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1. Bevezetés

Régota ismert, hogy egyes atmenetifémek 1étfontossagiiak az €16 szervezetek szdmara.
Ilyen elemek a réz, a cink és a nikkel. A bioldgiai rendszerekben foként fehérjéhez kotdtten
talalhatéak meg. Az enzimeknek létfontossagi alkotojaként szerepet jatszanak kiillonb6zo
biokémiai folyamatok katalizalasdban. Hianyuk, illetve a szervezetben felhalmozott
foloslegiik is kiilonbozd elvaltozdsokhoz, betegségekhez vezethet. A kadmium a cinkhez
nagyon hasonld elem, gyakran kiséréelemeként is eléfordul, de a cinkkel ellentétben erdsen
toxikus hatésu.

A fehérjék szinte minden szerviinknek a f6 alkotdelemei. A metalloenzimekben a
legfontosabb kotohely a fémionok szdmara a hisztidin aminosav oldallancaban talalhato
imidazolnitrogén, mely fiziologids kortiilmények kdzott deprotonélt formaban van jelen. Ilyen
metalloenzim pl. a szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzim. Az emberi szervezetben foként réz(II)-
¢és cink(Il)iont tartalmazdé CuZnSOD fordul eld, de Gjabb kutatasok a NiSOD jelenlétére is
talaltak bizonyitékot.

A kiilonboz0 hisztidintartalmu peptidek fémkomplexeinek vizsgalata tobb évre nyulik
vissza a Szervetlen és Analitikai Tanszék Bioszervetlen Kémiai Kutatécsoportjaban. Munkam
soran ebbe a kutatasi folyamatba kapcsoldodtam be.

Célom egy két hisztidint tartalmazo tetrapeptid eldallitdsa volt a tanszéken tizemeld
Libertyl szilardfazist peptidszintetizald késziilék segitségével, mely aminosavakbol képes
Osszekapcsolni a kivant szekvenciaji peptidet. Ennek a ligandumnak kiilonb6zo
atmenetifémekkel (Cu(Il), Ni(Il), Zn(I) és Cd(Il)) alkotott komplexeit vizsgaltam. El6szor
pH-potenciometrias, majd a komplexek feltételezett szerkezeteinek megerdsitése érdekében
UV-lathatd spkertofotometrids és CD-spektroszkopids méréseket végeztem. A tobbmagvi

komplexek bizonyitasa céljabol tomegspektrometriai vizsgalatokat is alkalmaztam.
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2. Irodalmi el6zmények

2.1. A réz élettani szerepe' >’

Mig az alacsonyabb rendli organizmusok (algak, kis gombak, baktériumok) szdmara a
réz kis mennyiségben is erds méreg, addig az emberi szervezet viszonylag nagyobb
mennyiségben veszi fol. Egy feln6tt szervezetben atlagosan 100-150 mg réz taldlhatd meg,
naponta 3-5 mg szivodik fol a tdpcsatornan keresztiil. A felszivodast segitik az aminosavak,
melyekkel a réz(Il)ion kiilonboz6 szerkezetli komplexek kialakitasara képes.

A réz foként fehérjékhez kototten talalhatd meg az emberi szervezetben. A vérben az
albuminhoz ¢és a ceruloplazminhoz kapcsolddva fordul eld. Az albumin N-terminalis végén
XaaYaaHis szekvenciaju rész koordinalodik a fémionhoz. A hozza kotott réz(I)ion mobilis,
mig a ceruloplazmin kb. kétszeres méretébdl adoddan sokkal inertebb kotésmodot alakit ki a
réz(Il)ionokkal. A réz segiti a vas beépiilését a hemoglobinba, a kalcium és a foszfor
beépiilését pedig a csontokba. Az emberi vérben csekély mennyiségii eritrokuprein réz-fehérje
talalhatd a vastartalmi hemoglobin mellett, a tengeri puhatestlick és rdkok vérében pedig
réztartalm hemocianin helyettesiti a hemoglobint, mely 1€gzési katalizatorként is funkcional.

A metalloproteinek az €16 szervezetek kis molekulatomegli fehérjéi, melyekhez
szelektiv kotofehérjéken keresztiil kapcsolddhatnak a fémionok. A legismertebb SOD enzim,
a CuZnSOD, két alapegységre oszthatd. Mindkét egységben helyet kap egy réz(Il)- és egy
cink(Il)ion is. A réztartalmu fehérjék képesek ellatni a vastartalmil fehérjék funkcioit.

A rézhiany vérszegénységhez, ataxiahoz, melaninképzddési zavarhoz, elszarusodashoz
¢s Menkes-korhoz vezethet, mig a szervezetben felhalmozott tulzott mennyiségii réz a
majelhalas, a Wilson-kor és a magas vérnyomas oka lehet.

Az orvosi szervetlen kémia kb. 30 éves tudomanyéag. Teljesen Ujszerii terapias és
diagnosztikai szerek kifejlesztésével foglalkozik, illetve a feladatkorébe tartozik a ma még
gyogyithatatlan betegségek kezelése is. Hatokore tobbek kozott kiterjed a létfontossagl
elemek (pl.: Fe, Cu, Zn, Se) kiegészitd adagolasara is. Igy példaul a réz(Il)ion kiilonb6z6
szerves ligandumokkal (pl.: bleomicin) képzett komplexei hatdsos rakellenes szerek lehetnek.
Ezek kifejlesztéséhez azonban ismerni kell a fent emlitett Cu(ll)-fehérje komplexek

szerkezetét, mikodését €s a lejatsz6do folyamatok mechanizmusat.
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2.2. A nikkel élettani szerepe’*’

A nikkel kimutatasa nehéz a bioldgiai rendszerekben, mert ebben a kdrnyezetben kis
intenzitdst spektruma van a lathaté tartomanyban. Altalaban bonyolult enzimek alkotorésze.
Viszonylag nagy a kornyezeti koncentracioja, ami segiti a felszivodast, és ez fedezi a
sziikségletet, ezért ritkan alakul ki hianybetegség.

A nikkel a hidrogenazokban is jelen van (Ni-hidrogenaz), ami a vas-hidrogenazokkal
szemben valtozatos szerkezeteket alakit ki. Altalaban két fehérje alegységre oszthatd, a
nagyobb rész tartalmazza a nikkel(II)iont. Rontgenkrisztallografiai vizsgédlatok ramutattak,
hogy egymagvi nikkel(Il) kozéppontu komplex helyett kétmagvi NiFe egység van a
komplexek kdézpontjaban.

Ujabb kutatasok soran kideriilt, hogy az eddig ismert CuZnSOD mellett a NiSOD is
jelen van a bioldgiai rendszerekben, és jelentds szerepet jatszik a kiillonbozé biokémiai
reakcidokban, tobbek kozott a szuperoxidok peroxiddd alakuldsat katalizalja. A NiSOD
elsddleges aminosav szekvencidja eltér a Mn-, Fe-, és CuZnSOD-okétol. A nikkel(Il)ionhoz a
Hisl, Cys2 és a Cys6 aminosavak koordinalddnak.

A nikkelhidany torpendvést és terméketlenséget eredményez, a folosleg miatt pedig
tiidérak, bérgyulladas alakulhat ki féleg nék esetében. Am a nikkelnek nemcsak a hianya és
foloslege okozhat megbetegedéseket. Nagyon elterjedt jelenség a nikkel allergia. Hazank
lakossagdnak 30%-a szenved tdle, melynek 80-90%-a nd. Az allergia kivaltdé oka lehet
nikkeltartalmu targyak érintése (€kszerek, pénzérme, szemiivegkeret, kozmetikumok). Nem
koztudott, de a nikkel nem csak boértiinetek okozoja lehet. Az allergias betegeken jelentkezd
»hikkel allergia szindroma” fejfajast, faradékonysagot, vérszegénységet, hasi fajdalmat,
puffadast, kiilonb6z6 emésztdszervi megbetegedéseket okozhat. Ezek a tiinetek az étellel a

szervezetbe juttatott nikkel miatt alakulnak ki°.
2.3. A cink élettani szerepe™’

A cink minden ¢életforméaban Iétfontossagi nyomelem. Szinte valamennyi sejtben
megtalalhatd. Egy felntt szervezet cinktartalma 2-4 ¢° ezaltal a mésodik leggyakoribb
nyomelemnek tekintjiik. Ennek az 57%-a az izmokban, 29%-a a csontokban, a fennmaradé

része pedig a szemben ¢és kiilonbozo belso szervekben taldlhatdo meg.
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A szervezetben csak fehérjékhez kototten fordul eld, amelyekhez az aminosav
oldallancokon keresztiil kapcsolodik. A biokémiai folyamatokban katalitikus, szerkezetalakitd
¢s szabalyoz6 szerepe van.

A cink(IT)ion az enzimek aktiv centrumaban foglal helyet. Szénsavanhirdaz enzimhez
kototten a CO, felvételét ¢és leadasat katalizalja. Gyorsitja a kiilonb6z6 sav-bazis
folyamatokat, illetve segiti a fehérjék, nukleinsavak és szénhidratok szintézisét, lebontasat.

A cinktartalmu fehérjékben a cink(Il) szerkezetalakitd szerepe abban nyilvanul meg,
hogy a masodlagos szerkezeteket stabilizaljak az ionok. Ide tartozik az inzulin tarolasdban
nyujtott segitsége is.

A genetikai informacié atadasanal csak a cink altal meghatarozott szerkezetek
alkalmasak a molekularis felismerésre, ezzel szabalyozva az atadast.

A cink segiti a sebek gyogyulasat, ami valoszintlileg az A-vitaminban valo jelenlétének
koszonheté’, és tamogatja az immunrendszert, ezaltal gatolja a betegségek kialakulasat.
Hianya farkas vaksaghoz, étvagytalansdghoz, torpendvéshez, bérelvaltozasokhoz, gyulladasos
megbetegedésekhez, a csontfelépiilés hidnydhoz €s az immunvalasz csokkenéséhez vezethet.
Foloslege csak nagyon nagy dozisban toxikus. Ilyen esetekben kiilséleg mart sebek, belsdleg

pedig fajdalmas gyulladasok és emésztészervi problémak alakulhatnak ki.
2.4. A kadmium élettani szerepe”'’

A kadmium a cinkhez nagyon hasonlo fém, gyakran fordul eld kiséréelemeként, de a
cinkkel ellentétben erdsen toxikus hatasu.

A kadmium képes helyettesiteni a cinket az €16 szervezetekben, annak jotékony hatasa
nélkiil, és mérgezd hatdsa miatt sulyos karokat okozva.

A kadmium a legtobb ¢lelmiszerben el6fordul, mivel a mitragyak alkot6jaként
bekeriil a ndvényekbe. A novények sokaig elviselik a magas kadmium-tartalmat is. A fémion
taplaléklancban felhalmozddik, igy kadmiumban dasabb élelmiszerek: a mdj, a gomba, a
kagylok és mas puhatestiiek, a tengeri moszat ¢s a lenmag. A dohanyzas is jelentds kadmium
forras.

Vas- ¢és kalciumhidny esetén a kadmium felszivodas fokozodik, mivel mindharom fém
azonos transzporttal szivodik fol. A kadmium a madajban fokozza a metallothioneinek
szintézisét, melyekkel komplexeket képez, ezért a szervezet ezzel az dnvédekezd folyamattal

megkoti, €s ezaltal semlegesiti a kadmium toxikus hatasat.
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A kadmium nagyobb mennyiségben a szervezetbe keriilve sziv- €s veseelégtelenséget,
magas vérnyomast okoz, belégzése karositja tiidot, akar halalhoz is vezethet.

A csontokat is karositja, csokkenti azok kalciumtartalmat, a kalcitriol szintézisét
blokkolja, amely aktivalja a kalciumhoz k6tddé fehérjéket. Japanban az ,,Itai-itai” betegség
okozoja, mely csontritkulassal, stilyosabb esetben csontlagyulassal jar, ami az agyékcsigolyak
Osszeroppanasahoz vezethet, igy haldlos kimeneteli is lehet.

A kadmium emésztdszervi panaszokat, a kozponti idegrendszer karosodasat, pszichés
zavarokat €s a szaglas elvesztését is okozhatja.

A fémmel patkanykisérleteket is végeztek, a kadmium por intramuszkularis injekcidja
rdkos megbetegedéseket idézett elé az allatoknal, amit a DNS sériilése okozott''. CdO,

formaban prosztatarak kialakuldsdhoz vezethet.
2.5. Hisztidintartalmi peptidek'”

A metalloproteinek fémion-megkotésében meghatarozo szerepet jatszik a hisztidin,
ezért nagyon sok, kiilonb6z0 helyen kiilonb6z0 szamu hisztidint tartalmaz6 peptid
fémkomplexeit vizsgaltdk. A kialakulo komplexek szerkezeti sajatsagait nagymértékben
befolyasolja a peptidekben 1évo hisztidinek helyzete és szama. Tobb hisztidint tartalmazé
proteinek esetén a hisztidinek egymashoz viszonyitott pozicidja is meghatarozd szerepet
jatszik a koordinalodéds kialakitdsaban. Ezek mellett a fémkomplexek Osszetétele az
alkalmazott fém-ligandum aranytol is fligg, valamint az is befolyasolja, hogy a peptid

tartalmaz-e véddcsoportot a C- vagy az N-terminalis végén.
2.5.1. Egy hisztidint tartalmazo peptidek

N-terminalis hisztidint tartalmaz6 di- és oligopeptidek (HisXaaYaa) esetében a
hisztaminszeri koordinécio (1. abra) a meghataroz6, mely soran hattagu, stabilis kelatgytri
alakul ki a termindlis amino- ¢s hisztidin imidazolnitrogén részvételével. Ez a
nikkel(IDkomplexek esetében megakadalyozza az amidnitrogének deprotondlodasat, igy
[NiL] és [NiL,] osszetételli komplexek alakulnak ki. Azonban réz(Il)komplexek esetén a
kelatgytirti csak nagyobb pH-tartomanyba tolja az amidnitrogének deprotondlodasat. Az elsd
amidnitrogén deprotondlodasa csak pH 6 folott jatszodik le, ami kb. egy egységgel nagyobb,

mint amit az oligoglicineknél mértek. Ligandumfeleslegben [CuL,] komplex képz6dik"?.
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1. abra: A hisztaminszeru koordinacio

Ha a peptidben a maésodik helyen van hisztidin (XaaHis, XaaHisYaa), akkor az
[MLH.,] komplexben 5,6-tagu kelatrendszer alakul ki az aminocsoport, az imidazol nitrogén
¢és egy deprotonalddott amidnitrogén koordinaldédasaval. A réz(Il)ion korili négy ekvatorialis
helybdl harmat foglalnak el a donoratomok. A negyedik helyre akar egy masik ligandum is
kapcsolodhat. A réz(Il) és a nikkel(Il) esetében is ez a jellemzd, csak nikkel(Il) jelenlétében
nagyobb pH-n (Cu(Ill)~4, Ni(Il)~6-7) jatszoédik le a folyamat, mert az amidnitrogének
deprotonalodasat kevésbé segiti ez a fémion'.

Harmadik helyen hisztidint tartalmaz6 peptid (XaaYaaHis, XaaYaaHisZaa) példaul a
human szérum albumin is, mely a vérplazmaban talalhato, és hozz4a kapcsoldodik a réz(1I)- és a
nikkel(Il)ionok jelentds része. Az XaaYaaHis szekvencidju peptidek szamos mas helyen is
megjelennek az é16 szervezetekben; ilyen példaul a SPARC peptidfragmense'”, valamint ilyen
peptidek segitik a DNS szekvencidk folismerését €s a hibas lancrészek kivagasat is'. Az ilyen
szekvenciaju peptidek mind a nikkel(Il)-, mind a réz(Il)ionnal [MLH_,] komplexet képeznek
4-es €és 5-0s pH-n. A fémionok [NH,, 2xN", N(Im)] tipusu koordinacioval kapcsolédnak a
ligandumhoz a komplexben. Az amidnitrogének deprotonaldédasa kooperativ modon jatszodik
le 5,5,6-tagu kelatrendszert képezve, amely a komplexek kiugro stabilitdsat eredményezi. A
[NiLH.;] komplex esetében szerkezetvaltas jon létre: az oktaéderes, paramagneses szerkezetet
siknégyzetes, diamagneses valtja fol. Az amidnitrogének deprotonalodadsa azonban a
réz(Il)iont tartalmazo6 rendszerhez képest nagyobb pH-n jatszodik le'”.

A negyedik vagy att6l tdvolabbi hisztidin esetében az imidazolnitrogén és az N-
terminalis aminocsoport két vagy tobb aminosav tavolsagra keriil egymastol, ezéltal
megsziinik a  csatolt  keldtrendszer  kialakuldsanak  lehetdsége. Ez  Osszetett
komplexképzddésnek nyujt teret. Savas pH tartomanyban makrokelat jelenléte figyelheté meg
a terminalis aminocsoporton és egy imidazolnitrogénen keresztiil, melynek stabilitasa a gytirti
tagszdmanak novekedésével csokken. Ha noveljiik a pH-t, az amidnitrogének lépcsdzetes
deprotondlodasa jatszodik le, igy jonnek létre az [MLH.;], az [MLH.;] és az [MLH.]
sszetételti komplexek'®" (2. dbra). Réz(I)ion esetében a [CuLH.,] és a [CuLH.,] komplex
képzddésekor a negyedik ekvatoridlis helyre az imidazolnitrogén koordindlodik, mig a

6
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[CuLH_ ;] komplex jelenléte [NH,, 3xN] szerkezettel valosul meg, de az imidazolnitrogén
koordinalodasa is kimutathatd. Az még vitatott, hogy amidnitrogének deprotonalddasa a C-
terminus vagy az N-terminus felé halad-e. A kisebb peptidek (penta, hexa) [NH,, 3xN7], a
nagyobb peptidek pedig [N(Im), 3xN7] szerkezet kialakitasdval koordindlodnak a
fémionokhoz. Nikkel(IT) és cink(Il) jelenlétében gyengén savas tartomanyban a molekula
haromfogu  koordinacidjaval [ML] ¢és [ML,] komplexek képzddnek. Jelentds
stabilitasnovekedés figyelheté meg az egyszerli peptidekhez képest. Nikkel(I) esetén
lejatszodik az amidnitrogének deprotonalddasa, egy 1épésben [NiLH.;] képzddik [NH;, 2xN']
koordinacidval, illetve [NiLH.3] komplex [NH,, 3xN'] koordinacidéval. Az imidazolnitrogén

kotddése ezekben a komplexekben mar nem mutathat6 ki,

$a34

NH

2. abra: Az [MLH_;] 6sszetételti komplex szerkezete

Az N- vagy C-termindlis végén védett peptidek jelenlétében atalakulnak a kotodési
viszonyok. Az aminocsoport blokkolasa soran az imidazol nitrogén valik horgonycsoportta, a
fémionhoz vald kapcsolddasa eldsegiti az amidnitrogének deprotonalodésat. Az N-termindlis
végen védett peptideknél, melyek a C-termindlis végiikon hisztidint tartalmaznak, a
komplexképzddés a C-terminuson 1évd imidazolnitrogén koordindlodasaval kezdddik, majd
nagyobb pH-n a megel6z6 amidnitrogének deprotonalodasa kovetkezik. Az N-termindlis
végtol szdmitott elsd helyen hisztidint tartalmaz6 tetrapeptid az N-tél a C-terminus irdnyaba

deprotonalodik, egyébként altalaban forditott a deprotonalodas iranya®' 2.

2.5.2. Taobb hisztidint tartalmazo peptidek

A legegyszeriibb tobb hisztidint tartalmaz6 dipeptid a HisHis. A réz(Il)ionhoz harom
féle modon koordinaloédhat a HisHis szekvenciaju peptid”. 4-es pH kornyékén [CuLH]

7
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komplex van jelen, melyben a fémion a peptid N-terminalis végén koordinalodik az amino- és
egy imidazolnitrogénen keresztiil. pH 5-6 kozott a fémion koriili koordinacids szféraban
atrendezddés figyelheté meg a [Cul] kialakulasa kozben, melyben [NH,, N, N(Im)] szerkezet jon
létre. 7-es pH f616tt egy dimer komplex, [Cu,L,H;] van jelen az oldatban. Mindkét fémion koriil
azonos a koordinacié [NH,, N, + N(Im)]. A HisValHis savas kézegben [CuLH] ¢és [Cul]
formaban van jelen hisztaminszerii koordinacidval**. A makrokelat kialakulasa kovetkeztében a
siknégyzetes szerkezet torzul, ami gatolja a biszkomplexek kialakuldsat és az amidnitrogének
deprotonalodasat. Fiziologidas pH-n [CuLH,] komplex jelenlétét igazoltdk a mérések.
GlyHisGlyHis jelenlétében a pH novekedésével a négyzetes piramisos szerkezet a [CulH.;]

komplex képzddése sordn torzult trigonalis bipiramissa alakul.

2.5.3. Védett multihisztidin peptidek™

Védett multihisztidin peptidek vizsgalata soran azt tapasztaltak, hogy enyhén savas pH-
tartomanyban csak az imidazolnitrogének koordinalédnak a fémionokhoz és [ML] komplex
képzodik. Ez a komplexképzodés mind a nikkel(Il), mind a réz(Il) esetében lejatszodik. Bar a
kialakul6 komplexek stabilitisa nagyobb, mint a peptidszerli koordinacioval kialakulé [ML]
komplexé, de nem elég nagy stabilitasiak ahhoz, hogy megakadalyozzék az amidnitrogének
deprotonalodasat, ami enyhén ligos tartomanyban jatszoédik le. Lugos pH-tartomanyban a
fémionok koriil szerkezeti atrendez6dés megy végbe. A koordindcid6 az aminocsoporton, az
imidazolnitrogénen ¢és gyakran az amidnitrogéneken keresztiil valosul meg. A réz(Il)-ionhoz
képest a nikkel(Il)-ion kevésbé segiti az amidnitrogének deprotonalddasat, €s merev siknégyzetes
féemkomplexeket képeznek. A réz(I)ionok a legnagyobb stabilitdsu komplexeket a hisztidint
alterndld pozicidoban tartalmazé peptidekkel alkotjak, melyekben a hisztidinek egy aminosav

tavolsagra vannak egymastol.
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3. Kisérleti koriilmények

3.1. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok

A pH-potenciometrias titralasok elvégzéséhez kb. 0.2 mol/dm’, pontosan ismert

crer

crer

potenciometridsan hataroztam meg, mely soran a karbonatmentességet is ellendriztem. A
mintaban az ionerdsséget KCl oldattal biztositottam.

A kb. 0,2 mol/dm’-es sésav- illetve salétromsavoldatot tomény sav higitisaval
titralas segitségével hataroztam meg. A szamolas soran Gran-féle médszert alkalmaztam.

A komplexképzddési folyamatok vizsgalatahoz CuCl,, NiCl,, ZnCl, ¢és Cd(NOs),

oldatokat hasznaltam, melyeket a.l.t. mindségli, a Reneal cég altal gyartott vegyszerekbdl

crer

crer

Minden oldatot haromszor ioncserélt vizzel készitettem.

A vizsgalt ligandumot (HisGlyValHis-NH;) (3. dbra) a Szervetlen és Analitikai
Kémiai Tanszéken 1évé Libertyl tipust, szilard fazist, automata peptidszintetizald
késziilékkel allitottam el6. A peptidszintézishez felhasznalt vegyszereket a Merck Kft-t6l
(hisztidin ~ (Fmoc-His-Trt-OH),  glicin  (Fmoc-Gly-OH), valin  (Fmoc-Val-OH),
dimetilformamid (DMF), o-(benztriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronium-tetrafluoroborat
(TBTU), piperidin, N,N-diizopropil-etilamin (DIPEA) ¢és trifluorecetsav (TFA)), a Sigma-
Aldrich cégtdl (N-hidroxibenzol-triazol (HOBY), triizopropil-szilan (TIS), 1-metil-2-pirrolidin
(NMP), dietil-éter), 2,2°-(etiléndioxi)-dietantiol (DODT)), a VWR International Kft-t61
(diklormetan (DMF)) és a Nova Biochem-t6] (Rink Amide gyanta) vasaroltuk.

H

H3C C
N 3 3
NH, 0O
) PN
NH NH
N NH = N
H
0] (0] NH\//
0] NH,

3. abra: A vizsgalt HisGlyValHis-NH, ligandum szerkezete
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3.2. Peptidszintézis

A peptidet szilard fazisu szintézissel allitottam elé az Oket felépitd aminosavakbol
Liberty 1 késziilékkel a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén. A
folyamat teljesen automatizalt, szamitogép vezérli az egyes 1épéseket.

A Merrifield altal kidolgozott szilard fazisu peptidszintézis esetén oldhatatlan polimer
(gyanta) feliiletén végzik a peptidlancok szintézisét*®. A peptid C-terminalis végét a gyanta
funkciods csoportjdhoz kapcsoljak. Az atmeneti amino-véddcsoport hasitdsa utdn a kovetkezo
aminosav peptidkdtéssel hozzakapcsolodik az eldzoéhoz. A kotés kialakulasat kiilonbozo
kapcsoloszerek segitik (TBTU, HOBt), melyek aktivaljdk az aminosav karboxil csoportjat. A
kapcsol6 1épések soran a peptidlanc novekedik a gyantan. A reagens foloslegétol sziiréssel és
mosassal egyszeriien meg lehet szabadulni.

A modszer rendkivill nagy elénye, hogy a szintézis veszteségek nélkiil, egyetlen
reakcioelegyben megvalosithatd. Ez annak kdszonhetd, hogy a reakcioelegy az egyes 1épések
utan leszlirhetd, igy azokat az anyagokat, amelyek nem reagaltak el, konnyen el lehet
tavolitani®’. A sz{irén végiil csak a gyanta és a hozza kapcsolddott peptid marad. A folyamat
hatranya azonban az, hogy a peptid izoldlasa csak a gyantardl valo hasitas utan lehetséges.

A szilard fazisu peptidszintézis sordn alkalmazott Fmoc/tBu stratégia szerint az
aminosav szarmazékok a-aminocsoportjara 9-fluorenil-metoxikarbonil (Fmoc) véddcsoportot,
az oldallancok csoportjaira pedig terc-butil (tBu) véddcsoportot kapcsolnak a mellékreakciok
elkeriilése érdekében™.

A folyamat soran a késziilék automatikusan adagolta a sziikséges anyagokat: el6szor
az aminosavakat (Fmoc-His-Trt-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Val-OH), majd a reakciot
katalizalo aktivatort (HOBt, TBTU) ¢és aktivator bazist (DIPEA). A kapcsolasi 1épések
hatékonysagat mikrohullam alkalmazasa novelte. Ez a modszer gyakorlatilag teljesen tiszta
peptid eloéallitasara alkalmas. A Fmoc véddcsoport eltavolitdsa szintén mikrohullam
segitségével 20%-os piperidin-DMF eleggyel tortént.

Az eldallitott peptid gyantarol valo lehasitasara mar a késziiléken kiviil keriilt sor a
hasitéeleggyel (TFA/TIS/H,O/EDT). Az etan-ditiolnak (EDT) a hisztidin-oldallanc
oxidalodasanak megakadalyozasaban volt szerepe. A peptidet dietil-éterrel csaptam ki. Eteres
mosas, és centrifugdlds utan a pelyhes csapadékot nagy tisztasdgu argon gaz alatt szaritottam

meg. Végiil kevés vizben feloldottam és liofilizaltak.
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3.3. pH-potenciometria

A potenciometria olyan elektroanalitikai mdodszer, amely sordn egy elektrolit oldatba
meriilé két elektrodbol osszedllitott elektrokémiai cella elektrodjai kdzott fennalld potencial-
kiilonbséget mérjiik. Az elektrodok feliiletén kialakulo elektrodpotencidlok kozvetleniil nem
hatarozhatok meg, csak a két potencidl kiilonbségének mérésére van lehetdségiink. pH
mérésre altaldban hidrogénion-szelektiv elektrodot alkalmazunk, amely egy vékony
iivegmembrant tartalmaz, ¢és beliilrdl egy adott pH-ju referenciaoldattal érintkezik. Az
oldalan eltéré potencialok alakulnak ki, igy az elektrod felhasznalhato pH mérésére, mivel
potencialja megvaltozik.

A ligandumok protonalddasi allandoit és a kiillonbozdé Osszetételli fémkomplexek
stabilitasi allanddit pH-potenciometrids mérésekkel hatdroztam meg. Ez a modszer a
legéltalanosabb az oldatfazisban lejatszodd komplexképzddési folyamatok egyensulyi
vizsgalatara. A titralasokat egy szamitogép vezérelte MOL-AcS gyartmanyu biiretta és egy
MOLSPIN pH-meter pH-mérdvel végeztem, melyhez egy kombinalt iivegelektrod (Metrohm
6.0234.100) kapcsolodott.

crer

cre

titraldoldattal végeztem.

Az élland6 homérsékletet ultratermosztattal, az oxigén kizardsat argon gazzal, a
megfeleld kevertetést pedig magneses keverdvel biztositottam.

Az altalam vizsgalt rendszereket vizes oldatban, 3 cm’-es (Cd*") és 4 cm’-es (Cu®",
Ni**, Zn*") mintakban tanulmanyoztam.

A ligandumok teljes kezdeti koncentracidja 1,2-2,6:10" mol/dm’ volt. A ligandumok
programmal hataroztam meg. A mintdk fém-ligandum aranya 1:3-1:1 kozott valtozott. A
kiértékeléshez hasznalt program a titralasok soran fellépd térfogatnovekedést figyelembe
vette.

A mintdkban az ionerésség allando, 0,2 mol/dm’ volt, ezt a mintahoz 1 mol/dm’

crer

e

mérdoldat koncentracidjaval, viszont a titralando oldat fémion- ¢és ligandum-

11
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crer

gyakorlatilag ne valtozzon a titralas soran.

A ligandumok koncentracidit és protonalodasi allandoit a SUPERQUAD?® nevii
programmal szdmoltam ki, a PSEQUAD nevii programmal pedig a kiilonboz6
fémkomplexek stabilitasi allandoit hataroztam meg. A ligandum protonalodasi allandoéi és a

komplexek stabilitasi allandoi a kovetkezo altalanos egyensulyi osszefiiggéssel fejezhetdk ki:

pM +qL +1H = MpLoH, (1)
__[MpLeHy]
Boar = upiamy @)

Bpqr a kiilonbozo 1épesdzetes folyamatok dsszegzddésébdl adodik, és tovabbi lehetdség
adodik a Iépcsbézetes egyensulyokra vonatkozo allandok képzésére. A program fontos
tulajdonsaga, hogy képes ugyanazon rendszer kiilonb6z6 fémion-ligandum ardnyaval vagy

koncentracioinal kapott mérési adatait parhuzamosan kiértékelni.
3.4. UV-lathato spektrofotometria

A spektrofotometrias vizsgalatokat Cu(Il)-komplexek esetén 250-900 nm-es, Ni(Il)-
komplexek esetén 200-900 nm-es hullimhossztartomanyban végeztem el.

A spektrumokat Perkin Elmer Instruments Lambda 25 UV/VIS kétsugaras, és Hewlett
Packard HP 8453 tipusu egysugaras spektrofotométeren vettem fol, 1,00 cm-es kvarc
kiivettaban, eltéré fém-ligandum aranyoknal, kiilonb6z6 pH értékeken.

A kapott spektrumok elemzése segitségével kovetkeztetni lehet a képzddd komplexek
szerkezetére, geometriajara, a koordinal6dé donoratomok jellegére és szamara.

A kiilonb6zo fémkomplexek spektroszkopiai sajatsdgairél mar rengeteg informaciot
gyljtottek Ossze, hiszen mar régota vizsgaljak oket. Ennek ellenére nehéz egyértelmii
kovetkeztetéseket levonni a mérések soran kapott adatokbol a lehetséges koordinacios modok
sokfélesége €s a befolyasold tényezok nagy szama miatt. A réz(Il)-komplexek tetragonalisan
torzult oktaéderes szerkezetlick, melyekben a lehetséges d-d atmenetek egyetlen savva
olvadnak Ossze. Az intenzitasuk ¢és az energidjuk is fliigg a donoratomok mindségétdl és
mennyiségétél’!. Az abszorpciés maximum (Ame) helye a kovetkezé empirikus képlet™
segitségével becsiilhetdé meg:

103
A =
max " 0,294(C = 0/H,0) + 0,346(CO0~) + 0,460(NH,) + 0,494(N =) + 0,434(Im)

(3)

Ez az egyenlet figyelmen kiviil hagyja azt a tényt, hogy axialis koordinacio
kovetkeztében a Ay értékek a nagyobb hullamhosszak felé tolodnak el.
12
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Ha a [Cu(H,0)s]*"-ion ekvatorialisan elhelyezkedd viz molekulai valamilyen mas
donoratomot (pl. N, O) tartalmazé ligandumra cserélddnek, akkor az abszorpcids maximum a

kisebb hulldmhosszak fel¢é tolodik el. Ez az effektus foleg N-donoratomoknal jelentds.
3.5. Cirkularis dikroizmus (CD)-spektroszképia™

CD-spektroszkdpias vizsgalatokat is végeztem a kialakult komplexek szerkezetének
meghatarozasara.

A cirkuléris dikroizmus a sikban polarizalt fény kolcsonhatasat jellemzi az optikailag
aktiv anyaggal. A sikban polarizalt fény felbonthatdé két azonos amplitiddju, jobbra illetve
balra cirkuldrisan polarizalt fény Osszegére. A dikroizmus kétféle elnyelést, , kétszinliséget”
jelent. A cirkularis dikroizmus soran a vizsgalt optikailag aktiv anyag a sikban polarizalt fény
két komponensét eltéré mértékben nyeli el, azaz a mintan valo athaladas utdn a komponensek
abszorpcidja és ezaltal intenzitdsa eltérd lesz. Ezt a kiilonbséget nevezik Cotton-effektusnak.

Ha az abszorpcidk kiilonbségét abrazoljuk a hullimhossz fiiggvényében, akkor
megkapjuk a cirkularis dikroizmus gorbét. A CD gorbe minimumai és maximumai az
elektrongerjesztési abszorpcios spektrum maximuma helyén, illetve ahhoz igen kozel
alakulnak ki, és viszonylag keskenyek. A fémkomplexek optikai aktivitdsa a komplex
molekula vagy akar a ligandum aszimmetriajabol szarmazhat.

A méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztem egy Jasco J-
810 tipusu késziiléken. A spektrumokat eltérd fémion-ligandum aranyoknal, kiillonb6z6 pH-
értékeken vettem fol. A méréshez hasznalt kiivettdk 0,1 cm ¢€s 1,0 cm tthosszisadguak voltak.

Az 6sszes minta esetében 200-800 nm hulldmhossz tartoményban rogzitettem a spektrumokat.
3.6. Tomegspektrometria (MS)

A tobbmagvi komplexek jelenlétének bizonyitasara elektrospray ionizacids
tomegspektrometriai (ESI-MS) vizsgalatokat végeztiink.

A tomegspektrometria egy miszeres analitikai modszer, mely az ionizalt részecskék
tomegének meghatarozasara alkalmas, melynek f6 részei az ionizald, a tomeganalizator és a
detektor. Az ionizalds soran keletkezett ionok a tomeganaliztorban tomeg/toltés (m/z)
hanyadosuk alapjan szétvalnak, és kiilonb6z6 idépillanatban érkeznek meg a detektorba. Ez a

modszer kvantitativ és kvalitativ meghatarozasra egyarant alkalmas: az m/z értékekbdl az
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anyagi mindséget, a csucs alatti teriiletbdl pedig az adott anyag mennyiségét hatarozhatjuk
meg.

Az ESI lagy ionizacids technika. A mintat porlaszté gdzzal (nitrogén) keverve, egy
fesziiltségre kapcsolt kapillarison keresztiil vezetik a flitétérbe. A fitdtérbe toltott cseppek
keriilnek, ahol a hdmérséklet hatasara az oldoszer elkezd parologni. A parolgas soran csokken
a csepp feliilete, ezaltal nd a toltésslirlisége. A cseppet az oldoszer feliileti fesziiltsége tartja
Ossze. Ha a benne 1évé azonos toltésii ionok taszitd hatdsa meghaladja a feliileti fesziiltség
Osszetartd erejét, akkor bekovetkezik a Coulomb-robbanas, mely soran kisebb cseppek jonnek
létre. A folyamat addig tart, mig végiill addukt ionok keletkeznek, melyeket a
tomeganalizatorba vezetnek, ahonnan a tdmeg szerinti szeparacid utan a detektorba
csapddnak.

Annak ellenére, hogy ez egy lagy ionizacidos mddszer, nem keriilhetd el a vizsgalando
molekula fragmentacidja, ezért a kisebb stabilitasti részecskék jelenléte nem feltétlentil
bizonyithato.

Az ESI-MS spektrumokat Bruker microTOF-Q tomegspektrométeren vettiik ol a
Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén. A mintdkban a ligandum koncentracioja

kb. 0,001 mol/dm? volt.
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4. Kisérleti eredmények és kiértékelésiik

4.1. A vizsgalt ligandum sav-bazis folyamatai

Az altalam vizsgalt HisGlyValHis-NH, tetrapeptidet a HisGly,, Gly;His, Glya, és
HisGly ligandumokkal hasonlitottam 6ssze. A peptidek protonalodasi allandoit az aldbbi

tablazatban foglaltam Ossze:

1. tablazat: A vizsgélt ligandum és az Osszehasonlitasként alkalmazott vegyiiletek protonalodasi és

rrrrr

HisGlyValHis-NH, | HisGly,™ Gly;His"? Gly,*** HisGly’
HL 7,42 (1) 7,32 8,03 (1) 7,94 7,58
H,L 13,80 (1) 12,77 14,89 (2) 11,18 13,53
HiL 19,10 (1) 15,86 17,55 (3) - 16,46
pK| 5,30 5,45 - - -
pKs 6,38 - 6,86 - 5,95
pKs 7,42 7,32 8,03 7,94 7,58
pKcoo- - 3,09 2,64 3,24 2,93

A HisGlyValHis-NH; harom protonalddasra képes csoportot tartalmaz: egy terminalis
aminocsoportot ¢s a két hisztidin imidazolcsoportjait. Mivel a C-termindlis részen savamid
csoport talalhatd, igy az dsszehasonlitdshoz hasznalt peptidektdl eltérden itt nem jatszodik le a
karboxil-csoport deprotonalodasa.

A legnagyobb pK-érték az aminocsoporthoz tartozik mind az altalam vizsgalt, mind az
Osszehasonlitasul feltlintetett peptidek esetében.

A két kisebb pK az imidazolnitrogének deprotonalédasahoz rendelhetd hozza.

Ha a molekula az N-terminalis végén hisztidint tartalmaz, akkor az aminocsoport és a
mellette 1évé imidazolcsoport kdlcsondsen segiti egymas deprotondlodasat, ezaltal ezek pK-
értéke is csokken a tobbi peptidéhez képest.

Ha a molekuldban a hisztidin tdvol van az N-termindlis végtol (negyedik hely), akkor
az imidazolcsoport pK-ja nagyobb, mint ha kézel van hozza (elsd hely), ezért a kisebb pK
javarészt az N-termindlis, a nagyobb pedig a C-terminalis hisztidin imidazolcsoportjahoz

tartozik.
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4.2. Aligandum atmenetifém komplexei

4.2.1. pH-potenciometrias mérések

A peptidet tobbféle fémionnal vizsgéaltam. Cu(Il)-ionnal ligandumfeleslegben 1évo, 1:1
aranyu és fémfoloslegben 1év0 mintdkat titrdltam. A csak ligandumot illetve a fémiont és
ligandumot kiilonbdzd aranyban tartalmazé minték titralasi gorbéit a 4. dbra mutatja be. 3:2
fémion-ligandum arany esetén pH 6 koriil csapadék jelent meg, mely a pH visszaesését
okozta. A csapadék erdsen lugos pH-tartomanyban ugyan felolddédott, ami tobbmagvi
komplexek jelenlétére utalt, de ezekkel a titralasi adatokkal nem tudtuk a keletkezd
komplexek Osszetételét és stabilitasi allandoit meghatarozni. A tobbi titralasi gorbe alapjan
meghatarozott stabilitasi allandokat a 2. tablazatban foglaltam 0Ossze. Kétféle modellt
allitottunk fel, mindkettovel jol illeszthetoek voltak a titralasi gorbék. Mindkét modellben 1:1
Osszetételli komplexek képzddését feltételeztiik, de a masodik modellben ezek mellett még
[ML,] komplex jelenlétével is szamolhatunk. A 2. tdblazatban a masodik modell adatait

tintettem fol.

16



Huszenicza Gyongyi: Hisztidintartalmu tetrapeptid atmenetifém komplexeinek vizsgalata

== pk
=f=1:3

1:1

3:2

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Lugekvivalens

4. abra: A HisGlyValHis-NH, ligandum és a Cu(Il)-HisGlyValHis-NH, 1:3, 1:1 és 3:2 ardnyu rendszerének
titralasi gorbéi a lugekvivalens fiiggvényében [c(L)= 2,62- 107 mol/dm® (1:3); (1:1); (3:2)]

Ni(Il)-ionnnal a réz(Il)ionhoz hasonldan ligandumfelesleget tartalmazo, 1:1 aranyu és
fémfoloslegben 1évé mintakat titraltam. Az 1:1 arany esetén 9-es pH kornyékén csapadék
jelent meg a rendszerben, mely a pH visszaesését eredményezte, ez azonban titralas folyaman
feloldodott a pH kis ndvekedésével (5. dbra). A fémfolosleget tartalmazo minta titralasa soran
nem tapasztaltam csapadékképzodésre utald jelet, ami meglepd mddon arra utal, hogy a
ligandum hajlamosabb tobb nikkel(I)ionhoz koordinalodni, mint réz(Il)ionhoz. A nikkel(II)
jelenlétében a rézkomplexekhez hasonld Osszetételii és tobbmagvi komplexek ([MiL,Hs],
[M,LH_;]) kialakulésat feltételeztiik. Az [M3;L,H ¢] szerkezete a 6. dbran lathat6. Az 1:1 fém-
ligandum aranya valamint az [ML;] komplexek stabilitdsa kisebb, mint réz jelenlétében. Az
[MLH.;], [MLH.;] és [MLH.;] 6sszetételt komplexek kialakuldsa soran az amidnitrogének
deprotonalddasa egy pH egységgel nagyobb értékeknél jatszodik le.
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=== pK
=f=1:3
=11

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Lagekvivalens

3:2

5. abra: A HisGlyValHis-NH,; ligandum és a Ni(II)-HisGlyValHis-NH; 1:3, 1:1 és 3:2 aranyu rendszerének
titralasi gorbéi a lugekvivalens fiiggvényében [c(L)=1,21-10" mol/dm’ (1:3); (1:1); (3:2)]

6. abra: Az [M3L,H ¢] 6sszetételti komplex szerkezete
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Huszenicza Gyongyi: Hisztidintartalmu tetrapeptid atmenetifém komplexeinek vizsgalata

A Zn(Il)- és a Cd(II)-ionokkal ligandumfo6loslegben 1évé és 1:1 ardnyu mintakat
készitettem. A titralas soran 9-es pH korny€kén minden esetben csapadék jelent meg (7. és 8.

abra).

== pK
=f=1:3
1.1

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Lugekvivalens

7. abra A HisGlyValHis-NH, ligandum és a Zn(I1)-HisGlyValHis-NH, 1:3 és 1:1 aranyt rendszerének titralasi
gorbéi a lagekvivalens fiiggvényében [c(L)=1,21-10" mol/dm’(1:3); (1:1)]

L 4

pK
=11
fe=1:3

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7
Lagekvivalens

8. abra A HisGlyValHis-NH, ligandum és a Cd(I1)-HisGlyValHis-NH, 1:3 és 1:1 aranyu rendszerének titralasi
gorbéi a lagekvivalens fiiggvényében [c(L)=1,39-10~ mol/dm’ (1:3); ¢(L)=1,46-10" mol/dm’ (1:1)]
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A titralasok soran kapott adatokbdl szamolt stabilitasi allandokat az aldbbi tablazatban

foglaltam Ossze:

2. tablazat: A HisGlyValHis ligandum atmeneti fémionokkal alkotott komplexeinek stabilitasi allandoi (logB)

Cu2+ Ni2+ 7 n2+ C d2+

MLH 14,80 (2) 12,95 (4) 11,55 (5) 11,35 (4)

ML 10,67 (2) 8,17 (2) 6,41 (2) 5,28 (4)

ML, 14,83 (2) 13,3 (1) 10,77 (8) 9,57 (1)
MLH., 2,66 (2) 1,11 (15) - -
MLH., 6,28 (2) -10,29 (6) - -
MLH.; 16,31 (2) -20,30 (7) - -
M;L,Ho6 - -30,07 (9) - -
M,LH.; - 14,57 (11) - -

Réz(IT)ion esetében ligandumfeleslegnél ¢és az 1:1 aranynal szamitott eloszlasi gorbe
(9. abra) eltérést mutat az els6 rendszernél jelentkez6 [Cul,] komplex miatt.
Ligandumfelesleg alkalmazasakor 5-0s pH folott a [Cul] Gsszetételli komplex kialakulasa
figyelheté meg, amiben a ligandum az aminocsoporton ¢és a két imidazolnitrogénen keresztiil
kapcsolodik a réz(Il)ionhoz, am 7-9-es pH-tartomdnyban mar a [Cul,] Osszetétel a
meghatarozo. A pH tovabbi ndvekedésével egy extra lugfogyasztd folyamat figyelhetd meg,
ami az amidnitrogének deprotonalédasahoz rendelhet6. A folyamat végén lugos pH-
tartomanyban [CuLH ;] 0sszetételii komplex van jelen a legnagyobb mennyiségben.

1:1 aranynal 5-8-as pH-tartomanyban a [Cul] komplex a meghatarozo részecske,
lugosabb kozegben szintén az amidnitrogének deprotonalodasa kovetkezik be, de itt az
atmeneti [CuLH.;] és [CuLH.;] dsszetételi komplexek jelenlétének meghatidrozobb szerepe
van, mint az el6zé aranynal. A deprotonalddas lépcsdzetesen, kb. egy-egy pH-egységnyi

eltéréssel jatszodik le.
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| |
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9. abra: A Cu(Il)-HisGlyValHis-NH, rendszerben 1:3, illetve 1:1 aranynal képz6d6 komplexek eloszlasa a pH
fliggvényében (folytonos vonal), [c¢(L)=2,62-10> mol/dm’, (1:3); (1:1)]; Az abszorpciés maximumhoz tartozo
hulldmhossz a pH fiiggvényében (@) (a méasodlagos tengelyen a hullamhossz értékek (A) csokkend sorrendben

szerepelnek)

A nikkel(IT) tartalmt mintaknal (10. dbra) is hasonld a helyzet, mint a réz(Il)iont
tartalmazdé mintak esetében. Ligandumfeleslegben 5-6-os pH kozott a [NiL] a meghatarozé
részecske, 6-10-es pH-tartomanyban pedig szinte csak a [NiL,] jelenléte figyelhetd meg,

melynek nagy stabilitdsa a Ni(Il)-ion koriil kialakuld kedvezd oktaéderes geometridjanak
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koszonhetd. Ez a szerkezet a két ligandum 3-3 fogi koordinacidjaval alakul ki. Az
amidnitrogének deprotonalodasa gyakorlatilag egy 1épésben jatszodik le.

1:1 arany esetében a [NiL] komplex a meghatarozé 5-9-es pH-tartomanyban.

1o - [NiL,]

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 4
0,4 - [NiLH]*
0,3 -
02 -
0,1 -

0,0 - : .
3,00 5,00 7,00 9,00 11,00

pH

0,07

[NiLH ;]

0,06

0,05

0,04

Moltort

- 0,03 B Abszorbancia

Abszorbancia

- 0,02

- 0,01

L0 1 [N [NiL]* m - 0155
09 - [NiLH_3]2
08 -
07 -
06 -
05 -
04 -
03 -
02 -
01 -
0,0

Moltort

W abszorbancia

Abszorbancia

3,00 5,00 7,00 9,00 11,00
pH

10. abra: A Ni(II)-HisGlyValHis-NH, rendszerben 1:3, illetve 1:1 aranynal képzdd6 komplexek eloszlasa a pH
fliggvényében (folytonos vonal), [c¢(L)=1,21-10" mol/dm’ (1:3); (1:1)]; A Amax-hoz (418 nm) tartoz6
abszorbancia a pH fliggvényében ( H)
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Az adatok foldolgozasa soran cink(Il) és kadmium(Il) esetében [ML] és [ML;]
Osszetételll komplexek kialakulasara kovetkeztettiink (71. dbra), ahol [NH,, Im, Im], illetve

2x[NH,, Im, Im] koordindci6 alakul ki, ami a komplexek megndvekedett stabilitasat
eredményezi. Ennek koszonhetd, hogy az egyszerli peptidekhez képest csak lugosabb pH-
tartomanyban jelenik meg csapadék. Az amidnitrogének deprotonaléddsa nem figyelhetd

meg.

1,0

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0,0 - 7 T ; -
3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00

Moltort

11. abra: A Zn(II)-HisGlyValHis-NH, rendszerben 1:3 aranynal képz6d6 komplexek eloszlasa a pH
fiiggvényében (folytonos vonal), [c(L)=1,21-10" mol/dm” (1:3)];
illetve Cd(I1)-HisGlyValHis-NH, rendszerben 1:3 aranynal képzddd komplexek eloszlasa a pH fiiggvényében
(szaggatott vonal), [c(L)=1,39-10~ mol/dm’ (1:3)]

4.2.2. UV-lathaté spektrofotometrias mérések

Ha a réz(Il) esetében a komplexképzddés soran biszkomplexek jelenlétét nem
feltételezziik, akkor az 1:3 és az 1:1 ardnyl mintdk koncentracid eloszlasi gorbéje nagyon
hasonld, ugyanakkor eltérés figyelhetd meg a kiilonboz6 aranyu rendszerekben felvett UV- és
CD- spektrumokban (12. és 13. abra), ami a [Cul,] jelenlétére utal. A [CuL] nagy stabilitast
komplex, mivel feltételezhetéen az aminonitrogénen €s a két imidazolnitrogénen keresztiil
kapcsolodik a ligandum a fémionhoz kelat illetve makrokelat kialakitasa kozben. Az [Cul,;]
komplexben feltételezziik, hogy a Cu(Il)-ionhoz legalabb az egyik peptid haromfogu
koordinacidval kapcsolddik, ami torzult geometriahoz vezet axialis kotések kialakitasaval. Az

empirikus képlettel kiszamolt Ay.x értékek nem egyeznek meg a spektrumrdl leolvashatd
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értékekkel. Ez az elébb emlitett torzult geometridju szerkezettel magyarazhatd, mely a

nagyobb hulldamhosszi tartomany felé tolja az abszorpcids maximumokat.
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12. abra: A Cu(Il)-HisGlyValHis-NH,; 1:3 aranyu rendszer UV-lathato spektrumai a pH fiiggvényében
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13. abra: A Cu(Il)-HisGlyValHis-NH, 1:1 aranyu rendszer UV-lathato spektrumai a pH fiiggvényében
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A fotometrids adatokb6l a PSEQUAD program segitségével kiszamitottuk az egyes
komplexekre jellemzd spektrumokat. A réz(Il)komplexek egyedi spektrumainak Ap.x €s
moldaris abszorbancia értékeit a HisGly,-vel hasonlitottam Ossze és az adatokat az aldbbi

tablazatban rogzitettem:

3. tablazat: A Cu(Il)-HisGlyValHis-NH, és a Cu(I1)-HisGlyGly-NH, rendszer egyedi spektrumainak Ay s €

értékei:
HisGlyValHis-NH, HisGly, "
Ainax € Ainax €
MLH 690 44 - -
ML 640 45 694 34
ML, 600 77 664 97
MLH_, 630 108 - -
MLH,, 560 120 - -
MLH.; 515 180 - -

A [CuLH] 06sszetételli komplexben a tetrapeptid az aminocsoportjan és az amelletti
imidazolnitrogénen keresztiil koordinalodik a réz(Il)-ionhoz. A [CuL] 6sszetételii komplexben
a réz(Il) az aminocsoporton €s a két imidazolnitrogénen keresztiil kapcsolodik a peptidhez.
Ezt a spektralis adatok is aldtdmasztjadk, mivel ha csak egy imidazolnitrogénen keresztiili
koordinacié valosulna meg, akkor a HisGlyValHis-NH, és a HisGly, esetén hasonld
spektralis paramétereket kapnank (3. tablazat). Azonban a HisGly, [Cul] komplexre kisebb
hullamhosszon jellemz6 az abszorpcids maximum, mint az altalam vizsgalt peptid esetében. A
[CuL;] esetében legalabb az egyik ligandum haromfogu koordinacidval kapcsolddik a Cu(Il)-
ionhoz, de mivel a réz(Il)ionnal a négyes a kedvezd koordinacids szam, torzult geometridju
szerkezet alakul ki. Ez stabilizdlja a komplexet, ami akadalyozza az amidnitrogének
deprotondlodasat, mely folyamatok ennek kdvetkeztében nagyobb pH-n jatszdédnak le. Az
abszoprcidés maximum egyre kisebb hulldmhossz felé tolodik el, és egyre novekszik az
intenzitdsa (15. abra). Lagos tartomanyban a [CulLH.;] Osszetételli komplex jelenléte
figyelhetd meg, melyben az aminocsoport és a harom amidnitrogén koordinalodik a
réz(Il)ionhoz. A [CuL]-bél a [CulLH;] képzédése az amidnitrogének Iépcsdzetes
deprotonalddasaval, a [CuLH.], [CuLH,] komplexek képzdédésén keresztiil torténik. A
[CuLH.,] esetén a fémion az aminocsoporton és egy amidnitrogénen, mig a [CuLH.;] esetén

két amidnitrogénen keresztiil kapcsolodik a ligandumhoz. Ezeknél a komplexeknél azonban
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nem zarhat6 ki az izomer szerkezetek kialakuldsa (74. dbra), az amidnitrogén
deprotonalddasa mellett a ldncvégi imidazolnitrogén kotddése is megvaldsulhat, és a lancvégi

imidazolnitrogén mellett az azt megel6z6 amidnitrogén koordinacioja is lehetséges.

ﬁ
NH
=
HsC o
0O NH
CHj
14. abra: A [CuLH.,] komplex lehetséges izomer szerkezetei
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15. abra: A Cu(Il)-HisGlyValHis-NH, rendszer komplexeinek egyedi UV-lathaté spektrumai
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A nikkel(Il)-komplexek esetén az UV-lathatdo spektrofotometrias mérésekkel
elsésorban az amidnitrogének deprotonalddasa kovethetd nyomon, azokrol a komplexekrdl ad
felvilagositast, melyekben ez a folyamat lejatszodik. A nikkel(II) esetében hasonld a
koordinacié, mint a réz(Il)ionndl. A [NiLH] 0&sszetételi komplexben hisztaminszera
koordinacié figyelheté meg, mig az [NiL] kialakuldsakor az aminocsoport kotddése mellett
két imidazolnitrogén kapcsolodik a nikkel(Il)ionhoz. A Ni(Il)-ion koriil a szabalyos
oktaéderes geometriaju szerkezet kialakuldsa a kedvezd ezért az [NiL,] dsszetételi komplex
esetében mindkét ligandum haromfogi koordinécidja feltételezhetd. Ennek a szerkezetnek
kicsi intenzitisa van 560 nm-en (e~5 M'cm™). Az amidnitrogének deprotonalodasanak jele
418 nm-nél olvasatdé le a spektrumrdl, melynek az intenzitdsa a deprotonalddott

amidnitrogének szdmaval parhuzamosan névekszik (16. dbra).
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16. abra: A Ni(Il)-HisGlyValHis-NH, 1:3 aranyu rendszer UV-lathato spektrumai a pH fiiggvényében

A [NiLH.;] komplexben az aminocsoport mellett harom amidnitrogén kapcsolddik a
nikkel(Il)ionhoz. Az 1:1 aranynal széles, két cstcsot, illetve nagyobb pH-n véllat tartalmazé
savot (17. abra). Ez arra utal, hogy a Cu(Il)ionhoz hasonl6an az amino- €s az amidnitrogének
mellett az imidazolnitrogén is részt vesz a koordindcidban, ami torzult geometria

kialakuldsahoz vezet.
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17. abra: A Ni(II)-HisGlyValHis-NH; 1:1 aranyu rendszer UV-lathatd spektrumai a pH fiiggvényében

Az 1:1 és a 3:2 aranya rendszer UV-lathaté spektrumai kozott jelentOs eltérés
figyelhetd meg lugos pH-tartomanyban (/8. dbra), ami az [NisL,H] 1étezésére utal. 3:2
aranynal pH 11,5-nél is megmarad a széles, vallat tartalmazé csucs, mig 1:1 aranynal a

korabban lathat6 vall visszahuzodik, majd eltiinik a pH ndvekedésével.
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18. abra: A Ni(Il)-HisGlyValHis-NH, 1:1 (kék) és 3:2 (bordd) aranyu rendszer UV-lathaté spektrumai pH 11,5
koriil
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4.2.3. CD-spektroszkopias mérések

A réz(Il)-iont tartalmazé mintdk CD-spektroszkopids vizsgalatai sordn kapott
eredmények aldtdmasztjdk az eddigi feltételezéseinket. A CD-gorbe sorozat adataibol
meghataroztuk az egyes komplexek egyedi CD-spektrumait (79. dbra). A [Cul] és a [Cul;]
Osszetételll réz(I1)-komplexeknek is van a CD-aktivitasa, a [CulL] komplex esetén azonban az
intenzitas joval kisebb, mint a [CuL;,] komplexnél (4. tablazat). A [CuLH_;]-hez nem tudtunk
spektrumot rendelni, mert nagyon kis mennyiségben volt jelen a rendszerben. A [CulLH;]
spektruma alatdmasztja azt a feltételezést, hogy az imidazolnitrogén is részt vesz a
koordinacidéban ¢és izomer szerkezetek alakulnak ki. A [CuLH.;] komplex spektruma az

[NH,, 3xN] koordinaciot igazolja.

1,5 -

Hulldmhossz (nm)

19. abra: A Cu(Il)-HisGlyValHis-NH, rendszer komplexeinek egyedi CD-spektrumai

4. tablazat: A Cu(I)-HisGlyValHis-NH, rendszer komplexeinek A és Ae értékei

Amm) | AeM'em™) | A(am) | AeM'em™) | A(m) |Ae M'em™)
CuL 325 -0,308 655 0,455 - -
CulLH, 490 0,279 570 -0,262 700 0,285
CulLH_3 480 0,982 570 -1,26 - -
Cul, 490 0,279 570 0,011 695 0,952
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3:2 fém-ligandum aranynal a ligos tartomdnyban 1évé CD-spektrumok eltérnek az
[MLH._;] komplex egyedi spektruméatol (20. dbra). Az egyedi spektrumhoz képest nagyobb
hullamhossz felé tolodtak a spektrumok minimum €s maximum helyei, az 1:1 és 1:3 ardnynal

keletkezd egymagvi komplexektdl eltéré komplexek jelenlétére utal.
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—0 24
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20. abra: A Cu(Il)-HisGlyValHis-NH, 3:2 aranyu rendszer és az [MLH_;] komplex CD-spektrumanak

Osszehasonlitasa
A nikkel(IT)-komplexeknek csak akkor van CD-aktivitasuk, ha siknégyzetes

geometridjuak. Ez a szerkezet az amidnitrogének deprotonaldédasakor alakul ki. A [NiL] és a

[NiL,] komplexek CD-aktivitasa elhanyagolhat6 (21. és 22. abra).
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21. abra: A Ni(Il)-HisGlyValHis-NH, 1:3 aranyt rendszer CD-spektrumai a pH fiiggvényében
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22. abra: A Ni(Il)-HisGlyValHis-NH, 1:1 aranyt rendszer CD-spektrumai a pH fliggvényében
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1:1 és 3:2 ardnyndl nemcsak az UV-lathatdo spektrumok kozott, hanem a CD-
spektrumoknal is eltérés figyelhetd meg, mely szintén a tobbmagvu komplexek jelenlétével

magyarazhat6 (23. abra).
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23. abra: A Ni(Il)-HisGlyValHis-NH, 1:1 (kék) és 3:2 (bordd) aranyt rendszer CD-spektrumai pH 11 folott
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4.2.4. Tomegspektrometriai mérések

A pH-potenciometrias, UV-lathaté spektrofotometrids és a CD-spektroszkopids
vizsgalatok alapjan Cu(Il)- és Ni(Il)ion jelenlétében tobbmagvu komplexek képzodését
feltételeztiik. Mindkét fémion esetén valt ki csapadék, mely a réz(Il)ionnal csak erésen lugos
tartomanyban, nikkel(IT)ionndl a pH kisebb ndévekedésével visszaoldddott a titralas soran.
Hogy feltételezéseinket bizonyitani tudjuk, a 3:2 fém-ligandum ardnyu rendszerek
tomegspektrometriai vizsgalatait is elvégeztiik.

Réz(Il)ion jelenlétében nem sikeriilt bizonyitani az [Cus;L,H] 1étezését, de ezzel a
modszerrel kizarni sem lehet, mivel az ionizacid6 soran a kevésbé stabil részecskék
fragmentéalodhatnak.

Nikkel(II)ion esetén sikeriilt bebizonyitani az [NisLoH.¢] (24. dbra) és az [NiLH 3] (25.
abra) jelenlétét is. Ez meglepd eredmény, hiszen a Cu(Il)-komplexeknek a fémion méretébdl
fakadoan nagyobb a stabilitdsuk a Ni(Il)-komplexekhez képest. A Ni(Il)ion koriil kialakulo
stabilis oktaéderes szerkezet lehet az oka, hogy az ionizacid soran nem fragmentalddott a
komplex.

A vizsgalt komplexek adatait a kdvetkez6 tablazatban foglaltam 6ssze:

5. tablazat: Az MS-sel vizsgalt komplexek Osszetétele, molaris tomege és m/z értéke

Komplex dsszetétele Molaris tomeg (g/mol) m/z
[NisL,H ¢]K,*" 1140,1 571,07 (100 %), 570,08 (76,8 %)
[NiLH 3]K," 580,07 580,08
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25. abra: A Ni(II)-HisGlyValHis-NH, 3:2 aranyt rendszerben az [Ni;L,H 4] komplex tomegspektruma (a) és a

szamitott izotopeloszlas (b)
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26. abra: A Ni(II)-HisGlyValHis-NH, 3:2 aranyu rendszerben az [NiLH_;] komplex tdmegspektruma (a) és a

szamitott izotopeloszlas (b)
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5.  Osszefoglalas

A réz(Il)-, nikkel(IT)- és a cink(IT)ion létfontossaghi az €16 szervezetek szamara. A
biologiai rendszerekben foként fehérjéhez kototten taldlhatéak meg. Az enzimeknek
létfontossagu  alkotdjaként  szerepet jatszanak  kiilonbozé  biokémiai  folyamatok
katalizdlasaban. Hidnyuk, illetve a szervezetben felhalmozott f6loslegik is kiilonbozd
elvaltozasokhoz, betegségekhez vezethet. A kadmium a cinkhez nagyon hasonlo elem,
gyakran kisérdelemeként is el6fordul, de a cinkkel ellentétben erdsen toxikus hatésu.

A metalloenzimekben a legfontosabb kotéhely a fémionok szamara a hisztidin
aminosav oldallancaban talalhat6 imidazol nitrogén. Az igy kialakult komplexek szerkezete
ugyanis az egyes oldallancok is hatdssal vannak a koordindciora. A komplexkémiai
folyamatokat nagyban befolyéasolja tovabba a fémion természete és a fémion-ligandum arény.

Munkdm soran egy két hisztidint tartalmazé tetrapeptidet (HisGlyValHis-NHj;)
allitottam el6 szilard fazisu peptidszintézissel. El6szor a peptid tisztasagat ellendriztem, majd
pedig a ligandum réz(Il)-, nikkel(Il)-, cink(Il)- és kadmium(Il)-komplexeit vizsgaltam pH-
potenciometrids, UV-lathato spektrofotometrids és CD-spektroszkopias modszerekkel.

A pH-potenciometrids mérési adatok alapjan réz(Il)- és nikkel(Il)ion esetében is 1:1
fémion-ligandum aranyt komplexek ((MLH], [ML], [MLH.,], [MLH.,], [MLH.;]) illetve egy
biszkomplex ([ML,]) kialakulasat feltételeztiik, melyet az UV-lathato- és a CD-
spektroszkopias mérések is alatdmasztottak. A fémfolosleget tartalmazd mintdkban a
tobbmagva komplexek ([Ms;L,Hs]) létezését tomegspektrometriai vizsgalatokkal is
bizonyitottuk. Cink(II)- és kadmium(II)ion jelenlétében azonban csak [MLH], [ML] és [ML;]
Osszetételli komplexek keletkeztek, az amidnitrogének deprotondlodasa nem jatszodott le.

Savas pH-tartomanyban a ligandum hisztaminszerti koordinacidval kapcsolddik a
fémionokhoz. A Ilugos tartomdny felé haladva a peptid C-terminalis végén 1évo
imidazolnitrogén deprotonalédasa és kapcsoldodasa is megfigyelhetd. Ligandumfelesleg
esetén ezt a folyamatot a biszkomplexek képzddése késlelteti. A pH tovabbi novelése a
réz(Il)- és a nikkel(Il)ion esetében az amidnitrogének deprotonalédaséhoz vezetett, mig a

cink(II) és a kadmium(II)ion esetében a titralas soran csapadék jelent meg.
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6. Summary

Copper(II), nickel(Il) and zinc(Il) ions are essential trace elements for organism.
Mainly they are found linked with proteins in biological systems. They play an important role
in catalysis of different biochemical processes as essential components of enzymes. Their
deficiency or excess accumulated in organism can lead to different changes, diseases.
Cadmium is very similar to zinc. It often occurs as accompanying element of zinc, but in spite
of zinc it has strong toxic effect.

Imidazole nitrogen in the side chain of histidine is the most important binding site for
metall ions. Structure of complexes formed on this way depends on position of histidine
containing group which is a primary binding site for metal ion and the sequence of amino
acids because the side chains also have effect to coordination. Furthermore the complex
formation processes are influenced by the nature of the metal ion and the rate of metal ion and
ligand.

During my work I synthesized a tetrapeptid containig two histidine amino acids
(HisGlyValHis-NH;). The synthesis was performed by means of automated peptide
synthesizer based upon the solid phase peptide synthesis. First of all I controlled the purity of
the peptid, then I studied the copper(Il), nickel(Il), zinc(II) and cadmium(II) complexes of the
ligand with  pH-potentiometric, UV-visible spectrophotometric and CD-spectroscopic
methods.

We supposed the formation of 1:1 complexes ([MLH], [ML], [MLH.,], [MLH.],
[MLH3]) and one bis(ligand) complex ([ML;]) on the strenght of pH-potentiometrical data.
These assumptions were supported by data of UV-visible and CD-spectroscopic
measurement. The existence of multinuclear complex ([M3L,H]) in samples containing
excess of metal ion was proved by mass spectrometric studies. However only [MLH], [ML]
and [ML;] complexes formed in presence of zinc(Il) and cadmium(II) ions, deprotonation of
amino nitrogens didn’t occur.

The ligand binds to the metal ions with histamine-like coordination at acidic pH range.
The deprotonation and coordination of the imidazole nitrogen on the C-termini was observed
by increasing the pH. Formation of bis(ligand) complex shifts this process in case of excess of
ligands. At even higher pH amide nitrogens are deprotonated at presence of copper(Il) and
nickel(Il) ions, but precipitation appears in case of zinc(Il) and cadmium(II) ions during the

titration.
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