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|. Bevezetés

Az utobbi években egyre inkdabb a kornyezeti kémiai kutatdsok fokuszaba kertlt a
nehézfém-ionok érzékelésére és eltavolitasara alkalmas modszerek fejlesztése. Mind az
eltavolitasra, mind a kimutatisra elterjedten hasznalt, hatékony modszereknek eldnyeik
mellett hatranyaik is vannak. A szennyezett teriiletek kezelésére alkalmazott fizikai-kémiai
technologidk rendszerint nagy mennyiségli, nehézfém-tartalmia mérgezd iszap vagy egyeb
hulladék keletkezését eredményezik. Ezek kezelése tovabbi vegyszereket €s energiat igényel,
és koltségei is nagyon magasak. A fémionok kimutatisara hasznalt robusztus, modern
analitikai technikdk hatranyait pedig a laboratériumhoz kotott draga muszerek, és a
kezelésilikhoz sziikséges jol képzett munkaerd jelentik. A hatékony nagymiiszeres modszerek
melletti alternativaként felmeriilhet olyan kémiai szenzorok alkalmazasa is, melyek a fémiont
hatékonyan és szelektiven megkotni képes biomolekulakat tartalmaznak receptorként. A szoft
karakterti fémionok megkdtését célzo molekuldk tervezéséhez mintdul szolgalhatnak olyan
metalloproteinek, illetve metalloenzimek, melyekben a fémionok kotdhelyeit ciszteinek
tiolcsoportjai alakitjadk ki. Egy peptid vagy peptid szarmazék probamolekula esetében, a
fémionok hatékony megkdtését biztositd ciszteinek mellett olyan csoport(ok) beépitése is
sziikséges, melyek a fémion megkotésének hatdsara valamilyen, optimalisan koncentracio-
aranyos, analitikai valaszjelet produkéalnak. Egy ilyen egyszerii, rovidlanci proba peptid

higany(II)ionokkal valé kdlcsonhatésat targyalja a diakkdri dolgozat.



1. A munka hattere, irodalmi attekintés
I1.1. A higany és vegyiileteinek mérgezo hatasa

Toxikus elemeknek nevezziik azokat az elemeket, amelyeknek csak karos hatasat
mutattak ki. Potencialisan toxikus eclemek altalaban a nehézfémek, a lantanoidak. A
kifejezetten toxikus elemek kozé foként a szoft karakteri fémek, mint a Hg, Cd, TI, Pb, és
néhany hard sajatsagi fém, mint a Be vagy az Al tartoznak. Ezek az elemek hasonlésagot
mutatnak bizonyos létfontossagu eclemmekkel, azokat képesek Kkiszoritani a bioldgiai
funkcidjukat ellatd helyekrdl, amivel 1étfontossagn folyamatokat gatolhatnak. Leggyakrabban
ilyen modon fejtik ki toxikus hatasukat. Az elemek kiillonbozé kémiai formai eltéré mérgezo
hatast mutathatnak. A fémionok szerves szarmazékai altalaban sokkal mérgez6bbek, mint a

szervetlen kationos formak.
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1. abra: A higany biogeokémiai korforgasa ™

A toxikus nehézfémek kozé tartozo higany egy meglehetésen gyakori kérnyezeti
szennyezd. Mérgezd hatasa csak akkor valt ismertté, amikor Japanban a Minatai-6bol vizének
Hg-tartalmt katalizator hulladékkal valdé szennyezése tomeges mérgezést okozott.! Tébb
formaban is 1étezik: szervetlen formai az elemi higany, a higany gbz, a Hg*'- és a Hg,**-ionok
so1, illetve a szerves higany szarmazékok, melyekben egy széntartalmu csoport kapcsolodik a
higanyhoz. Toxicitasa fligg attdl, hogy milyen kémiai vegyiilet formajaban kertil érintkezésbe
az emberi szervezettel. Természetes eredetli higany leginkabb a foldkéregbdl felszabadulod

gazokbol, vulkanikus tevékenység révén, természetes viztestek parologtatasa soran keriil a



kt')rnyezetbe.[l'z] Szennyez0 higanyforras a fosszilis tiizeldanyagok égetése, a cementgyartas, a
fém-szulfid ércek olvasztdsa, az arany kivonasa és egyes ipari fémek eléallitasa is.®! A
higanyvegytiletek tobbségének hasznalata jelenleg az Europai Unidban vagy korlatozott, vagy
be van tiltva. Régebben szerves higany szarmazékokat alkalmaztak pl. a mez6gazdasagban
novényvédoszerként, illetve szamos szervetlen higany vegyiiletet fert6tlenitd, gombadlo,
baktériumolo, vizelethajtd szerként.? Ezeket a vegyitileteket a fejlodé orszagokban még ma is
hasznaljak szappanokban, krémekben. Tovabbi higany-szennyezés forrasok lehetnek a
fogéaszatban hasznalatos amalgdmtomés, elektronikai eszk6zokbol kiszabadulé fémhigany, a
hagyomanyos izzok és festékek Is. Etil-higanyt tartalmaznak a thiomersal tartalmu
védooltasok, am ennek a vegyiiletnek rovid az élettartama a szervezetben.

A belélegzett higanygéznek akar 80%-a is fel tud szivodni, képes atjutni a vér-agy
gaton €s a placentan, igy megtamadja az idegrendszert.w A bélben a higany nagy része
higanyszulfidda alakul, ami artalmatlan és kiiiriil az szervezetbdl. A szdjon at a szervezetbe
keriilo higany(ll)ionokat tartalmazé vegyiiletek dozisanak 7-15%-a, a béron at bejutott dozis
2-3%-a képes abszorbealodni.™!

A higany(ll)ionok nem képesek atjutni a vér-agy gaton és a placentan, de pl. az
anyatej kozvetitésével bekeriilhetnek a csecsemd szervezetébe. Az ionos formak kotédhetnek
tiolcsoportot tartalmazd molekulakhoz, enzimekhez, szerkezeti fehérjékhez, s igy
befolyasoljak azok funkcioit.

A legmérgezObb szerves higany szarmazékok pl. halfogyasztassal juthatnak a
kdrnyezetbdl szervezetiinkbe. A metil-higany,a bélbsl ~95%-ban felszivodik. Lipofil és
hidrofil kettds sajatsaga miatt konnyen atjut a vér-agy gaton, igy megtamadhatja az
idegrendszert. Lassu folyamatban képes leadni a metilcsoportot és szervetlen fémionna
alakulni. Kén tartalmu vegyiiletekhez, tiolcsoporthoz nagy az affinitasa, igy gyakran
komplexet képez. Ilyen modon kotédhet akdr enzimek, létfontossagu fehérjék aktiv
centrumaban is pl. a cisztein aminosavak oldallancahoz. Kinetikai labilitisa miatt gyorsan
eloszlik a szervezetben. Az etil-higany tulajdonsagai és mérgezé hatasai is nagyon hasonloak
a rokon metilszarmazékéhoz, azonban nagyobb mennyiségben és gyorsabban képes atalakulni
szervetlen higannya.

Akut higanymérgezésnél a kovetkezO tiinetek jelentkezhetnek: rossz kozérzet,
nehézlégzés, hanyas, hasmenés, de akar agyi vizenyd és haldl is bekovetkezhet. Béron at
torténd  felszivodas okozta higanymérgezés tiinetei az ingerlékenység, faradtsag,
étvagytalanag és ezek mellett ekcémas bortiinetekkel is talalkozhatunk. A higany elsésorban a

gyermekeket és a magzatot tamadja, fejlodési rendellenességet, sulyos idegrendszeri karokat
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is okozhat. A kronikus mérgezés ingerlékenységgel, remegéssel jar, a fogak feketednek, a
vérkeringés legyengiil, a szellemi koncentraci6 ¢és a mozgaskoordinaciés képességek

csdkkennek, a kozponti idegrendszer is karosodhat, a hallas és a latas legyengiil.”!

11.2. A Cys-Xaa-Xaa-Cys fémion-koté szekvencia és szerepe metalloproteinekben

Az €16 szervezetek nehézfémionok elleni védekezésben szinte minden rendszertani
szinten (emberek, allatok, magasabb rendli névények, prokariotak) potencialisan szerepet
jatszo metallotioneinek, olyan kis molekulatomegii (6-7 kDa) fehérjék, melyek kiemelked6en
magas kén- és fémion-tartalommal (~10 m/m%) rendelkeznek.[! 1smétlédé Cys-X-Cys vagy
Cys-X-X-Cys szekvenciak jellemzik 6ket, melyekben X ciszteint6l eltéré aminosavakat jeldl.
A fehérje egymashoz kozeli cisztein tiolatcsoportjainak koordinalédasa a fémionokhoz
jellegzetes polimetallikus-tiolat klasztereket eredményez (2. abra). A fenti szekvenciakat
tartalmazd oligopeptid szakaszok X egységei ritkan vesznek részt a fémionok megkdtésében.
A ciszteinek szama ¢és elhelyezkedése a molekulaban, valamint a fémionokkal alkotott kémiai

kotések adjak a metallotioneinek szokatlan szerkezeti tulajdonsagait és reaktivitasat.

2. abra: MT-2 metallotionein fémkoté klasztere emléskben [7]

A metallotioneinek szekvenciabeli hasonlosaguk és filogenetikus kapcsolataik alapjan
tobb csoportba oszthatok (MT-1, MT-2, MT-3, MT-4),[! melyek mindegyike megtalalhaté az
emlésokben.”! A metallotioneinekkel végzett tobb évtizedes, kiterjedt kutatisok ellenére
pontos fiziologiai funkcidik maig nem teljesen tisztazottak. Eddigi ismereteink alapjan fontos
elemei a fémion-haztartasnak, részt vesznek bizonyos fémionok tarolasaban, szallitasaban, ill.
toxikus d10 fémionok eltavolitdsaban (pl. a higany detoxifikalas emlésokben™). Képesek
erélyes oxidalo hatast gyokok semlegesitésére, valamint feltételezhetd, hogy a sejtek redoxi

allapotanak szabalyozéasaban és az energia metabolizmusban is szerepet jatszanak.!!



Az €16 szervezetekben a metallotioneinekhez elsésorban Zn(l1)-, Cd(11)- és Cu(I)ionok
kapcsolodnak, de laboratoriumi koriilmények kozott tovabbi fémionok megkotddését is
kimutattak. A tiolat kotéhelyekhez vald fémion-affinitas Hg(IT) > Ag(l) = Cu(l) > Cd(ll) >
Zn(II) sorrendben csokken, ami megegyezik a szervetlen tiolatokra vonatkozo sorrenddel.™”!

A CXXC szekvencia a metallotioneninek mellett szamos fémion szallito-, raktarozo-,
ill. dajkafehérjében megtalalhatd. Ezek kozé tartoznak pl. a higany(II)-k6t6 MerP fehérje,[ll]
mely a bakteridlis higany detoxifikalé rendszer része,' a P1-tipusi ATPaz ZntA ¢és CadA
fehérjék, ¥ a bakteridlis vagy human ATP7A és ATP7B fehérjék,™ ill. tovabbi réz-chaperon
fehérjék, mint a bakteridlis CopZ és Atxl, vagy az Atxl-gyel analog huméan Atoxl
(HAH1)."3 A rendszerint hurkokban talalhaté6 CXXC szakasz meglehetésen flexibilis, s igy
szerkezetét a fém-centrum koordindcids geometridja, €s az X-aminosavak mindsége is

befolyésolhatja.[le]

3. abra: A réz(I) HAH1 chaperonrol az ATP7B fehérjére valo atjutasanak egyik lehetséges modjal”!

A P1l-tipust nemhézfémion transzporter ATPaz fehérjék nagy méretli N-terminalis
fémion-kotd doménnel rendelkeznek, amely ismétlédd GMXCXXCXXXIE motivumokat
tartalmaz.™! Ezek cisztein egységei feleldsek a nehézfémionok megkdtéséért. Az ismétlddd
szakaszok szdma fehérjétol fliggden eltérd lehet. A P1-ATPazok két legfontosabb képviseldje
az ATP7A ¢és az ATP7B, melyek mutacioi feleldsek a Menkes-kor (ATP7A) és a Wilson-kor
kialakulasaért (ATP7B). Az ATP7B hat N-terminalis rézkoté szakaszt tartalmaz, melyek
koziil a 4. fragmens réz(I)ionokat vesz at a sejtplazma réz-chaperon fehérjéjétdl, az ugyancsak
CXXC kot6-helyet tartalmazd HAH1-t61 (3. abra).lt"]

A baktériumokban miik6d6 higany detoxifikald rendszer elemeit kodold gének a mer

crcr
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MerR reguldtor fehérje szabdlyozza, s az emlitett gének transzkripcidja a detoxifikalas
folyamataban szerepet jatszo fehérjék (MerT, MerP, MerA, MerB, MerD, MerC, MerF)
termelédéséhez vezet.['>*® Minden mer fehérje cisztein aminosavakat alkalmaz (valosziniileg
kizarolagosan) a szerves vagy szervetlen higany megkétésére.[lz] Higany(II) tavollétében a
detoxifikdlo rendszer génjeinek 4tirasat. Megndvekedett higany(II) koncentracié esetén
azonban a MerR fehérjéhez is higany(Il)-ko6tédik, ami a regulator, illetve a kapcsoloddo DNS

c gy

talalhaté gének transzkripciojat.2
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4. abra: A mer operonrdl keletkezd fehérjék és funkcioik 9

A Gram-negativ baktériumokban miikodé higany detoxifikalé rendszert és a mer
operonhoz kothetd fehérjék szerepét az 4. dbra mutatja be sematikusan.™”! A periplazmaba
jutd higany(Il)-t a 72 aminosavbodl all6 MerP koti meg, amit tovabb ad a belsé membranban
elhelyezkedd transzport fehérjéknek. A fémion koordinacidjaért egy GMTCXXC szekvencia
felelds, melyben 199Hg NMR mérések tantisdga szerint a Hg(Il) lineéris koordinacios

geometriat kialakitva kapcsolodik a két cisztein tiolatcsoportjaihoz (5. ébra).[ll]



5. abra: A Shigella flexneri MerP fémkotd-helyének szerkezete (pdb: 1afj)!*!

A higany(II) bels6 membranon keresztiili transzportjat egy vagy tobb transzmembran
fehérje, a MerT, MerC és MerF (és esetleg a MerE) Végzi.[19] Ezek koziil a legnagyobb méretii
MerC 161 aminosavbdl épiil fel és négy a membranba bedgyazddott transzmembran hélixet
tartalmaz.™® A fehérje négy ciszteint tartalmaz, melyek koziil az elsé par (Cys22 és Cys25)
kozvetleniil a membran sejtplazmaval érintkezd részén, de még a membranon belill talalhato.
A masik két cisztein a 127-es és 132-es pozicidokban a fehérje sejtplazmaba nyulod szakaszan
helyezkedik el. Célzott mutaganezis vizsgalatokkal kimutattdk, hogy utobbi két aminosav
jelentdsége a higany(Il) transzportja szempontjabdl elhanyagolhatd, ugyanakkor a
membranba agyazott CXXC szakasz ,szallitja” a fémionokat a periplazmabol a
sejtplazméba.[18]

A sejt belsejében a higany(ll) elemi higannya redukalodik a MerA (higany-reduktaz)
segitségével.[zo] A MerA protein felépitését tekintve a multidomén katalitikus f6 egységbdl és
egy N-termindlis doménb8l (NmerA) Il Utébbiban egy vagy két CXXC motivumot
tartalmazé szakasz (GMTCXXC) ismétlddik, ami a szoft fémion szamara kotbhelyet biztosit a
fehérjében. Az NmerA feladata elsdsorban az, hogy a higany(Il)ionokat Osszegytijtse (mas
tiol tartalmu fehérjéktdl vagy kismolekulatomegii tiol vegyiiletektdl), majd azt a katalitikus

egységnek tovabbitsa, ahol a Hg2+ — HgP redukcio torténik.* A keletkezd elemi higany mar

képes kidiffundalni a sejtbdl.

11.3. Oligopeptidek kolcsonhatasa higany(II)ionokkal

Rovid lanct cisztein-tartalmu oligopeptidek higany(ll)-komplexeinek egyensulyi és
oldatszerkezeti vizsgalataval kapcsolatos eredményekr6l igen kevés irodalmi adat all
rendelkezésre, melynek valoszintisithetd oka egyrészt a ligandumok oxidaciora vald hajlama
lehet, valamintaz a tény, hogy a higany(ll)ionok rendkiviil er6s kotddése neheziti a

kolcsonhatasok — vizsgalatat. Ezt alatamasztjdk a  cisztein-higany(II)kolcsonhatasra
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meghatarozott kiemelked? stabilitasi adatok,”Y illetve ezt tiikrozi az is, hogy a higany(ll) 2,3-
dimerkaptopropanollal alkotott komplexe a legstabilisabb egymagva BAL-komplex./*?
Hadjiliadis ¢és kutatocsoportja kiilonb6z0o, N- és C-termindlisan védett cisztein-tartalmt
tetrapeptidek higany(Il)komplexeit allitotta el6.B! Tobbféle oldatszerkezeti vizsgalattal
kilonbozo szerkezetii komplexeket hataroztak meg, melyekben a cisztein-tiolat
donorcsoportokon kiviil néhdny esetben hisztidinek oldallanci imidazoljanak koordinéciojat is
kimutattak. A tiolat-csoportok terminalis ligandumként és két fémcentrumot 0Osszekotd
hidként is képesek voltak higany(IT)ionok megkdtésére.

Nakamura munkatarsaival egy Cys-X-Y-His szekvenciat tartalmazé oligopeptidet
tanulményozott.[24] A peptidek egy kétmagvi szerkezetben a két higany(Il) centrumhoz vagy
makrokelat kialakitdsaval tudtak koordinalédni, vagy a tiolat, mint hidligandum kapcsolta
Ossze a két higany(Il)iont, mig a hisztidin imidazol oldallanca vagy koordinalodott az egyik
centrumhoz, vagy nem. Ngu-Schwemlein és munkatarsai tanulmanyoztak a higany(ll)
kotodését cisztein, hisztidin €s triptofan aminosavakhoz, illetve az ezekbdl alkotott di- és
tripeptidekhez.®! A cisztein tiolat-donor csoportjaval tapasztaltak a leger6sebb kolcsonhatast.

Egy késobbi tanulmanyban két cisztein egységet tartalmazo tripeptidek higany(ll)-
ionokkal valo kolcsonhatasat vizsgaltak (6. abra).”® A Hg(peptid), komplexek (2 vagy 4
koordinal6dd csoportot tartalmazo komplexek) képzodési allanddja jelentésen nagyobbnak
adodott, mint a Hg(peptid) osszetételii komplexeké (2 koordinalodo csoport). A Cys-Trp-Cys
szekvenciaju tripeptidre meghatarozott stabilitasi allando nagyobb volt, mint amit a Cys-Gly-
Cys tripeptid esetében mértek, ami azt tiikrézi, hogy a ciszteinek kozotti aminosav is

befolyasolja a komplexek szerkezetét, illetve stabilitasat.
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6. abra: Diciszteinil-tripeptidek higany(I1)-komplexei %!

I11.4. Toxikus fémionok érzékelésére alkalmas oligopeptid-, fehérje- vagy sejt-alapu
szenzorok

A toxikus fémion szennyezddések eltavolitasa mellett azok kimutatasa is fontos
feladat. Szamos olyan analitikai technika (pl.: ICPV, ICPMS) Iétezik, amivel a nehéz-
fémionok kimutathatok, azonban ezek bonyolult és draga eljarasok.’’l Ezekkel szemben
olyan fehérje- vagy sejt-alapt bioszenzorok hasznalata, amely képesek szelektiven megkotni
a nehézfémionokat, egyre nagyobb teret nyerhet a jovében. A szenzorok alkalmazasanak
szamos elénye lehet: szelektivek, a fentebbi technikaknal olcsobbak, hordozhatok lehetnek és
azonnali jelet szolgaltathatnak. A makromolekula, illetve sejt-alapu bioszenzorok mellett a
nehézfémionokat hatékonyan ¢és szelektiven megkdtni képes oligopeptidek is potencialisan

alkalmasak lehetnek toxikus fémionok detektalasaban.?®!
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Cherian ¢és munkatarsai egy fehérje-alapn fémion-szenzort vizsgaltak. A
nehézfémionok kimutatasara egy AgNt84-6 fehérjét terveztek, ami egy szilicium-nitrid
konzol arany bevonatt részén keresztiil képes kapcsolddni a fémionokhoz.®! A vizsgalatok
soran azonban azt tapasztaltak, hogy a szenzor csak HgCl, és ZnCl, 0,1 mM-os oldataban ad
érzékelhetd jelet, de pl. MnCl; esetén vagy nincs, vagy nagyon gyenge a reakcio a fémion és a
fehérje kozott. Két fehérje-alapi szenzort tanulmanyoztak Bontidean ¢és munkatarsai,
amelyekben a fehérjék kiilonbozd kotShellyel rendelkeztek a nehézfémionok szamara.®” A
szenzorok akkor jelzeték a fémionok jelenlétét, ha a kdotésben konformacids valtozas
kovetkezett be (4. abra). A két szenzor szelektivitasa és érzékenysége kiilonbozo volt réz(11),
higany(I1), cadmium(ll) és cink(Il)ionok jelenlétében. A GST-SmtA fehérje képes volt mind a
négy emlitett ion érzékelésére, amig a MerR fehérje kiemelt szelektivitdst mutatott

higany(ll)ionokra.

Conformational change

Me2+
%’tal binding protein S

7. abra: Protein-alapu bioszenzor koncepcidja a nehézfémionok megkotddésének hatasara bekovetkezo

L e ., [30
konformacio-véltozas mérésérel”

Potenciometrids elven miikodd szenzort tanulméanyoztak Gonzalez-Bellavista és
munkatarsai, aminek eldnye, hogy szarazon tarolhat6 és hosszu élettartamu.®Y A szenzorban
a fém-ionofor metallotioneinek poliszulfon-matrixba agyazédnak be, aminek segitségével pH
2 — 6 kozott 10° M koncentracioig az Ag*-ionok szelektiven kimutathatok.

White és munkatarsai egy fluoreszcens MerP alapt kemoszenzort fejlesztettek ki.B4 A
MerP-hurokbél szarmazé aminosavak egyikéhez kapcsolodik a Hg?*, mig a Trp (donor),
illetve a danzilcsoport (akceptor) a fémion-érzékelésben szerepet jatszo fluoroforok a
peptidben. A szenzor a valaszat a FRET-képesség (fluoreszcencia rezonancia energia
transzfer) megvaltozasa révén adja. A higany(ll)ionok kotédése kvencseli a molekula
fluoreszcenciajat. A szenzor képes a cink(lI1)-, cadmium(ll)- és eziist(I)ionok kimutatasara is,

viszont alkali- illetve alkélifoldfémionok hatdsara nem ad valaszt.
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1. Célkitiizések

Diakkori munkam csoportunk egy olyan Kutatasi témajaba illeszkedik, amelynek célja
toxikus fémionok megkotésre alkalmas rovid lanct peptidek, tervezése és eldallitasa. Ezek a
kismolekulak, megfelelé ,.érzékeld egységgel” ellatva immobilizalt formaban alkalmasak
lehetnek nehézfémionok kimutatasara. A megtervezett peptidek és a kivalasztott fémionok
vizes oldatbeli kolcsonhatasanak vizsgalataval képet kaphatunk a fémion megkotésének
hatékonysagardl, a kialakulé komplexek szerkezetérdl, és a kolcsonhatast kisérd analitikai
valaszrol. Az ilyen médon megismert, optimalis esetben eldnyds tulajdonsagok remélhetdleg
jellemzoéek maradnak a hordozon rogzitett ligandumra is, ami alkalmassa teheti az adott
rendszert fémion-érzékelésre.

A dolgozathan targyalt vegyiilet egy CXXC motivumot tartalmazé hexapeptid,
melynek szekvenciaja: Ac-Asp-Cys-Ser-Ser-Cys-Tyr-NH; (Ac-DCSSCY-NH,, DY) (8.abra).
A peptid tervezésekor a CXXC szekvencia erds szoft fémion-koto sajatsagaibol indultunk ki.
A vegyiilet C-terminalis végén, azaz kozvetleniil a hordozohoz torténd rogzitési hely mellett
talalhato fluorofor tirozin a fémion megkotédésére adott potencialis ,,valaszt” hivatott
biztositani, de a kdlcsonhatas karakterizalasat is segitheti. A fenil-alanin, tirzozin és triptofan,
mint fluorofor aminosavak koziil (a fluorofor jelleg ebben a sorrendben nd) a legkeveésbé
hidrofob karaktere miatt esett a tirozinra valasztasunk. A triptofan, bar jobb fluorofor, de joval
er6sebb hidrofob karakterrel is rendelkezik, ugyanakkor a peptid vizsgalhatosaga miatt fontos
szempont volt a jo vizoldhatosag, melyet az N-terminalis helyzeti polaris aszparaginsav,

illetve a ciszteinek kozotti két szerin egység is eldsegit.

o 0 0 0 0 0 0

W [l [l [l Il I /

€~NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C_
HLC NH
[5(|:H2 ﬁ(inZ ﬁC|?H2 B?Hz B(l;Hz BCH, 2

C SH OH OH H 5 51
0% “oH S H(l:| \?H
HC CH

8. abra: A vizsgalt Ac-Asp-Cy-Ser-Ser-Cys-Tyr-NH, peptid sematikus szerkezete

Munkam célja tehat az volt, hogy karakterizaljuk az Ac-DCSSCY-NH; probapeptid
kolcsonhatasat higany(Il)ionokkal vizes oldatban, megvizsgaljuk a fémion megkdtésének
hatasét a ligandum fluoreszcencidjara, valamint tanulmanyozzuk a ligandum higany(II)-k6td

képességét szilard hordozon immobilizalt forméjaban is.
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IV. Kisérleti rész
IV.1. Felhasznalt anyagok
A kutatocsoportunk altal tervezett peptidet a CASLO-tdl (Dania) szereztiik be, és
tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltuk. A tisztasagat ESI-MS és NMR mérésekkel ellendriztiik. A
A mérésekhez hasznalt fémion torzsoldatokat Hg(ClO4),-xH,0 és Cd(ClOy,),-6H,0

analitikai mérlegen vald tomegbemérése révén készitettiik. A higany-perklorat oldat

crer

cres
crer

SN

hasznaltunk. Az 'H-NMR minték készitéséhez ioncserélt viz és D,O (9:1) elegyét, kiilsé

referensként TSP-t (3-trimetilszilil-propanoatot) alkalmaztunk.

IV.2. Szilard fazisu peptidszintézis

Az Ac-DCSSCY-NH, oligopeptidet (réviditve: DY) immobilizalt formajaban
tanszékiinkon allitottuk eld szilard fazist peptidszintézissel, Fmoc-stratégiat kovetve. A
szilard fazisi peptidszintézis aminosavak heterogén kozegben torténd kapcsolasanak
lancolata. A szilard hordozd egy polietilénglikol (PEG) lancokkal modositott
polisztirol/divinilbenzol gyanta volt, amely a PEG lancok végén amino-alkil csoportokat
tartalmazott. A 0,27 mmol/g boritottsagi gyantabol 0,50 g-ot hasznaltunk fel a szintézishez.
A szilard hordoz6 kivalasztasanal fontos szempont volt annak j6 duzzadd képessége vizes
kozegben, valamint, hogy a szintézis végén, oly moddon tudjuk eltavolitani az egyes
aminosavak véddcsoportjait, hogy a peptid ne hasadjon le a hordozérol.

A gyanta el6készitésére nem volt sziikség, mivel az aminocsoportok nem tartalmaztak
semmilyen védécsoportot. A szabad kapcsolasi helyek jelenlétérdl Kaiser-teszt™®!
elvégzésével bizonyosodtunk meg, mely a szabad aminocsoportok és a ninhidrin kozotti
szinreakcion alapul. A teszt soran egy kisméretli kémcsobe, néhany gyantaszemcséhez 50-50
ul-t csepegtettiink a kovetkezd oldatokbol: (1) fenol (4 g fenolt oldunk 1 ml abszolut
etanolban); (2) tiszta piridin; (3) ninhidrin (0,25 g ninhidrint oldunk 5 ml abs. etanolban). Az

elegyet 2 percig 80 °C-os vizfiirdGbe meritettikk. Eredményes kapcsolds esetén nem
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tapasztaltunk szinvaltozast, ami azt jelentette, hogy nem maradt szabad aminocsoport a
gyantan. Amennyiben a szemcsék kék elszinez6dését tapasztaltunk (pozitiv teszt), meg kellett
ismételniink a kapcsolasi 1épést. A kapcsolasi reakciok el6tt a gyantat N-metil-2-pirrolidon
(NMP) oldészerben duzzasztottuk. A gyanta boritottsag értékébdl kiszamithatdo a
kapcsolashoz sziikséges aminosav épitdkd mennyisége. A szintézis hatékonysaga érdekében
azonban mindig 3-4-szeres felesleget alkalmaztunk.

Az els6 aminosav (Tyr) kapcsolasat kétszer ismételtiik, haromszoros aminosav-
felesleggel. A reakcio lejatszodasahoz az aminosav mellett O-benzotriazol-tetrametiluronium-
hexafluorofoszfat (HBTU) kapcsoloszert, 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) aktivaloszert és a
diizopropil-etilamin (DIPEA) szerves bazist tartalmazé NMP-s oldatra volt sziikség. A HBTU
a masik két reagens jelenlétében aktiv észtert képez az aminosavval, mely igy
karboxilcsoportjan keresztiil konnyen reakcioba Iéphet a szabad aminocsoportokkal. A
szintézislépés soran haromszoros HBTU ¢és HOBt, valamint hatszoros DIPEA felesleget
alkalmaztunk, a reakcidelegyet pedig kétszer 60 percig kevertettiik. A kapcsolast kdvetden a
gyantat NMP-vel, diklérmetannal és metanollal mostuk, majd ujabb Kaiser-tesztet végeztiink
a kapcsolas sikerességének ellenérzésére. A kovetkezd 1épésben acetileztiik az esetlegesen
szabadon maradt (el nem reagalt) aminocsoportokat. Ezzel az ugynevezett ,.capping”
eljarassal meggatoltuk, hogy a sorban kovetkez6 aminosav a hibas helyekre kot6djon. Az
acetilezéshez a gyantat diklormetanban duzzasztottuk, majd 10% (v/v) ecetsavanhidridet és
10% (v/v) DIPEA-t tartalmaz6 oldatban 2x15 percig allni hagytuk, idénként megkevertiik. Az
ujabb kapcsolas el6tt a gyantan 1évd aminosav bazisérzékeny Fmoc-véddcsoportjat el kellett
tavolitani. A gyantat NPM-ben duzzasztottuk, majd a lehasitast 20% (v/v) piperidin NMP-s
oldataval végeztiik el (3+3+10 perc), amit NMP-vel val6 mosas kovetett. Az eddigi 1épéseket
ismételve végeztiik el a hexapeptid teljes szintézisét, a tovabbi aminosavakat (Cys, Ser, Ser,
Cys, Asp) egyszeri kapcsolassal épitettiik be négyszeres aminosav felesleg jelenlétében. Az
utolso sikeres kapcsolés utan eltavolitottuk az Fmoc-véddcsoportot, majd az igy szabadda tett
terminalis aminocsoportokat acetileztiikk, biztositva a peptidlanc N-terminalis végének
lezarasat.

A szintézist kovetden az aminosavak oldallancainak véddcsoportjait el kellett
tavolitani anélkiil, hogy a gyanta ¢és a hexapeptid kozotti kotést felszakitanank. A
véddécesoportok lehasitasahoz hasznalt elegy 92% trifluor-ecetsavat (TFA), 2,5% vizet, 2,5%
1,2-etanditiolt (EDT), 2% fenolt és 1% triizopropil-szilant (TIS) tartalmazott. A

reakcioelegyet szobahémérsékleten 4 oran at kevertettiik, majd a gyantat TFA-val, metanollal,
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diklormetannal ¢és ismét metanollal mostuk, ezt kovetden pedig egy éjszakan at

exszikkatorban szaritottuk.

IV.3. pH-potenciometria
A pH-potenciometrids méréseket pH mérésére alkalmas ionszelektiv tivegelektroddal
végeztiik. A cella elektromotoros erejét az iivegelektrod kiilsé feliiletével érintkezd, tehat az

analizalandé oldat H'-ionaktivitasa, pH-ja, szabja meg 1%

. A titralasok soran a fogyott
mérdoldat, azaz a fogyott liganyagmennyiség fliggvényében mérjiilk a mintank pH-jat. A
modszer révén olyan reakcidok tanulmanyozhatok, melyek révén valtozik az oldat
hidrogénion-aktivitdsa. A vizsgalt peptid (de)protonalddasi folyamatai az iivegelektroddal
elérhetd pH ~ 2 — 11 tartomanyban jatszodnak le, azaz potenciometridsan vizsgalhatok. A
fémion-ligandum kolcsonhatds révén a vizsgalt pH-tartomanyban hidrogénionok
disszocial(hat)nak a peptidrél, amely ugyancsak detektalhatd, és kovetkeztetni lehet a
kolcsonhatas erdsségére, a képzodd komplexek jellemzO Osszetételére kiilonbozo pH és
fémion-ligandum ardany mellet. A méréseket azonos koriilmények kozott végeztiik el, a
hémérséklet 25°C, mig az ioner6sség 0,1 M (NaClO4) volt. Mivel a mérendé peptid igen
érzékeny az oxidaciora, argon atmoszférat alkalmaztunk. A gézpalackbol érkezd gaz athaladt
egy pirogallolt tartalmazo6 lagoldaton €s egy vizes moson, mieldtt bevezettiik a mérdcellaba,
melyet egy foliaval is lefedtiink, és ez alatt is argon atmoszférat biztositottunk.

A titralasok kivitelezéséhez egy szamitogép altal vezérelt, Metrohm Dosimat 765
tipusu automata biirettabol és egy Orion 710A pH-mérébdl allo rendszert alkalmaztunk. A
kisérletekhez hasznalt Orion Ross Ultra semi micro pH-elektréd kalibracigjat ¢ = 0,01 M
koncentracioban HCIO4-et és 0,1 M koncentracidban NaClOg-et tartalmazé oldattal végeztiik.
Az adatokat egy szamitdgépes szoftver segitségével értékeltiik, amely a modositott Nernst-

egyenlet alapjan szamol, a nemlinearis legkisebb négyzetek modszere szerint
E=Ey+ |0gK [H+] + JH[H+]+JOHKW/[H+]

ahol Jy ¢ Jon az elektrod savi és lagos hibajat, valamint a diffizios potencialok okozta hibat
korrigalo illesztési paraméterek, Ky, a vizionszorzat.

A vizsgalatokat pH 2 — 11,3 tartomanyban végeztik. Minden minta esetében két
parhuzamos mérést hajtottunk végre, titralasonként 60-80 mérési ponttal. A titralasokhoz
készitett torzsoldatban a peptid koncentracidja ¢ ~ 0,001 M volt. A kizarolag a peptidet
tartalmazo mintak vizsgalata mellett 0,5:1, 1:1, 2:1 fémion-ligandum aranyok alkalmazéasaval

végeztiink titralasokat.
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A rendszerekben képz6dd részecskék az alabbi altalanos egyensulyi folyamattal, ill.

képzddési allandoval jellemezhetok,
pM+gH+rL =—— M H L,

Pt = (g LT

ahol M a fémiont, L pedig a nemprotonalt ligandum molekulat jeloli. Az egyenletben, és a
tovabbiakban mindenhol, a t6ltések jelolésétol az egyszeriiség kedvéért eltekintiink, azonban
ezek minden egyes részecskére konnyen kiszamithatok, ha figyelembe vessziik, hogy a

rrrrr

a brutto komplexképzodési allandok ( :BMquL,) meghatarozasdit a PSEQUAD nevil

szamitogépes program segitségével végeztiik

IV.4. UV-Vis spektroszkopia

UV-Vis spektroszkoiaval az olyan kromofor csoportot tartalmazo anyagokat tudjuk
vizsgalni, melyek az elektromagneses sugarzas UV-lathato tartomanyaba esé sugarzassal
gerjeszthet('ik.[34] A gerjesztéshez sziikséges energiat, illetve a fényelnyelés mértékét mérjiik a
modszer alkalmazasa soran. A fémkomplexek fényelnyelése foként a molekulapalyak kozotti
atmenetekbdl, un. toltésatviteli savokbol, illetve a fémionok d-d palyai kozotti
elektronatmenetekbdl szarmazik. A mérési tartomany rendszerint ~190 — 800 nm-ig (illetve
detektortol fiiggéen ~1100 nm-ig) terjed. Egy adott fémion komplexeinek abszorpcios
spektrumat szamos tényez6 befolyasolja, melyek koz¢é tartozik a koordinaloédo ligandum(ok)
mindsége, illetve a komplex geometridja is.

Az oldatbeli vizsgalatoknal (is) szamolni kell azzal, hogy nem csak a kromofor
csoport abszorbedlhatja a fényt, a kiivettdnak és az oldoszernek is lehet fényelnyelése,
amellyel a spektrumokat korrigalni kell. Ezt rendszerint egy olyan referencia oldat
készitésével oldjuk meg, amely mindenben megegyezik a mintaval, csak a kromofort nem
tartalmazza. Ennek spektrumat kivonjuk a mintak spektrumabol. Az abszorpcios spektrumon
a kiilonbozé csoportokra jellemzd savok egymassal atfedésben lehetnek. Kvantitativ
meghatarozasok a Lambert-Beer torvény alkalmazasan alapulnak, ami rendszerint csak hig

oldatokban érvényes.
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Ez az Gsszefiiggés teremt kapcsolatot a minta oldatbeli kromofor-koncentracioja és a
mért abszorbancia kozott, ahol ¢ a molaris abszorbancia, | az optikai Gthossz (a fény altal
megtett Ut), altalaban a kiivetta hossza.

Méréseinket az UV tartomanyban, 4 = 200-400 nm kozott végeztik egy Thermo
Scientific Evolution 220 spektrofotométeren. A DY peptidet és a higany(II)ionokat tartalmazo
rendszerben a cisztein egységek tiol- és tiolatcsoportjaihoz, a tirozin oldallancahoz (protonalt
ill. deprotonalt formaban) rendelheté atmenetek, valamint a tiolat-fémion toltésatviteli sav
valtozasat figyeltiik az alkalmazott pH és fémion-ligandum arany fiiggvényében. A méréseket
azonos koriilmények kozott (t = 25 °C, | = 0,1 M NaClO,) végeztiik. A peptid oxidaciora vald
hajlama miatt, a mérécellat egy argonnal megtoltott ivegkadban helyeztiik el, és a mintaba, a
pH-potenciometrids mérésekhez hasonldan egy pirogallolt tartalmaz6 ligoldaton és egy vizes

mosoOn keresztiil 4tvezetett argont buborékoltattunk. Az iivegkadban az argon atmoszférat

minden mérés el6tt ellendriztiik (az égé gyufa elaludt az argonnal teli kadban).

IV.5. Magneses magrezonancia-spektroszkopia (NMR-spektroszkopia)

Az egyik leghatékonyabb szerkezetvizsgdld és kvalitativ analitikai médszer. Csak
olyan atommagokat tartalmazé anyagok vizsgalhatok NMR-spektroszkopiaval, amelyek eredd
magspinje zérustol eltér (I # O).[34] Az ered6 magspinnel rendelkezd atommagok magneses
momentummal is rendelkeznek. Az NMR-spektroszkopia a magneses mag és a kiilsé
magneses tar kozotti kolesonhatason alapul. A magok magneses momentuma kiilsé méagneses
tér hatdsara irdnykvantaltan all be, a mag spinkvantumszama 21+1 értéket vehet fel. A magok
magneses momentuma Larmor-frekvenciaval (w) precesszal a kiils6 magneses tér iranya,
mint tengely koriil.

Az atommagok a koriilottik 1évo elektronhéjak, elektronjaival, sét a kornyezetiikben
elhelyezked6 atommagokkal is kdlcsonhatdsba lépnek, ami megvaltoztatja az NMR-
paramétereket. A kiils6 magneses tér diamagnesességet indukdl a magot koriilvevd
elektronfelhdében, amely a mag helyén megvaltoztatja a kiilsd magneses tér értékét. A
kiilonbozo elektroneloszlas eltéré rezonanciafrekvenciakat eredményez az atommagok NMR-
spektruméban. A rezonanciafrekvencidnak a kémiai szerkezettl fliggd valtozasat kémiai
eltolodasnak nevezziik. A kémiai eltolédast csak valamilyen referens maghoz viszonyitva
tudjuk meghatarozni. Ismert molekulak vagy funkcids csoportok spektrumat Gsszevetve az
ismeretlen vegyiilet spektrumaval kvalitativ informdciét kaphatunk. Az azonos kémiai
kornyezettel rendelkezd és magnesesen is ekvivalens magok azonos jelet mutatnak a
spektrumon. A mért jelek intenzitasa aranyos a jeleket kivalto magneses magok szamaval. Az
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NMR-spektrum az egymashoz kozel elhelyezkedd magneses magok kozotti kolcsonhatast is
tilkrozi. Ilyenkor az egyes jelek egymashoz kozeli vonalakra hasadnak, a felhasadas soran
1étrejovo jelek szama, a kolesonhatast 1étrehozé spinrendszer energianivoinak szamatol fiigg
(2nI + 1), a vonalak intenzitasa az atmenetek valdszinliségével aranyos. A felhasadt jelek
kozti energiakiilonbség az Un. csatolasi allando, amely a spinek kolcsonos térbeli helyzetére
utal. Az elemzésnél figyelembe kell venni, hogy a magok kozotti spin-spin kdlcsonhatas
eredményeképpen létrejott felhasadas nagyon hasonld a kémiai eltolodashoz, a kiilonbség,
hogy az elobbi a kiilsd magneses tér erdsségétdl fliggetlen, mig az utdbbi annak értékével
valtozik. Az egyes jelek megjelenését, kémiai eltolodasat, csatolasi allandokat a molekulahoz
koordinal6d6é fémionok befolyasolhatjdk. Ezekbdl a valtozasokbol kdvetkeztethetiink a
koordinaciora, a koordinalddo csoportokra és a molekula geometriajara is.

A 'H NMR mérések Bruker Avance DRX 500 spektrométeren (*H frekvencia: 500,13
Hz) késziiltek. A DY ligandum fémiont nem tartalmazé oldataiban, illetve a kiilonb6z6
osszetételli higany(ll) — peptid rendszerekben is vettiink fel pH-fliggé spektrumokat, illetve
egy kivalasztott pH-n (pH ~ 6) a fémion koncentracié (fémion-ligandum arany)
valtoztatasaval is végeztiink kisérleteket. A mintak peptid koncentracidja ¢ ~ 0,001 M volt, a
VIV% D,0O-t is. Az oldatok pH-jat 0,1 és 0,01 M-os NaOH illetve HCIO, oldatok segitségével
allitottuk be.

IV.6. Fluorimetria

Az UV-lathato fénnyel gerjesztett molekulak relaxacioja fény emisszioval jarhat, ez a
jelenség a molekularis fotolumineszcencia. Elektronatmenetektdl fiiggéen megkiilonboztetjiik
a fluoreszcenciat, amelynek sordn az elektron megengedett atmenetek révén jut vissza az
alapallapotba, és a foszforeszcencidt, amelynek sordn spintiltott atmenet kovetkezik be egy
magasabb spinmultiplicitast (rendszerint triplet) éllapotba.[34]

A fluoreszcencia jelensége sordn az UV vagy lathat6é fény hatdsara elnyelt fotonok a
molekula elektronjait gerjesztik, majd a molekula ebben a gerjesztett allapotban csak néhany
nanomasodpercig tartozkodik, ezutan az alapallapotba relaxaldédik. Amikor az elektron az
azonos vagy annal kisebb, azaz az abszorbealt foton hullamhossza mindig alacsonyabb, mint
az emittalt fotoné. Minden fluoroféor anyag mas ¢€és mas hullimhosszisaga fénnyel

besugarozva késztethetd fluoreszkaldsra, és az emittdlt fénysugarzas spektruma is eltérd

anyagrol anyagra. Az emisszid detektalasa a gerjesztd fénysugarra merdlegesen torténik, igy
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megakadalyozzuk, hogy a gerjesztd fény a detektorba jusson. A mintat a fényforras és a
detektor koz¢é helyezziik. A megfeleld hullamhosszusag fény kivalasztdsdra monokromatort
alkalmazunk.

Megkiilonboztetiink gerjesztési és emisszios fluoreszcencia spektrumokat. Az eldbbit
ugy allitjuk eld, hogy az emisszi6 fényintenzitasat egyetlen hulliamhosszon mérjiik, mikézben
a gerjesztési hullamhosszt folyamatosan valtoztatjuk. Az emisszios spektrumot pedig Ugy
kapjuk, hogy az emittalt fény intenzitdsat a hullamhossz fiiggvényében mérjiik, mikézben a
mintat egyetlen hullamhosszon gerjesztjiik. A két spektrum alakja megegyezik ¢és altalaban
egymasra tiikorszimmetrikus, de a Stokes eltolddas miatt az emisszids spektrum a gerjesztési
spektrumhoz képest a vordsebb tartomany felé tolodik el.

A fluoreszcenciat mutatd molekulak tobbsége delokalizalt n-elektronokat tartalmaz.
Nukleofil szubsztituensek novelik a fluoreszcenciat azzal, hogy segitik az elektronatmenetet
az alapallapot és a gerjesztett allapot kozott, vagyis novelik a m-elektronok delokalizéaciojat.
Az eletrofil szubsztituensek viszont rendszerint csokkentik vagy kioltjak a hatast. A
fluoreszcencia intenzitdsa az anyagi mindségen tul a molekula kérnyezetére is érzékeny. Az
oldoszer pH-jara, polaritdsdra és a homérsékletére is érzékenyen valtozhat az emisszids
intenzitas. A homérséklet csokkentése, vagy az apolaros kozeg rendszerint noveli az
intenzitast.

A fluoreszcencia érzékeny a fluorofor csoport kozvetlen kornyezetére is, pl. ha egy
masik molekula vagy molekularészlet keriil a kdzelbe. Ezen tulajdonsagok alapjan a modszer
igen jol alkalmazhato kémiai folyamatok vagy konformacios datalakuldsok, aggregicio,
disszociacio kovetésére. Harom aminosav oldallancanak van jelentsebb fluoreszcenciaja: a
triptofannak, a tirozinnak és a fenil-alaninnak. Ezen aminosavak fluoreszcenciajanak
vizsgalata alkalmas peptidek, fehérjék tanulmanyozasara olyan folyamatokban, amikor az
emlitett egységek oldallancainak kornyezete megvaltozik az adott folyamatban.

A méréseket azonos koriilmények kozott (t = 25 °C, 1 = 0,1 M NaClO,) végeztiik egy
Hitachi F-4500 tipust spektrofluoriméteren (résszélesség: 5 ill. 10 nm). Mintdinkat a
spektrofotometrids vizsgalatoknal leirtak szerint allitottuk dssze, és gatoltuk meg a ligandum
esetleges oxidacidjat. A mérések soran alkalmazott peptid koncentracié ¢ = 3,0x10° M volt.

A vizsgalatokat két eltérd6 pH-n (pH = 2.0 illetve pH = 6.0) végeztik allandé peptid

crer

crer

kadmium(ll)iont is tartalmaztak.
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IVV.7. Induktiv csatolasi plazma tomegspektrometria (ICP-MS)

Az ICP-MS kombinacié az egyik leghatékonyabb atomi ionforrast (induktiv
csatolasu plazma, ICP) és az egyik legérzékenyebb detektort (tomegspektrométer) kapcsolja
0ssze, melyekbdl az elem- ¢és izotdpanalitika egyik legnagyobb teljesitoképességli miiszere
lesz.P" Az ICP-MS gyors, tranziens jelek (10-100 ms/scan) mérésére is alkalmas,
multielemes technika, amely izotop informéciot is szolgaltat. A kimutatdsi hatdra nagyon
alacsony (ppt, vagy az alatti) a periddusos rendszer mintegy 70-75 elemére, a dinamikus
linearitdsi tartoménya 8-9 nagysdgrend. A moddszerre jellemzé a nagy szelektivitas és
szelektiv érzékenység. Ezzel szemben a modszernek vannak nem figyelmen kiviil hagyhat6
hatranyai is, pl.: a féelemekre a precizitds nem mindig megfeleld, a minta oldott sétartalma
nem haladhatja meg a 0,1-0,2 %-ot hagyomanyos oldatbeporlasztasos mintabevitel esetén.
Fontos az is, hogy az izobar és a tobbatomos ionok spektralis zavardst okoznak, ami csak
részben kertilhet? el.

Az ICP-MS technika olyan tomegspektrometridas modszer, melyben az induktiv
csatolasu plazma tolti be az ionforrds szerepét. Az ionforras miitkodéséhez nincs sziikség
vakuumra, igy egyszerlibb a mintavétel. A minta altaldban aeroszol formdajaban 1ép be a
plazmaba, ahol a nagy homérsékletnek koszonhetden a jelen 1évé komponensek
disszocialdédnak, atomizalodnak illetve ionizalodnak, ezaltal elemi ionok detektalasara van
lehetdség. Elonyt jelent a modszer érzékenysége szempontjabdl, hogy az elemek tobbsége
legalabb 90 %-ban ionizaldédik a plazmaban. Az ICP ionforrasokban az egyszeres toltésii
ionok lényegesen nagyobb meértékben képzddnek, mint a tobbszords toltéstiek. Miikodési
elviik szerint megkiilonboztetiink pneumatikus, ultrahangos ¢és nagynyomdsu hidraulikus
porlasztorendszereket. Ezen mintabeviteli mddszerek teszik lehetdvé a folyadék és szilard
mintdk finom eloszladsu aeroszol forméaban torténd plazmaba juttatdsat, hogy a minta
teljes mértékben megtorténjék.

A plazmabdl vett ionok szétvalasztasat a tomeganalizator végzi tomeg/toltés aranyuk
alapjan. A teljes plazmamennyiség mintazdsahoz nagyon nagy pumpateljesitmény kellene,
ezért egy furattal ellatott, vizhiitott konuszon keresztiil szivjak be a plazmaalkotok egy részét.
A furaton athalado semleges és ionos részekbdl allo szuperszonikus gaznyalab az expanzids
térbe jut, ahol kupszertien kitagul. A masodik furatos konusz az elsé mogott talalhatd, amely
célja egy masodik pumpalasi 1épcsét biztositani. A gaznyaldbbol a semleges részecskék
diffizidval tavoznak, és a vakuumszivattyl eltavolitja Oket, a toltott részecskék pedig

tovabbhaladnak az ionoptika felé. Az eclektrosztatikus lencserendszer feladata, hogy
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elvalassza a pozitiv toltésii ionokat a megmaradt semleges atomoktol és a fotonoktol,
valamint a negativ toltésti részecskéktdl, masrészt a pozitiv ionok nyalabjat kotegeli,
fokuszalja az analizatorban elérhetd legjobb tomegfelbontas érdekében. A ,,foton stop” egy, a
rendszer tengelyében clhelyezett, fotonokat blokkolo lemez, amire azért van sziikség, mert a
plazmébol egyenes vonalon haladé fotonok a detektorban jelet generalnanak.

A tomeg/toltés ardny alapjan az egyes ionok azonosithatoak lesznek, igy egyértelmi

crer

crer

leggyakrabban hasznalt analizatorok a kvadrupolus, a kettds fokuszalasu és a repiilési 1d6
(TOF) analizator. A legtobb késziilékben a tomeganalizatorbol kilépd ionokat egy
elektronsokszoroz6 detektalja.

ICP-MS  méréseinket egy Agilent 7700x tipusi késziiléken végeztik. A
vizsgalatokhoz hasznalt mintak elékészitése egy altalanos protokoll alapjan tortént. A DY-
NTG gyantabol ~10,0 mg-ot (+ 1%) 15 ml-es Falcon-tesztcsovekbe mértiink, melyre argon
gazt vezettiink annak érdekében, hogy a peptid oxidacidjanak kockazatit minimalisra
csokkentsiik. A mérésekhez hasznalt fémion-oldatokat szilard soikbodl készitett torzsoldatok
higitasaval készitettiik el. A torzsoldatok koncentracioit 4altaldban komplexometrids
titralasokkal hatdroztuk meg, illetve adott esetben (HgCly) pontos beméréssel készitettiik. A
mérésekhez sziikséges higitott fémion-oldatok koncentracidinak tervezéséhez kiszamoltuk a
mar peptidet is tartalmazo gyanta elméleti boritottsagat (100 %-os sikerességii kapcsolasokat
feltételezve) az alabbi képlet segitségével:

L.

ahol L ill. L;j a gyanta boritottsaga a szintézis utan és el6tt, Myq pedig az immobilizalt peptid
molekulatomege. Ezek alapjan a DY-NTG boritottsaga 0,227 mmol/g. Az V.5. fejezetben
bemutatott mérések eredményeinek targyalasahoz eldnyos a fémion-kotd képességet jellemzo
elméleti kapacitast is definialni, amely ugyancsak 0,227 mmol/g, amennyiben minden egyes
peptidlanchoz egy higany(Il)ion kotédését feltételezziik. Amennyiben a fémion-kotd
képességet a higany(Il)ionok tomegére vonatkoztatjuk, akkor a maximalis fajlagos kapacitas
7,57%x107° — 6,81x10* M tartoméanyban, a pH-t pedig 2,0-6,0 kozott valtoztattuk. A pH-
értékek beallitasat kombinalt iivegelektrod és pH-méré segitségével végeztiik, melyet

standard pufferek segitségével elézéleg kalibraltunk. A pH > 2,0 oldatok elkészitéséhez a
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kovetkez6 puffer rendszereket hasznaltuk: pH = 4,0 - ecetsav/Na-acetat, pH = 6,0 -
MES/NaOH (MES: 2-(N-morfolino)etanszulfonsav). A pontos pH-értékeket 0,1 M NaOH
oldat segitségével allitottuk be. Az fémion-oldatokat argon gazzal atbuborékoltattuk, majd
10,0 cm-es részleteket ontottink a kimért gyantdkra. 120 perc forgatas utdn a mintakat 15
percig centrifugaltuk 5000 rpm fordulatszamon, majd az oldatok tisztajabol 2-2 cm>-t vettiink
Ki a tovabbi vizsgalatokhoz. A mintarészletek pontos higitasaval késziilt oldatok fémion
koncentracioit ICP-MS-sel mértiik meg. A miiszer kalibralasahoz higany(ll) standard oldatot,
illetve a tobbféle fémiont tartalmazo kisérletek esetén egy multielemes standard-et

hasznaltunk, melyek higitasaval kalibracios oldatsorozatokat készitettiink.
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V. Eredmények és targyalasuk

V.1. Egyensulyi mérések a higany(IT) — Ac-DCSSCY-NH, (DY) rendszerben
Vizsgalatainkat a szabad peptid (de)protonalodasi allanddinak meghatarozasaval
kezdtik. A DY ligandum négy deprotondlodo csoporttal rendelkezik, a savas karakterti Asp
egység mellett 2 bazikus Cys aminosavat és egy erésebben bazikus Tyr-t tartalmaz a
molekula. A meghatarozott protonalodasi allandokat, illetve a peptid pKs értékeit az 1.

tablazat tartalmazza.

1. tablazat: A ligandum protonalodasi allandodinak, illetve higany(IT) komplexek képz6dési allanddinak

logaritmusa az utolso tizedes jegyekre vonatkozé becsiilt hibakkal (I = 0,1 M NaClO,4, T =298 K)

HgL: g8 pPKs MpHgLr 1gB*
HL 10,05(2) 10,05 | HgH:L 53,85#
HL 19,29(2) 9,24 HgHL 49,7(1)
HsL 27,56(2) 8,27 HgL 40,1(1)
HaL 31,36(2) 3,80 HgHsLo 72,7(3)
HgH:L; 64,8(1)
HgHL. 54,8(2)
HgL. 43,6(3)

* A HgH,L részecske becsiilt stabilitasi allanddjanak rogzitésével szamolt adatok.
* Egy rokon ligandum higany(IT) komplexének stabiltasat alapul véve megbecsiilt érték.

A fémkomplexek képzddési allandoéit a higany(Il) — DY arany valtoztatdsaval 6
titralasbol hataroztuk meg. A fémion felesleget tartalmazo rendszer 2,7-es pH-tol széles pH
tartomanyban csapadékos volt, igy ezeket a méréseket nem vettiik figyelembe az értékelés
soran.

A szabad ligandumhoz képest az 1:1 fémion-ligandum Osszetételti rendszerben
jelentds extra lugfogyast tapasztaltunk mar savas koriilmények kozott is. Ez az extra
lugfogyas a ligandumra nézve kb. 2 ekvivalens mennyiségli, igy feltehetéen a két Cys
oldallanci tiolatcsoportjai koordinaléodnak a fémionhoz (9.abra). A ligandum felesleg
jelenlétében mért extra lugfogyas az elsd inflexids pontig egy ekvivalens a ligandumra nézve.
Ez, a spektroszkopiai vizsgalatokkal egyiitt azt sugallja, hogy a ligandum ~50 %-a kotott, mig
a maradék 50 % szabad formaban van az oldatban. Semleges pH felett azonban a titralasi
gorbén egy karakterisztikus masodik 1épcso figyelheté meg, amelyet sem a szabad ligandum
esetében, sem 1:1 aranynal nem tapasztaltunk (9.abra). Ennek alapjan pH ~ 7 felett bisz-

komplexek jelenlétét feltételezziik.
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9. abra: A szabad ligandum és a Hg(II) : DY kiilonb6z6 aranyt rendszerek normalt titralasi gorbéi

(1 =0,1M NaClO,, T = 298 K)

A higany(ll)-ionokat tartalmazé oldatok titralasait legjobban leird modellt, és a
meghatarozott komplexek képzddési allandoit (1gf) az 1. tdblazat mutatja. Meg kell jegyezni,
hogy a higany(Il)ionoknak a peptidhez valo rendkiviil jelentds affinitdsa miatt mar egészen
savas koriilmények kozott is a fémion teljes mennyisége komplexalt formaban van jelen (lasd
lentebb). Emiatt, kizardlag a titralasi adatokbdl, a stabilitasi allandok meghatarozasa nem
lehetséges. JO kozelitésre ad azonban lehetdséget egy CXXC szekvencidt tartalmazo
tetrapeptid — higany(ll) rendszerben az ML 6sszetételii torzskomplexre meghatarozot allando
(I9BHgL = 40,0, melyet, mint kozelitd értéket, a higany(ll) — DY rendszerre elfogadva meg
tudtuk becsiilni a modelliinkben szerepld legsavasabb koriilmények mellett képz6ddé mono-
komplex képzodési allandojat. Ezt az értéket a titralasi adatok illesztése soran rogzitve (azaz
nem valtozd paraméterként alkalmazva) a tobbi részecske becsiilt képzddési allandoja is
kiszdmolhat6. Hangstlyozni kell, hogy az ilyen moddon meghatirozott termodinamikai
képzddési allandok csak durva kozelitések, azonban az egyes komplexek egymasba valo
atalakuléasat jellemzd pK értékek pontosan adatokként elfogadhatok.

Az ilyen modon kiszamolt 1gf értékek felhaszndlaséval eloszlasgorbéket tudunk

szerkeszteni, melyek a fentebb leirtak értelmében helyesnek tekinthetdk.
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10. abra: A Hg(Il) : DY 1:1 aranyt rendszer eloszlasgorbéi
(coy = 0,001 M, 1 =0,1M NaClO,, T = 298K)

Az ligandumhoz képest egy ekvivalensnyi fémiont tartalmazé rendszerben latjuk,
hogy a higany(ll)ionok alacsony pH-n azonnal kétédnek a ligandumhoz (10.abra). pH ~ 4
koriil az Asp karboxil csoportjanak deprotonalddasara jellemzé pH-tartomanyban a HgH,L
komplex HgHL részecskévé alakul, s a folyamat soran feltehet6leg az emlitett Asp aminosav
oldallanca deprotonalddik. 9-es pH felett egy tovabbi folyamat, valosziniisithetden a tirozin
oldallancanak deprotonalodasa révén képzédik a HgL komplex. A ciszteinek tiolcsoportjainak
deprotonaldodasat nem tudjuk kovetni a rendszerben, ezért feltehetden mind a kettd
koordinalédik a fémionhoz.

Ligandum felesleg jelenlétében pH ~ 6-ig az 1:1 Osszetételli rendszerrel megegyezd
komplexek képzddnek (11.4abra). Titralasi adatsoraink megfeleld illesztéséhez pH ~ 6 folott
azonban mar bisz-komplexek kialakulasat kell feltételezniink. A HgHslL, komplexbdl kevés
van jelen, Osszetétele alapjan egy egyfoguként és egy kétfoguként kotddd ligandumot
tartalmazhat, melyben a higany(ll)ion egy {HQgSs} tipusi trigonalis koordinacios
kornyezetben helyezkedhet el. A részecske egy pK = 7,9-es értékkel jellemezhetd
folyamatban a HgH,L, 0Osszetételi, joval dominansabb részecskévé alakul. A HgHL,
komplexben feltehetéleg mar csak a ligandumok egy-egy tirozin oldallanca protonalt.
Azonban nem donthetd el egyértelmtien, hogy ebben a komplexben mind a négy Cys-tiolat
koordinalodik-e a higany(Il)ionhoz, vagy tovabbra is csak harom, egy pedig szabadon van,
ugyanis az emlitett pK-érték meglehetésen hasonld, mint a szabad ligandum ciszteinjeinek

deprotondlodasat jellemzoé allandok (lasd 1. tablazat). Lugos pH-tartomédnyban teljesen
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deprotonalddott torzskomplexek valnak uralkodova (HgL, Hgl,). Ezek megkiilonboztetése
meglehetésen nehézkes 11-es pH kortil, igy a mono- és a bisz-komplexek PSEQUAD altal

szamolt aranyaban nem lehetiink biztosak.

1,0 4
HgHL
HgH,L
0,8 A
HgH,L,
0,6 - HgL
E HgHL,
0.4 |
02 | HgH;L, Hal-.
0‘0 T T T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

11. abra: A Hg(Il) : DY 0,5:1 aranyt rendszer eloszlasgorbéi
(coy = 0,001 M, 1=0,1 M NaCIO,, T = 298K)

Fontos megallapitani, hogy a szabad ligandum Asp-karboxilcsoportjara és a Tyr
egység fenolos OH-csoportjara jellemzd pK értékekhez hasonld deprotonalodasi allandok az
egyes mono- illetve bisz-komplexekre is jellemzoek, és ezek csak kis mértékben tolodtak el a
szabad ligandum pK-ihoz képest, igy ezek a csoportok valdsziniileg nem vesznek részt a

higany(Il)-koordinacioban, sem 1:1 sem 0,5:1 fémion-ligandum aranynal.

V.2. A higany(l1) — DY kélcsonhatas tanulmanyozasa UV-spektroszkopiaval

A higany(ll) : DY rendszer pH-fiiggé UV-spektrumait harom kiilonb6z6: 0,5:1, 1:1 és
2:1 fémion : ligandum aranynal is vizsgaltuk 1,7 — 11 pH tartoményban. Emellett felvettiik a
szabad ligandum spektrumait is hasonlé pH-tartomanyban, hogy a spektrumok
Osszehasonlitasaval kovetkeztethessiink a lejatszodod folyamatokra €s a fémion koordinacids

kornyezetére.
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12. abra: A DY peptid pH-figgé UV-spektrumai
(T=298K, cpy=1,0x10"*M, I = 0,1M NaClO,)

A peptid elektrongerjesztési spektrumaban széles pH-tartomanyban (pH ~ 2-6) alig
észlelhetd valtozas (12. abra), azonban 6-0s pH felett a spektrumok alakja szignifikans moédon
megvaltozik. 4 = 240 nm kornyékén az abszorbancia jelentés novekedése figyelheté meg,
illetve magasabb pH-n 295 nm-nél is ndvekedést tapasztalunk az elnyelésben. Ezen atmenetek
megjelenése egyrészt a Két cisztein tiolcsoportjanak (Amax ~ 235 nm),*® masrészt a tirozin

oldallancanak deprotonalddasaval magyarézhaté.[39]

A tiolcsoportok deprotonalodasat
jellemz6 nagy intenzitasu atmenet A ~ 235-240 nm koérnyékén figyelheté meg.*®! A tirozin
oldallanc protonalt formajara egy 270 nm-nél, mig deprotonalt formajara lugos kozegben egy
295 nm-nél megfigyelhetd elnyelési sav jellemz(i.[?’g] Ugyanakkor a tirozin oldallanc
deprotonalodasa 240 nm kornyékén is az abszorbancia szignifikans ndvekedésével jér.[40] A
peptidben 1évé karboxilcsoport, illetve annak deprotonalt formaja az UV-tartomanyban nem
eredményez Iényeges elnyelést, igy nem latszik a spektrumon.

A 0,5 : 1 fémion:ligandum aranyu sorozatban sem tapasztalunk eltérést az alacsonyabb
pH tartomanyban felvett spektrumok kozott, azonban a mért intenzitasok mar 2-es pH-n is
nagyobbak, mint a szabad ligandum esetében (13. abra), ami arra utal, hogy a ligandum,
legalabbis részben koordinalddik a fémionhoz. A szabad ligandumhoz képest megnovekedett
abszorbancia a -S-Hg* toltésatviteli savhoz rendelhetd. A savas pH-tartomanyban
valtozatlan spektrumok azt jelzik, hogy nem jatszodik le olyan folyamat a rendszerben, ami

befolyasolna a fémion koordinaciés moédjat. pH ~ 7 felett azonban markans abszorbancia-

novekedést tapasztalunk A ~ 240 nm kornyékén €s a A ~ 260 — 300 nm tartomanyban is. Ezt
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magyarazhatnank a szabad ligandum spektrumaban is észlelt tirozin és tiol-csoportok
deprotonalodasanak hatasaval, azonban a szabad ligandum esetében a spektrum alakja 280 nm

kornyékén nem valtozik a pH-val (13.4bra).

T

220 240 260 280 300 320
A/ nm

13. abra: Hg(Il) : DY 0,5 : 1 aranyt rendszer pH-fiiggé UV-spektrumai
(T=298 K, cpy = 1,0x10* M, 1 = 0,1 M NaClO,)
2,0 ~
1,6
1,4 -
1,2

0,6

0,2

D,O T T - T - T
220 240 260 280 300 320
Al nm
14. abra: Hg(I) : DY 1 : 1 arany rendszer pH-fiiggé UV-spektrumai

(T =298 K, Coy = 1,0x<10* M, 1 = 0,1 M NaClO,)

A ligandumhoz képest egy ekvivalens higanyt(ll)-t tartalmaz6é minta spektrumaban

még magasabb intenzitasrol indulunk (14. abra), mint az el6z6 esetekben, azaz a fentebb
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emlitett toltésatviteli sav intenzitasa a tobb koordinalddott fémion miatt nagyobb. 8,5-es pH-
ig a spektrumok alakja kozel azonos, a pH tovabbi ndvelése azonban A ~ 240 és 295 nm
kornyékén a mért abszorbancia ndvekedését eredményezi. Eltérden a szabad ligandumnal
tapasztaltaktol, ahol mar pH ~ 7-t61 megfigyelhet6 a tiolcsoportok deprotonalodasat kisérd
UV-clnyelés novekedése 240 nm kornyékén, a Hg(II):DY 1:1 rendszerben csak pH 9 felett
kezd néni az abszorbancia mind 240, mind 295 nm-nél. Erdemes megfigyelni, hogy a
spektrumok intenzitasa ~ 275 nm-nél gyakorlatilag valtozatlan. Mivel a tiolatok
deprotondlodasa mar a titralas kezdetén megtortént, és a szabad ligandumhoz hasonldéan 275
nm-nél nincs valtozas a spektrum alakjaban (14. abra), a tapasztalt valtozasok a — nagy

valosziniiséggel nem-koordinalodo — tirozin oldalldnc deprotonalédasdhoz rendelhetdk.

2,0
1,8 -
™
16 e Hg(ll):DY=0:1 u
’ 2
1,4 mHg(ll):DY=0,5:1
[
1,2 Hg(ll):DY=1:1 ¢
A 110 B e
0,8 - ]
06 e
04 - .
He ¢
0,2 [ EE [ | = =
° e o ° .
0,0 T T
1,60 2,60 3,60 4,60 5,60 6,60 7,60 8,60 9,60 10,60
pH

15. abra: A Hg(ll) : DY rendszerben kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyoknal mért abszorbancia értékek a pH
fliggvényében 240 nm-en (T = 298 K, cpy ~ 1x10*M, I = 0,1 M NaClO,)

A 0,5 : 1 fémion:ligandum aranyu rendszerben felvett spektrumok 7-es pH-ig a szabad
ligandumra és az 1 : 1 Osszetételi rendszerre jellemzO spektrumok atlagai (15. é&bra).
Semleges pH f616tt azonban a ligandum-felesleg jelenlétében mért spektrumok alakja teljesen

eltér a masik két rendszerben mérttdl (16-17. abrak).
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16. abra: A Hg(ll) : DY rendszerben kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyoknal mért abszorbancia értékek a pH
fliggvényében 295 nm-en (T = 298 K, cpy ~ 1x10*M, 1=0,1 M NaClO,)

0,8
0,7 L -
e Hg(ll):DY=0:1 " ol
0,6 1  mHg(l):DY=05:1 u
0,5 - Hg(ll):DY=1:1
A ]
0,4 -
0,3 u
0,2 - a
H mm, s ° " W O e
0,1 ; : : :
1,60 260 360 460 560 660 760 860 960 10,60
pH

17. abra: A Hg(ll) : DY rendszerben kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyoknal mért abszorbancia értékek a pH

fiiggvényében 275 nm-en (T = 298 K, oy ~ 1x10*M, 1 = 0,1 M NaCIOy)

A {HgS,} tipust koordinaciora jellemzé toltésatviteli sdv maximum irodalmi adatok
alapjan 220 nm kornyékén jellemzé.[37‘40] Ezt az atmenetet mar pH ~ 2-nél is megfigyelhetjiik
a fémion tartalmt spektrumainkon (13-14. abrak), igy arra kovetkeztetiink, hogy a {HgS,}
koordinacioju komplexek mar ilyen alacsony pH-n kialakulnak. Ugyancsak referenciak
alapjan tobb tiolatcsoport koordinalodasa a fémionhoz kisebb energidjui atmenetet

eredményez, a trigonalis komplex toltésatviteli savja A ~ 240-250 nm-nél [35.41] (15. abra), mig
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a (torzult) tetraéderes higany(l1)-komplexekre jellemz sav A ~ 285 nm-en jelentkezik.[*24% A
higany(ll) : DY 0,5:1 rendszerben 275-280 nm koriili elnyelési maximum hely egyértelmiien
jelzi egy masodik ligandum koordinacidjat (13. és 17. abrak), amelyben jellemzdéen négy
tiolat csoport koordinalédhat a fémionhoz torzult tetraéderes geometriat kialakitva. A pH 10
felett tapasztalt enyhe vords eltolodas (13. abra) a nem-koordinalodo tirozin oldallancok
deprotonaldodasanak kovetkezménye. A {HQS,} koordinacios szféraju mono-, illetve a
{HgS,} tipusu bisz-komplexekre jellemzé toltésatviteli savok (Amax ~ 220 nm és Amax ~ 280
nm) még jobban szemléltethetok kiilonbségi spektrumokkal. Ezeket ugy nyerhetjiik, hogy a
higany(Il) : DY 1:1 illetve 0,5:1 Osszetételi rendszerekben adott pH-n mért spektrumokbdl
Kivonjuk a szabad ligandum azonos koriilmények mellett felvett spektrumat (18. abra), és

ezzel eltavolitjuk a kizaroélag a ligandumra jellemz6 atmeneteket.

—Hg(ll)-DY=0,5:1,pH=9,5
12 a(in p

----- Hg(ll)-DY = 1:1, pH=6,0
1,0 -

0,8 A

AA

0,0 T T T T T T
200 225 250 275 0] 325 350

Alnm

18. abra: Kiilonbségi spektrumok a Hg(Il) : DY 1:1 és 0,5:1 dsszetételli rendszerekben. A fémion-tartalmu
mintak spektrumaibol a szabad ligandum azonos pH-n mért spektrumait vontuk ki.

(T =298 K, Coy ~ 1x10“M, 1 = 0,1 M NaClO,)

V.3. A higany(I1) - DY kélcsénhatas tanulméanyozasa "H NMR-spektroszképiaval

A fémion-peptid kolcsonhatast magneses magrezonancia-spektroszkopiaval s
tanulmanyoztuk. A fémiont nem tartalmazo mintaban (21-22. abrak), illetve a Hg(ll) : DY
0,5:1 és 1:1 aranyu rendszerekben "H-NMR spektrumok pH-fiiggd sorozatat vettiik fel (lasd
F1-4. abrak). A mérések kivitelezéséhez alkalmazott vizelnyomas (presat) kovetkeztében az
egyes aminosavak H,O/HDO maradék jelhez kozel es6 CH, rezonanciait nem tudtuk

megfelelden detektalni, igy ezeket nem hasznaltuk kovetkeztetéseink levonasahoz.
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19. abra: A DY peptid *H-NMR spektruméanak kivalasztott tartomanya pH~5,7
(T=298 K, coy ~ 1,010 M, 10/90 V/V% D,0/H,0)

8Tyr-Ce,H
8Tyr-C,H
6Tyr-CgyH M
5Tyr-CsH
25Cys-NH,
34Ser-NH
1Asp-NH, 6Tyr-CO-NH,
6Tyr-NH l
T v T 1 T T T T [ T T Tt T [ T T T T [ Tt Tttt
8,5 8,0 7,5 7,0

d/ppm
20. abra: A DY peptid ‘H-NMR spektrumanak kivélasztott tartomanya pH~5,7
(T =298 K, cpy ~ 1,0x10° M, 10/90 V/V% D,0/H,0)

A peptid deprotonalddasi folyamatai 'H-NMR spektroszkopiaval kivaloan kovethetok,
amihez az aszparaginsav, a két cisztein és a tirozin oldallancok CgH, protonjainak jelei adjak
a legtobb informaciot (19-20. abrak). Ebbdl a szempontbol a tirozin hidroxifenil-csoportja
protonjainak aromas tartomanyban megjelend rezonanciai is hasznosak lehetnek. Savas pH-
tartomanyban az aszparaginsav CgH, protonjainak jelei a pH ndvelésével parhuzamosan
eltolodnak a kisebb ppm értékek felé a deprotonalédasuk hatasara (21. abra). Bazikus pH-
tartomanyban a ciszteinek és tirozin oldallanci —SH, illetve —OH csoportjai deprotonalédnak,

amelynek eredménye a megfelelé CgH, proton-rezonanciak ¢és a tirozin CsH és C;H jeleinek
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eltolodasa ugyancsak a nagyobb terek felé (21-22. abrak). Meg kell jegyezni, hogy az emlitett
protonok kémiai eltolodésait valamelyest befolyasolhatja a szomszédos aminosavak oldallanci
funkcioscsoportjainak protonaltsagi allapota is.

pH

10,5 MM’LMMMA_
9,5 MM MMMh

R Y . A oM Mo
7.5 MM WK«A_
6.6 W\kﬁhyj U LMULAJN oMo
5.7
5.0 M MMMM__
4,1

: a1

37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25
5 [ ppm

21. abra: A DY peptid pH-fiiggé *H-NMR spektrumainak “alifas” tartomanya
(T=298 K, cpy ~ 1,010 M, 10/90 V/V% D,0/H,0)

pH
10,5 " ML \ JL

- -

8,5 | é,zlﬁl ‘8,‘0 - ‘7,‘75 I I7,|5 o ?,25 I IT,IO o IG.%5I .
J [ ppm
22. abra: A DY peptid pH-fiiggé *H-NMR spektrumainak “aromas” tartoméanya

(T =298 K, Coy ~ 1,0x10"*M, 10/90 V/V% D,0/H,0)
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A fémiont is tartalmaz6 rendszerekben 0,5:1, illetve 1:1 fémion:ligandum aranyok
mellett felvett pH-fiiggd "H-NMR spektrum sorozatokat az F1-F4. abrakon (Fiiggelék)
mutatjuk be. A spektrumok értelmezése, és a sziikséges informacio kinyerése azonban
konnyebb, ha nem ezeket elemezziik, hanem kivalasztott pH-értékeknél hasonlitjuk Ossze a
kiilonb6z6 fémion : ligandum arany mintak NMR spektrumait a szabad liganduméval. Mar
2-es pH-n megfigyelhetd, hogy a fémion jelenlétében mért spektrumok szignifikansan
eltérnek a szabad ligandumétol (akar a 0,5:1, akar az 1:1 aranyt elemezziik) (23. abra). Ezzel
szemben a tirozin aminosavhoz rendelhetd rezonanciakat egy enyhe kiszélesedésen kiviil nem
befolyasolja a fémion jelenléte. A ciszteinek CgH, protonjainak rezonanciai 1:1 arany mellett
mar egyaltalan nem figyelhetdk meg o ~ 2,8 — 3,0 ppm ko6zott, azonban nagyobb kémiai
eltolédasokkal (~ 3,2 — 3,7 ppm kozott) 1), széles jelek fejlodnek ki. Ezeket egyértelmiien a
fémionhoz kotott cisztein-tiolatok CgHy protonjaihoz rendelhetjiik. A 0,5:1 Hg(II):DY arany
esetén mért spektrumon a szabad és kotott CgHo-rezonancidk egyszerre lathatok, ami a
ligandum (kdzepesen) lassu cseréjére utal a két allapot kozott. Hasonlo jelenséget korabban
mar tobb izben megfigyelt kutatécsoportunk két ciszteint tartalmazé oligopeptidek

higany(II)ionokkal val6 kolcsonhatasanak Vizsgélatakor.[?’l’?’z]

25Cys-CgH, (kotott)
Hg(ll):DY A
Wwv\uj\/

0,5:1

0:1

v

37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25
d/ppm

23. dbra: : A DY 'H-NMR spektrumanak részletei a Hg(I1)-DY arany fiiggvényében, pH ~ 2,0
(T=298 K, coy ~ 1,0x10°> M, 10/90 V/V% D,0/H,0)

pH ~ 5,7-n¢l egy részletesebb spektrumsorozatot vettiink fel a fém-ligandum arany

valtoztatasaval (24. abra). A pH-t alland6 értéken tartva fokozatosan adagoltuk a peptidhez a
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Hg(ClO,),-oldatot. Az aszparaginsav és a tirozin aminosavak jelei enyhén kiszélesednek, de a
legnagyobb valtozast a higany(ll)ionok adagolasanak hatasara a ciszteinek jelein lathatjuk. A
szabad ligandumra jellemz6 jelek fokozatosan eltiinnek, és nagyobb ppm értékeknél Gj jelek
fejlédnek ki. Ez, a korabbiakhoz hasonloan, azt sugallja, hogy lasst/kozepesen lassu cserében
1évo részecskék vannak jelenen a rendszerben. Ugyanakkor a kotott cisztein egységekben a
fémion kozelében 1évé protonok rezonancia jeleinek szelektiv kiszélesedését figyelhetjiik

meg.

25Cys-CgH, (kBtott)

0,65:1

0,33:1 l'
25Cys-CgH, (szabad) l

0:1 A

37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25
8 /ppm

24. abra: : A DY "H-NMR spektrumanak részlete a Hg(11)-DY arany fiiggvényében, pH ~ 5,7
(T=298 K, cpy ~ 1,010 M, 10/90 V/V% D,0/H,0)

Lugos pH tartomanyban tobb kivalasztott pH-n is Gsszevetettiik a spektrumokat (pH ~
8,5, 9,5 és 10,5) (25. abra és F5-6. abrak), hiszen ebben a pH-tartomanyban feltételezziik bisz-
komplexek képzodését. Az UV-vizsgalatainkkal 0Osszhangban a ligandum felesleget
tartalmazo minta spektrumai nem irhatok le a szabad €s kotott forma jeleinek keverékeként.
Ezt elvileg magyarazhatjuk azzal, hogy a cseresebesség nd abban a pH-tartomanyban, ahol a
szabad ciszteinek deprotonalodnak. Ezt tapasztalta csoportunk néhany korabban vizsgalt 12-
taghh peptid higany(Il) koordinacidjanak NMR-vizsgalatakor is.34 A masik lehetséges
magyarazat, hogy bisz-komplexek vannak jelen a rendszerben. Az a tény, hogy a 0,5:1
Hg(ll):DY rendszerben nem csak 1:1 sszetételti komplex(ek) €s a szabad ligandum van jelen

a -CHs véddcsoport rezonanciain latszik a legegyértelmiibben. Ugyanis a véd6csoporthoz
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tartozo szingulet nem a szabad peptid, illetve a monokomplexben kotott ligandum jeleihez
tartozd kémiai eltolodas értékek kozott, hanem mindketténél alacsonyabb ppm értéknél
jelenik meg (lasd a 25. abra jobb oldalan). Ez ugyan nem jelzi azt, hogy csak bisz-komplex
van jelen a rendszerben ligandum felesleg esetén, de azt egyértelmiien mutatja, hogy
képzddnek ilyen részecskék szignifikans mennyiségben. Figyelembe kell venni, hogy a
cseresebesség is valtozik a pH ndvelésével, ami szintén befolyasolhatja a rezonancidkat. A
ligandum felesleg jelenlétében mért spektrumon az aszparaginsav jelei is kisebb ppm értékek
felé tolodtak el a szabad ligandum és az 1:1 rendszer azonos jeleihez képest. A felgyorsult

cseresebesség miatt a ciszteinek CgH,-rezonanciai kiatlagolt jelek.

25Cys-CyH, (kbtbtt)

Hg(I):DY Hg(ll):DY

I
( \
11 L

9.5:1 e MMMU\NL
0,5:1
1 s St 0:1 I\,
37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 215 205 195  1.85
8 /ppm & | ppm

25. abra: A DY "H-NMR spektrumanak részletei a Hg(11)-DY arany fiiggvényében, pH ~ 9,5
(T=298 K, cpy ~ 1,010 M, 10/90 V/V% D,0/H,0)

A Hg(II):DY 1:1 rendszerben a kotott ligandum aszparaginsav karboxil-csoportjanak
¢s a tirozin —OH csoportjanak deprotonaloddsa ugyanolyan pH-tartomanyban figyelhetd, meg
mint a szabad ligandum esetén (F3. abra). Tehat a 'H-NMR spektrumok is azt bizonyitjak,
hogy ezek a csoportok nem koordinalédnak a fémionhoz. A felvett spektrumsorozaton széles
cisztein CgHy-rezonancidk figyelheték meg, a szabad ligandumhoz képest magasabb ppm
értékeknél, ami a pH novekedésével nem valtozik szignifikansan. Ennek alapjan {HgS,}

koordinacidju komplexek jelenléte feltételezhetd a teljes vizsgalt pH-tartomanyban.
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V.4. Fluorimetrias mérések a higany(ll) — DY rendszerben

A fluorimetrids mérésekkel azt tanulmanyoztuk, hogy a higany(Il)ionok koordinacidja
a ligandumhoz milyen modon befolyasolja annak fluoreszcencidjat, azaz kihasznalhato-e ez a
hatas potencialisan fémion-érzékelésre.

A mérések soran két pH-n vizsgaltuk a Hg(Il) : DY ardny valtozasanak hatdsat a
ligandum fluoreszcencidjara. A DY térzsoldatabol ¢ ~ 30 uM koncentraciéji V = 3,0 cm?
térfogath mintat készitettiink, amelyhez folyamatosan adagoltuk a higany(ll)ionok oldatat,
ugy, hogy a Hg(l11):DY arany 0:1 és 3:1 kozott valtozott. Minden mintanak felvettiik az UV-
spektrumat is, hogy utdlag a fluorimetrias spektrumok intenzitasat a gerjesztési és elnyelési

[45]

hulliamhosszon mért abszorbancidval korrigalni tudjuk. Minden méréssorozatnal

parhuzamos méréseket végeztiink, melyeket atlagoltuk, és ezeket az eredményeket abrazoltuk

illetve értékeltiik ki.

L
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cHg/cDY
26. abra: A DY 307 nm-en mért fluoreszcencias intenzitasa a higany(ll) : DY arany fuggvényében pH = 2,0-nél.
Az inzerten a felvett spektrumsorozat lathato.
(Aex =278 nm, cpy ~ 30 uM, T =298 K, 1 = 0,1 M NaClOy)

Az 2-es pH-n felvett sorozat esetében mind a minta, mind az adagolt fémion oldat pH-
ja azonos volt, és kis ligandum koncentracié miatt a fémion-ligandum kolcsonhatasnak ezen a
pH-n gyakorlatilag nincs mérheté6 pH-effektusa. Igy nem volt sziikség pH-allitasra az egyes
mérések kozott. A higany(I) koordinécidja a tiolcsoportokhoz kvencseli a szomszédos tirozin
aminosav fluoreszcenciajat (26. abra). Azaz, a szabad ligandumhoz higany(ll)ionokat

adagolva a szabad peptidre jellemzd fluoreszcencids intenzitds monoton modon csokken.
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Azonban a Hg(II):DY 1:1 arany elérése utan tovabbi fémion adagolas hatdsara nem csokken
tovabb az intenzitds. Ez 0sszhangban van a kordbbi fejezetekben leirt modszerekkel nyert

eredményekkel, miszerint savas koriilmények kozott egy higany(Il)ion koordinalodik a

ligandumhoz.
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27. abra: A DY 307 nm-en mért fluoreszcencias intenzitasa a higany(Il) : DY arany fiiggvényében pH = 6,0-nal.
Az inzerten a felvett spektrumsorozat lathato.

(Aex =278 nm, cpy ~ 30 uM, T =298 K, 1 = 0,1 M NaClOy)

A 6-0s pH-n végzett kisérletsorozatnal a pH allando értéken tartasat NaOH-oldattal (c
~ 0,01 M) végeztem. Ugyanazt a jelenséget, azaz a fluoreszcencias intenzitds monoton
csokkenését latjuk, mint az alacsonyabb pH esetén (27. abra), ami alatdmasztja, hogy ilyen
koriilmények kozott sincs mas dsszetételi (fémion-ligandum aranyt tekintve) részecske jelen
a rendszerben. A mért intenzitas értékek valamivel alacsonyabbak, mint a 2-es pH-n végzett
kisérletnél, aminek az oka pl. az lehet, hogy a kozeg pH-ja akar a karboxilcsoport

crer

fluoreszcencidjat.
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28. abra: A DY 307 nm-en mért fluoreszcencias intenzitdsa a kadmium(ll) : DY 1:1 rendszerben a higany(ll) :
DY arany fuggvényében pH = 2,0-nél. Az inzerten a felvett spektrumsorozat lathaté.
(Aex = 278 Nm, Cpy ~ 30 uM, T =298 K, I = 0,1 M NaClO,)

A fluoreszcencia Hg(II):DY ardnyt6l wvald fiiggését olyan oldatokban is
tanulmanyoztuk, ahol a minta kezdett6l fogva a ligandummal ekvivalens mennyiségi
kadmium(ll)iont is tartalmazott. A 2-es pH-n végzett kisérletnél ugyanaz lathatd, mint a
kadmium(II)ionok tavollétében (28. abra). Ennek magyarazata feltehetéleg az, hogy ilyen
alacsony pH-n a kadmium(Il)ionok nem kotddnek a peptidhez, igy jelenlétik nem
befolyasolja a higany(II)ionok koordinalodasat. Egyéb két ciszteint tartalmazo oligopeptidek
eseteben a kadmium(Il)ionok még nagyobb alkalmazott koncentraciok mellett is csak
pH~3,5-4 felett koordinalodtak a ligandumokhoz.[44’46] A méréssorozatot 6-0S pH-n is
elvégezve azt tapasztaljuk, hogy a kezdeti fluoreszcencia a savas mintahoz képest
szignifikansan eltéré (29. é&bra). A kadmium(Il) ezen a pH-n nagy valosziniiséggel
koordinalodik a ligandumhoz, azaz ebben az esetben nem egy egyszerlien a higany(Il)ionok
szabad peptidhez vald koordinilodasa torténik, hanem a higany(Il)ionok kiszoritjak a
kadmium(ll)ionokat a Cd(Il)-peptid komplexbdl. A DY:Hg(Il) 1:1 arany elérése utan a
spektrum alakja ugyanolyan, mint az el6z0 harom esetben, azaz nincs jelen tobbmagvu

komplex az oldatban (30. abra).
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29. abra: A DY 307 nm-en mért fluoreszcencias intenzitasa a kadmium(Il) : DY 1:1 rendszerben a higany(ll) :
DY arany fuggvényében pH = 6,0-nal. Az inzerten a felvett spektrumsorozat lathaté.
(Aex = 278 Nm, Cpy ~ 30 uM, T =298 K, I = 0,1 M NaClO,)
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30. abra: A fluoreszcencia valtozasa Hg(II) : DY arany fiiggvényében kadmium(ll)ionok jelen- és tavollétében

307 nm-en két kiilonbdzd pH-n (Coy ~ 30 pM, T =298 K, I = 0,1 M NaClO,)

A Hg(I):DY rendszerben végzett fluoreszcencids mérések megmutattak, hogy a
ligandum potencidlisan alkalmas lehet analitikai alkalmazasra. A higany(II)ionok
koordindlodasa  észlelhetd ¢és jol  koOvethetd valtozast eredményez a  tirozin

fluoreszcencidjaban. A fémion koncentracidjaval ardnyos jel-intenzitds csokkenést

mérhetiink, de csak az 1:1 fémion-ligandum arany eléréséig.
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V.5. DY-NTG rendszer higany(l1)-koté sajatsaganak jellemzése

A DY hexapeptid fémion-megkoto sajatsagait egy hidrofil karakter(i gyantan rogzitett
formaban (DY-NTG) is vizsgaltuk. A DY-NTG rendszer elméleti kapacitasara, peptidenként
1 ekvivalens fémion megkotodését feltételezve, 0,227 mmol/g értéket szamoltunk (tomegre
vonatkoztatva 45,53 mg/g) (lasd IV.7.).

Az immobilzalt peptid Hg(II)-kotd képességét az érintkezési 1dd, az alkalmazott pH
ill. Hg(Il) koncentracié (azaz, a fémion-peptid arany) fiiggvényében tanulmanyoztuk.
Referenciaként elkészitettiink egy olyan hordozot is, amelynek aminocsoportjait acetileztiik,
igy peptidlancot nem tartalmazott (AC-NTG). A mérések tobbségénél alkalmazott savas
koriilmények kozott (pH = 2,0) megvizsgaltuk, hogy az Ac-NTG referencia milyen mértékben
képes csokkenteni a higany(Il)ionokat tartalmazé mintdk fémion-koncentraciojat.
Amennyiben a referencia elméleti fémion-kotd képességének 1 ekvivalens fémiont tekintiink
Ac-NH-csoportonként, akkor ez 0,267 mmol/g (53,56 mg/g) kapacitasnak felel meg. A
kisérletekhez 10,00 cm® térfogata higany(Il)oldatokat hasznaltunk, melyek az acetilezett
aminocsoportok szamahoz viszonyitva 150%-nyi mennyiségii fémiont tartalmaztak. Ot
parhuzamos mérés alapjan az Ac-NTG ezen mintakbodl a mérések hibahatarat mar meghalado
mennyiségii higany(Il)iont ko6tott meg, amelybdl a referencia kapacitasara 0,0354 mmol/g
(7,10 mg/g) érték szamolhatd, amely a fenti elméleti kapacitas ~13 %-a. A meghatarozott
kapacitas érték alapjan feltételezhetd, hogy kis mennyiségili higany(Il)ion valamilyen gyenge
kolcsonhatassal képes kotddni a polimer matrixhoz, pl. a PEG lancokhoz, ez a kdlcsonhatas
azonban nagy valoszinliséggel nem jatszik szerepet a DY peptiddel funkcionalizalt gyanta
higany(I1)-kotésében.

A DY-NTG-vel végzett kisérletsorozatok esetében rendszerint két parhuzamos mérést
végeztiink, a mérési pontok kozotti eltérés pedig minden esetben < 10%. Ez aldl kivétel a
higany(Il)-kotés pH-fiiggésének vizsgalata, ahol a pH = 2,0-nél nyert adat alapjan nem lett
volna értelme tobb gyantat elhasznalni a kisérletekhez.

Az immobilizalt peptid Hg(I1)-k6tésének részletesebb tanulméanyozéasahoz sziikségiink
volt a megfeleld kontaktidé6 meghatarozasara, ami adott koriilmények mellett a maximalis
higany(11)-megkétés eléréséhez sziikséges idét jelenti. Ehhez ~10,0 mg gyantara 10,0 cm® 2-
modon allitottuk be, hogy a mintdkban levé Hg(Il) anyagmennyisége az elméleti fémion-kito
kapacitasra vonatkoztatva 150%, 200% ill. 300% legyen (150%: c = 3,405%10 M). A
fémion feleslegre azért volt sziikség, hogy a vizsgalt oldatok az érintkeztetés utan is jol

mérhetd koncentracioban tartalmazzanak higany(Il)-ionokat. A kimért gyanta adagokat 15,
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30, 45, 60, 120, 180 ¢és 300 percig érintkeztettiik a fémionok oldataival. Az elméleti
kapacitashoz képest 33, 66 és 100%-nak megfeleld higany(Il) koncentracié jelenlétében is
végeztiink kisérleteket 60 és 120 perc varakozasi idoket alkalmazva. Az ICP-MS mérésekkel
visszamért Hg(II) koncentraciok elemzésével megallapitottuk, hogy 1:1 fémion : ligandum

aranyig 60 perc utdn mar nem valtozik a mintdkban marad6 Hg(II) mennyisége

rogzitett peptidhez viszonyitott fémion-felesleg esetén azonban 120 perc sziikséges, hogy az
adott koncentraciora (fémion-peptid aranyra) jellemzé Hg(II)-megkotédést elérjiik. Igy a

tovabbi kisérleteknél 120 perc kontaktidét alkalmaztunk.
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31. abra: A pH valtoztatasanak hatasa a megkotott Hg(l1) anyagmennyiségére
(M(DY-NTG) = 10,0 mg, Crgqpy = 2,27x10* M, V = 10,0 cm®)

A pH-fiiggd oldatsorozat elkészitésekor az eddigi protokollt kdvetve 10,0 mg gyantat
és 10,0 cm® HgCl, oldatot hasznaltunk egy-egy minta Osszeallitasahoz. A mintak az elméleti
kapacitds (0,227 mmol/g) 100%-anak megfelelé koncentracioban (2,270x10* M)
tartalmaztak fémiont. Az oldatok pH-it 1,0 — 6,0 kozott valtoztattuk. A higany(Il)ionok mar
egészen savas pH-n (pH = 1; 2,0) képesek megkdtddni az immobilizalt peptiden (31. abra),
ahogy ezt az oldatban végzett vizsgalatoknal is tapasztaltuk, s a mért értékek a pH
novelésével sem valtoznak. Ez nem meglepd, hiszen az egyes oldatok ICP-MS-sel visszamért
koncentracioi alapjan a DY-NTG a bemért Hg(Il)-mennyiség > 95 %-at képes megkdtni,
amennyiben a fémiont 1 ekvivalenst nem meghaladé mennyiségben adagoljuk (Ngg(mkotste ~

2,08x10~° mmol/10mg gyanta; Nigaiy bemert ~ 2,15%10~> mmol/10mg gyanta) (31. 4bra).
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A higany(II) koncentraci6 hatasanak vizsgéalatakor is pH = 2,0-n végeztiik a méréseket
Hg(ll) : DY-NTG 1 : 3 és 3 : 1 aranyok kozott, melyeket a gyanta elméleti kapacitasara
(0,227 mmol/g) vonatkoztatva hataroztunk meg.

Az ICP-MS mérések eredményeit abrazolva megfigyelhetd, hogy a kiindulasi fémion
koncentraci6o fiiggvényében a megkotott higany(Il) anyagmennyisége egy telitési jellegii
gorbét ad (32. abra). Erdemes azt is észrevenni, hogy az egy ekvivalensnek megfeleld fémion
mennyiségig (~2,2x10~2 mmol/10ml) a pontokra meglehetdsen jo illeszkedéssel az origdbol
kiindul6 egyenest illeszthetnénk. (A kis szam(i mérési pont miatt ezeket az egyeneseket nem
jeloltiik az abran.) Azaz, ~1 : 1 Hg(ll) : DY-NTG aranyig a rogzitett peptid a mintak Hg(II)-
tartalmanak ~95 %-at megkoti, ami 0,207 mmol/g (41,63 mg/g) kapacitast jelent. A fémion
koncentraciot novelve, azaz a bemért DY-NTG peptid tartalméhoz viszonyitott Hg(II)-
felesleg jelenlétében a megkotott fémion anyagmennyisége tovabb nd, azonban a gorbe
telitésbe hajlik. Ez tovabbi, kisebb affinitast kotdhelyek jelenlétét feltételezi a DY-NTG-n.
Oldatbeli vizsgalataink eredményei azt mutattak, hogy a ligandum nem képes egynél tobb
fémion koordinalasara, azaz a DY-NTG esetében a mdasodik fémion megkdtddése
egyértelmilen a peptid rogzitésébdl, ill. a rogzitett molekuldk kozelségébdl fakadd uj
tulajdonsag. Erdemes azt is megjegyezni, hogy a masodik fémion feltehetdleg nehezebben
megkozelithetd koordinaciés helyre kotddik, vagy a koordinacidja kinetikailag lasst
szerkezetvaltozas révén jatszodik le. Erre utal ugyanis az a tény, hogy 1:1 Hg(Il):DY-NTG
arany felett az egyensuly eléréséhez tobb iddre van sziikség, mint kisebb koncentracioknal.
Az eredmények egyértelmiien azt tiikrozik, hogy a DY-NTG képes a higany(ll)ionok
hatékony megkotésére mar egészen savas koriilmények kozott is, és az elméleti kapacitasnal
kisebb mennyiségli fémiont tartalmazé mintakbdl a fémion-megkotés linedrisan novekszik az

alkalmazott koncentracioval.
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32. abra: A higany(II) koncentracid valtoztatasanak hatasa a megkotott fémion anyagmennyiségére. A fekete és

bord6 szimbolumok két parhuzamos méréssorozat mérési pontjai.

(M(DY-NTG) = 10,0 mg, pH ~ 2,0, V = 10,0 cm®)

Kivancsiak voltunk arra is, hogy kiillonb6z6 fémionokat egyzerre tartalmazé oldat
alkalmazasaval milyen mértékii fémion-szelektivitast mutat a gyanta. Az alkalmazott oldatok
négy fémiont (Hg?*, Cd?*, Ni**, Zn?*) tartalmaztak. A méréssorozatok soran az oldatok pH-it
~ 6-ra allitottuk MES puffer segitségével, hiszen a kutatdocsoportunkban kordbban végzett
vizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy a higany(l1)-vel ellentétben a tobbi fémion nem képes
nagyon savas kozegben a peptidhez koordinalodni. A fémionokat a gyanta elméleti
kapacitasahoz viszonyitva kozel azonos, mindegyik fémionra nézve egy ekvivalensnyi, illetve
két ekvivalensnyi koncentracioban alkalmaztuk.

Az eredményeket értékelve megallapithato, hogy ha a DY-NTG-hez képest a minta 1-
1 ekvivalens mennyiségben tartalmazza a négy fémiont, a higany(II)-tartalom tobb, mint 90
%-a megkotddik (33.abra). Emellett azonban csak a kadmium(Il)ionok kis mennyisége (~24
%-a) képes koordinalodni az immobilizalt ligandumhoz, a masik két fémion koncentracidja
gyakorlatilag valtozatlan marad a vizsgalt mintdkban. A jelenség hasonld a peptidhez képest
feleslegben higany(Il)iont tartalmazé mintdkndl tapasztaltakhoz (lasd 32. abra), hiszen az
immobilizalt peptid ebben az esetben is képes egy ekvivalensnél tobb fémion megkdtésére.
Csoportunkban ~ korabban  mar  tanulmanyoztdk a  DY-NTG  kolcsonhatasat
kadmium(Il)ionokkal és megallapitottak, hogy két ekvivalens fémion megkotddése is
lehetséges fémion felesleg alkalmazasakor.*1 A négy fémionbdl két-két ekvivalensnyi
mennyiséget tartalmazo oldatokban a Ni(IT) és a Zn(II) mellett a Cd(Il) koncentracié sem

valtozik a gyantaval valo érintkeztetés soran, azonban Hg(I1)-bél, dsszhangban a koncentracid
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fliggésnél tapasztaltakkal, tobb mint egy ekvivalens képes kotddni az immobilizalt

ligandumhoz.

3,0E-03 +

2,5E-03 ~

2,0E-03 ~

1,5E-03

1,0E-03 1

Nuankstse (MMol/10mg)

5,0E-04 -

0,0E+00
2,270E-04

4,540E-04

Nuano (MmMol/10ml)

= Zn(ll)
m Cd(ll)
| Hg(I)
® Ni(Il)

33. abra: A megkotott Hg(l)-, Cd(11)-, Ni(ll)-, Zn(11)- anyagmennyiség az alkalmazott fémionok

cres

(M(DY-NTG) = 10,0 mg, pH = 6,0, ¢;=2,27x10* M, ¢,=4,54x10™* M)
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V. Osszefoglalas

Diakkori munkamban az  Ac-Asp-Cys-Ser-Ser-Cys-Tyr-NH, (DY) peptid
higany(Il)ionokkal vald kdlcsonhatasat tanulmanyoztuk vizes oldatban. Eredményeim Szerint
kiemelked6 stabilitasi monokomplexek mar savas pH-tartomanyban képzddnek. Bazikus
koriilmények kozott ligandum felesleg jelenlétében bisz-komplexek alakulnak ki, s a
dominans részecskében a két ligandum {HgS,4} tipust koordinacioval, (torzult) tetraéderes
geometriat kialakitva kotédik a fémionhoz. Fluorimetrias vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a
fémion kotédése 1:1 fémion : ligandum aranyig jelentés mértékben kioltja a ligandum tirozin
aminosavjanak fluoreszcencidjat, mely érték felett az intenzitas tovabb mar nem valtozik
szamottevéen. Noha a fluoreszcencia-er6sités potencialis analitikai alkalmazas szempontjabol
kedvezdbb lenne, a megfigyelt koncentracio-aranyos fluoreszcencia csokkenés is alkalmassa
teheti a rendszert higany(Il)ionok detektalasara. Kedvezd, hogy a kioltas Hg(ll) adagolasanak
hatasara akkor is hasonld6 modon megtorténik, ha az oldat a peptidre nézve ekvivalens
mennyiségii kadmium(Il)iont is tartalmaz. Ez Cd(I)—Hg(II) cserére utal a ligandumon. A
gyanta hordozon rogzitett peptid mar 2-es pH-n is hatékonyan képes megkdtni a
higany(ll)ionokat, s ez a megko6tddés 1:1 Hg(I1):DY aranyig linearis trended kovet. A Hg(II)
mellett tovabbi harom fémiont (Cd(II), Ni(Il) és Zn(II)) tartalmaz6 oldatokbol is kizardlag a
Hg(Il) képes koordinalodni az immobilizat peptidhez, amennyiben a gyanta elméleti
kapacitasahoz képest a Hg(Il) feleslegben van. Egy-egy ekvivalensnyi fémiont tartalmazé
oldatokbol a Hg(II) mellett kis mennyiségben a Cd(II) is képes megkotddni.

A rendszer potencialis fémion érzékel6ként vald alkalmazasanak szempontjabol
kedvezdtlennek tlinik az oldatbeli vizsgalatoknal tapasztalt bisz-komplex képzddés, illetve a
masodik ekvivalens fémion koordinalodasa az immobilizalt peptidhez. Mivel a bisz-komplex
képzddés csak semleges pH felett jellemzd, igy a jelenség a pH helyes megvalasztasaval
kikiiszobolhetd. A peptid érzékeloként vald alkalmazésakor az immobilizdcié az analitikai
jelet tovabbitani képes feliileten kell, hogy torténjen (iiveg, kvarc), ahol a boritottsag
(ligandum-siirtiség) joval kisebb, mint a vizsgalt gyanta esetében. Ezek a koriilmények
feltehetdleg kozelebb allnak az oldatbeli vizsgalatokéhoz, azaz nem feltétleniil képes egy
ilyen hordozon rogzitett ligandumhoz is egy mésodik fémion koordinaldédni. Eredményeink
alapjan a DY ligandum egy alkalmas préobamolekuldnak tekinthetdé peptid alapt, fémion-

érzkel6 rendszerek fejlesztéséhez.
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VII. Fiiggelék
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F1. abra: A Hg(ll) : DY 0,5:1 rendszer pH-fiiggd "H-NMR spektrumainak “alifis” tartomanya
(T=298 K, cpy ~ 1,010 M, 10/90 V/V% D,0/H,0)
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F2. abra: A Hg(ll) : DY 0,5:1 rendszer pH-fiiggé *H-NMR spektrumainak “aromés” tartomanya
(T=298 K, cpy ~ 1,0x107°M, 10/90 V/V% D,0/H,0)
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F3. abra: A Hg(ll) : DY 1:1 rendszer pH-fiiggé *H-NMR spektrumainak “alifis” tartoméanya
(T=298 K, coy ~ 1,010 M, 10/90 V/V% D,0/H,0)
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F4. abra: A Hg(ll) : DY 1:1 rendszer pH-fiiggd "H-NMR spektrumainak “aromas” tartomanya
(T=298 K, cpy ~ 1,010 M, 10/90 V/V% D,0/H,0)
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F5. abra: : A DY "H-NMR spektrumanak részlete a Hg(I1)-DY arany fiiggvényében, pH ~ 8,5
(T=298 K, coy ~ 1,010 M, 10/90 V/V% D,0/H,0)

Hg(Il):DY

0:1
PP AR

37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25
6/ ppm

F6. abra: : A DY "H-NMR spektrumanak részlete a Hg(I1)-DY arany fiiggvényében, pH ~ 10,5
(T=298 K, cpy ~ 1,010 M, 10/90 V/V% D,0/H,0)
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