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1. Bevezetés

A koordinacios kémia mult évszdzadban bekodvetkezd fejlodésével egy idében
sikeriilt megismerniink az aminosavak, peptidek, fehérjék, nukleinsavak ¢és
makrociklusok komplexképzd sajatsagait. Ismeretes, hogy az atmenetifém-ionok
l1étfontossagi biokémiai folyamatok irdanyitasaban vesznek részt, oly mdédon, hogy az
imént emlitett molekulakkal kdlcsonhatasba 1€épve bioldgiailag is aktiv szerepet betdltd
részecskéket hoznak létre.

Ezek mellett tudatdba kertiltiink annak is, hogy az enzimek fémkotd helyein
leggyakrabban valamilyen olyan aminosav rész szerepel, amely oldallancdban imidazol
tipust nitrogént, vagy cisztein/metionin kénatomot, esetleg aszparaginsav/glutaminsav
karboxiloxigént tartalmaz.

Ezen csoportok képesek arra, hogy a szervezet szamara sziikséges fémionok mellett
kolesonhatasba 1épjenek olyan fémek ionjaival is, amelyek az €16 szervezetek szamara
toxikusak. Ilyen toxikus fémionok a Cd(II), Pb(Il), As(III) és a Hg(I).

A Cd(Il)-ion lagy tulajdonsaga révén konnyen alakithat ki koordinativ kotést a
cisztein aminosav oldallancdban talalhato tiolatcsoport kénatomjaval. Emellett az
aszparaginsav/glutaminsav esetén a kialakuld karboxilatcsoport negativ toltése szintén
lehetdséget adhat a fémion megkotésére, valamint csatolt kelat kialakulasara is van
lehetdség, abban az esetben, ha a fémion képes az amidcsoport deprotonalasat indukalni
(mint példaul a réz(II)- és nikkel(II)ionok).

Célunk volt a vizsgalatok soran, hogy a fentebb emlitett lehetséges koordinacios
viszonyokat tanulmanyozzuk tobb dipeptid, illetve egy tri-, és két tetrapeptid esetén.

Az aszparaginsav/glutaminsav oldallancbeli karboxilcsoportjanak hatasat a peptidek
kadmiummegkoto képességére az Asp-Ala, Glu-Glu, Asp-Glu, Asp-Asp, Asp-Asp-Asp
és az Asp-Asp-Asp-Asp kadmium(ll)komplexein keresztiil tanulmanyoztam.

A cisztein oldallancéban kialakuld tiolatcsoportjanak hatasat pedig a Gly-Cys dipeptid
és az Ac-Cys-Ser-Ser-Cys-NH; szekvencidju peptid Cd(II)-komplexein keresztiil
szerettem volna vizsgalni. A termindlisan védett tetrapeptid nem kaphat6 kereskedelmi
forgalomban, igy ebben az esetben elsddleges cél a szintézis megvalositasa, az optimalis

feltételek megtalalasa volt. Ezt kdvetden terveztiik a fémkoto képesség vizsgalatat.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A kadmium kémidja és felhasznalasa!’!

A kadmium a peridodusos rendszer II.b mellékcsoportjaban, a d-mezd elemeli
kozott talalhatd atmeneti fém, amely megkozelitéleg 0,16 ppm mennyiségben fordul eld
a foldkéregben. Eziistfehér szinli szilard fém, melynek szerkezetére jellemzo a
hexagonalis, szoros illeszkedésii torzult kristalyracs. Ezen torzulas olyan mértékii, hogy
a fématomok minddssze csak hat kozvetlen szomszédos atommal érintkeznek egy
azonos sikban - a hexagonalis szoros illeszkedésli fémracs tipusra jellemzo tizenkettd
helyett -, illetve a tovabbi harom szomszédos atom a kovetkezo sikban mintegy 10%-kal
helyezkedik el tdvolabb. A kadmium és a vele egy csoportban taldlhaté cink és higany
alkotjak a cinkcsoport elemeit.

A kadmium a természetben szulfidjaiként — a szfalerit (ZnS) kiséréjeként - fordul
el6. A soésav és a kénsav nehezen oldja fel, mig a salétromsav konnyebben.
Vegyiileteiben Cd(II)-ion form4jaban van jelen; soinak vizes oldata pedig szintelen és
savas kémhatsi.”

El6szor 1817-ben ismerték fel, mint a cink-karbonat egy szennyezdjét. A huszadik
szazad elsd felére mar széles korben elterjedt az iparban, mint milanyag stabilizator,
festékszinezd, fémorganikus vegyiilet, illetve, mint elektrodanyag a nikkel-kadmium

elemekben.
2.2. Kadmium a ktirnyezetiinkben[?’]

A fém kibocsatasa a levegdbe, a termdéfoldekre és a vizekbe is megtorténik. Ennek
tobb modja is lehet: szines fémek banyéaszata és feldolgozésa, foszfat tartalmu
mitragyak alkalmazéasa, szennyviz-, és csatornaiszapok nem megfeleld kezelése,
fosszilis tiizelanyagok égetése, gumik kopasa.

A kadmium klorid, oxid vagy szulfat vegyiilet formajaban, de gyakran fémpor
alakban jut a levegbbe, ahol vizgéz vagy kisméretli szemcsék (<1 pum) feliiletéhez
kotédik. Az atmoszféradban igy a mérgezd fém akar tobb kilométer tdvolsagra is képes
eljutni a kibocsatas helyétél. Ezt kovetden a fémvegyiiletek leiilepszenek a fold-, illetve
a vizfelszinre, s ily médon bekeriilnek a termdfoldekbe. Az igy felhalmozddott fém -

kiilonb6z6 mozgékonysagu ionjait - a novények képesek felvenni, amely folyamat

4
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eredményeképpen a kadmium, valamint vegyiiletei bekeriilnek az emberi taplalkozasi
lancba.
A vizoldhato6 fémsok révén a természetes vizekbe juté kadmium(II)ionok képesek

Osszekapcsolodni tobb szerves, illetve szervetlen eredetli molekulaval, ami azt

rrrrrr

2.3. A kadmium feldisulasa és veszélyeil”

A népesség nem dohanyzo6 tagjainak szervezetébe javarészt a taplalkozéas utjan
kertil a mérgezd fémion. Azok a ndvényi eredetli termékek, amelyek magas szazalékban
tartalmaznak kadmiumot: a z6ldség-, és gabonafélék. Ennek oka, hogy az elébb emlitett
csoportokban tobb olyan ndvény is talalhatd, amely képes nagy mennyiségben a fémnek
és vegylleteinek a felvételére ¢és tarolasara, anélkiil, hogy az valamilyen kiilsé
elvaltozast okozna (pl. rizs). Természetesen nem csak a ndvényi eredetli
¢lelmiszerekben lehet magas a kadmium(Il)ion koncentracidja, hanem az allati eredetii
¢lelmiszerekben is. Tobb puhatestli ¢l61ény kadmium-tolerancidja is meglepden magas
(pl. kagylok). Természetesen a felvett fémvegyliletek mennyisége fiigg attol, hogy a
term6fold hol helyezkedik el, milyen annak Osszetétele, fizikai-kémiai paraméterei,
illetve, hogy milyen a f6ldon termesztett ndvények fajtdja. A nem dohanyzd emberek
szervezetébe a bevitt kadmium kevesebb mint a 10%-a az ivovizbdl szarmazik. A
dohanyz6 kozosség korében, a kadmium {6 forrdsa a cigaretta fiist, amelybdl a tiidon
keresztiil a kadmium, akar fém akar ionos forméban is konnyen felszivodik.

A kadmium az emberi szervezetben nem tolt be semmilyen alapvetd bioldgiai
funkciot. Az evolucié soran, mint nyomelem nem ¢épiilt be az emberi agyagcsere-
folyamatokba, igy nem rendelkezik 6nallo transzporttal és/ vagy szervezeten beliili
korfolyamattal. Az elsé élettani hatdsait az 1930-as években tapasztaltak. Ekkor még
csak tiidékarosodasra lettek figyelmesek, s csak az 1940-es években deriilt fény arra,
hogy egészségkarosito hatasa kiterjed a csontokra és a vesére is.

A csontokra kifejtett hatdsa a masodik vildghaboru utan kitdrt un. itai-itai kor
kapcsan valt nyilvanvalova. A csontlagyulassal jaro betegséget Japanban azonositottak,
ahol a Jinzu foly6 vonalén elhelyezkedd Toyama lakossadganak idésebb ndi tagjainal
tapasztaltdk a megbetegedés tilineteit. A varos lakossaga a foldeket a folyobol locsolta,
amely a fokozodott fémkitermelés folytan kadmiummal erdsen szennyezett volt. A
kutatasok ramutattak arra, hogy a Cd(Il)-ion képes beépiilni a csontokba a Ca(II)-ion
helyett.
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A belso szervek koziil a vese az, amely a legnagyobb veszélynek van kitéve. A
kadmium ugyanis képes felgytilni a szerv belsd széveteiben, ahonnan tobb mint tiz éves
biologiai felezési idével tirtl ki.

A kadmiumot és vegylileteit karcinogén anyagoknak soroltak be az 1990-es évek
elején. Epidemioldgiai kutatasok azt mutattdk, hogy a tiid6 és a prosztata rak
kapcsolatba hozhat6 a fémmel és vegyiileteivel, melynek oka, hogy a kadmium képes az
oxidativ stressz kivaltasa révén reaktiv szabadgyokoket a szervezetbe juttatni, és ezzel

akar kozvetve befolyésolni a sejthalél folyamatat.

2.4. A kadmium biokémiaja®!™!

Miutan a fém a taplalkozas utjan, ionos vagy valamilyen komplex forméjaban
kotott modon a szervezetbe keriilt, a megfeleld sejtek, illetve szdvetek segitségével
felszivodik és bejut a szervezet ionhdztartasaba. A felszivodas pillanatatol kezdédden
végbemend folyamatok kapcsan inkabb csak feltételezésekbe tudnak a kutatok
bocsatkozni, ezaltal tobb elképzelés is sziiletett mar a kadmium belsé transzport
folyamatait illetden.

Elsé 1épésben a toxikus fémion valdszinlileg fehérjékkel kapcsolodik Ossze,
amelyek leggyakrabban albumin, transzferin és metallotionen lehet. A fémion a fizikai-
kémiai paraméterek valtozasaval egyidejlileg folyamatos ligandumcserék sorozatiban
vesz részt. A kadmium szervezeten beliili korforgasa lehetséges Cd(II)-ion forméjéban,
illetve ezen ion komplex vegyiiletei forméjaban is.

Lehetdség nyilhat az emberi szervezetben arra, hogy a kiilonb6zd biologiai
szempontbol meghatarozé fémek transzportjdba a kadmium bekapcsolddhasson. Tobb
elektrofiziologids beszdmold szerint a fém so6janak nagy koncentracidban vald
megjelenése a sejtek kozott gatolja a natrium, kalium, magnézium és kalcium aramlasat.
Ez a gatlo hatas azonban nem csak egy egyszerli kompetitiv folyamat a fentebbi
fiziologias fémek ionjaival, hanem egy sokkal erdsebb kdlcsonhatas azok enzimjeivel.
A kadmium ugyanis képes arra, hogy lagy tulajdonsaga, ionradiusza, illetve
koordinacids sajtsdgai révén ezen enzimek szubsztratja lehessen.

Ugyan nem tamasztja ala elegendé bizonyiték, de a Cd(l1)-ion transzportja megtorténhet

a Ca(ll)-ion kiszoritasaval. Ekkor az 0in. kalcium csatornakon keresztiil a Cd(II)-ion

szallitddni képes a ZnT-1 mikronutriens transzport gén csalad révén.

A membran fehérjék aktivan részt vesznek a szervezet szaméra gyakran sziikséges

fiziologias fémionok (pl. Na(I)-ionok) transzportjaban, de sokaig ugy véltek a Cd(II)-
6
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ionokat nem engedik at. A meglévl adatokbol azonban arra kdvetkeztethetlink, hogy
van kivétel néhany olyan enzim esetén, amely valamilyen alapvetéen fontos
atmenetifém-iont szallit. I[lyen a DMT1 (divalent metal transporter 1), amely 6 feladata
a vas szallitisa a szervezetben. Az enzim azonban nem rendelkezik kelld
szelektivitassal, igy a kadmium(IT)ionok konnyen az enzim szubsztratjdva valhatnak.

A szabad, toltéssel rendelkezd fémionok képesek a legnagyobb kart okozni a
szervezetben, igy néhany molekula szdmara elsédleges feladat a detoxifikacid. Ilyen
molekulak lesznek a tiolcsoportot tartalmazo glutation (GSH) €s metallotionein (MT). A
membranfehérjék a lehetd legkevesebb kadmium tartalmt szerves vegyiiletet engedik
at, igy a keletkez6 Cd(II)-GSH komplex (el)szallitasat az ABC fehérjék (ATP-koto
kazetta transzporterek) csaladja végzi, mig a Cd-MT komplexek transzportja még nem
tisztazott.

M¢ég egy lehetdség nyilik a kadmium szervezeten beliili szallitasara. Ez az un.
receptor-kozvetitett endocitézis, amely folyamdn a mar elézéleg bejutott
kadmium(Il)ionok altal erdésen indukalt MT-ek atjutnak a sejtmembranon - a 24p3R
receptor kozremiikodésével - és redukaljak a szabad fémionokat. Ett6]l kezdve a vese
nephron csatornasejtjein 1évo receptorok mar a kadmiummal ktésben 1évé MT tartalmu
fehérjéket is atengedik.

A MT-ek kis molekulatomegli fehérjék, amelyek cisztein tartalma igen magas,
ezzel lehetéséget biztositva a fém-tiol (M—IS|H) klaszterek kialakulasara. A MT-ek
Zn(I), Cd(II) és Cu(Il) felé mutatott affinitasuk igen nagy, s6t a Cd(ll)-ion a
szervezetbe keriilve képes a thionein molekuldk képzddést indukalni. Szerkezetiikre
jellemz0, hogy aromas aminosavak csupan csak elvétve fordulnak eld, és a Cys-X(-X)-
Cys szekvencia hétszeri ismétlodése talalhatd meg benniik. Az X jeldlhet barmilyen
tetsz6leges aminosavat, de az aromas oldallanctiak, mint azt fentebb lattuk, kevésbé
jellemzdek.

Az allati Mt-ek hét darab, két vegyértékii atmenetifém-iont képesek koordinalni fém-tiol
kapcsolattal, ami két klaszter kialakulasara ad lehet6séget. Az egyik klaszter M(I1)3Sq
képletli és az N-teminalis aminosav f doménjén keresztiil jon létre. Mig a masik
klaszter, amely M(I1);S1; Osszetételii a C-terminalis aminosav @ doménjén keresztiil jon
létre. Az allati Mt-ekben a fém meghatdrozza a fehérje negyedleges szerkezetét, és 6k
maguk a bels6 doménekhez koordindlodva helyezkednek el. A peptidlanc pedig korbe
veszi a két klasztert és rogziti a hét atmeneti fémiont tetraéderes térszerkezetet

kialakitva, kizarolag csak a cisztein aminosav kén donoratomjait felhasznalva
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A szervezetbe bekeriilt kadmium taroldsara nem minden MT képes, ugyanis a
kadmium detoxifikalasa nem elsédleges feladata ezen molekulaknak. A MT egy reaktiv
molekula, amely a fémek sejtek kozotti elosztasdban vesz részt. Ligandumcsere folytan
a MT-ek képesek a kadmium lecserélésére, olyan molekula kozremiikodésével, amely

szintén tiolcsoportokban gazdag.

2.5. A kadmium koordinaciés kémiajal”

A kadmium toxicitasa, mint azt fentebb mar lattuk, fligg attol, hogy a fém milyen
formaban van jelen az ¢l szervezetben. Az esetek nagytobbségében, sot szinte
kizarolag, azt mondhatjuk, hogy a fém az emberi szervezetben, valamilyen
bioligandummal képzett komplexe formdjadban taldlhato meg, amely komplexek
stabilitasa eltérd lehet.

A kadmium(ll)iont 4d™ elektronszerkezet, lagy karakter és nagyfoku
polarizalhatdsag jellemzi, &m ettdl fiiggetleniil nem tartozik a tipikusan soft kationok
kozé. A soft ligandumokkal képzett koordinacids kotéseire jellemzd, hogy kovalens
jellegliek is lehetnek. A legstabilisabb komplexet a S, N, és O donoratomokkal képzi,
ahol a sorrend az ezen atomok felé mutatott csdkkend affinitast is kifejezi. A kialakuld
fehérje, nukleinsav (P donoratom) és egyéb komplexek stabilitdsa annak fiiggvénye,
hogy milyen a komplexképzddést kisérd energiavaltozas. Az energiavaltozas mértéke a
részt vevo ligandum kémiai, sztereo kémiai és kemény-lagy tulajdonsagatol, valamint a
kelateffektus fellepésétdl fiigg.

A kadmium(Il)ion sztereokémiai viselkedése meglehetdsen valtozatos. Az 4ltala
képzett komplex vegyiileteiben koordindcidés szama 2 és 8 kozott valtozhat. A 44"
elektronkonfiguracio ellenére elég gyakran jelennek meg torzult geometriaji komplexek
IS. A kadmiumra(Il)ionra jellemzO a tetraéderes geometria, amely szintén az
elektronszerkezet kvetkezménye.

Altalanosan igaz, hogy a kialakitott komplex stabilitisa aranyosan novekszik a
ligandum koordindlédni képes donorcsocsoportjainak szdmanak nodvekedésével.
Kovetkezésképpen egy polidentat ligandum, amely tiolcsoportokban gazdag, kénnyen
stabilis komplexet alkot a Cd(Il)-ionnal. Ilyen stabilis komplexeket képeznek a mar

elézoleg is targyalt MT-ek.
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2.6. Aminosavakkal és peptidekkel képzett komplexek eddigi Vizsgélata[e]m

Az o-aminosavak vizes oldatban ikerionos formaban vannak jelen. Ennek a
formanak koszonhetéen mind proton leadasara, mind pedig proton felvételére képesek
ezek a vegylletek. Ennek oka a molekuldban kialakul6 karboxilat- ¢és
ammoniumcsoport protonaltsagi foka.

Ismeretes, hogy az aminosavak kiilonboz6 atmenetifém-ionokkal stabilis bisz- és
triszkomplexeket képezhetnek. A képz0dd komplexek szerkezete, valamint stabilitasa
az illetd fémion Lewis sav-bazis sajatsagagatol és az aminosav donorcsoportjainak
szamatol fligg. Az oldallancukban donorcsoportot nem tartalmazé aminosavak az
amino- és karboxilatcsoporton keresztiil képesek koordinalédni a fémionhoz, ezzel
Ottagu kelatgyurit kialakitva (1.(a) dbra).

A peptidekben a két termindlis csoport egymastol tavol helyezkedik el a
peptidlanc két végén, igy azok egyidejli koordinacidja nem valdsul meg. Szintén a
fémion sajatsdga az, amely meghatarozza, hogy az amino- és karboxilatcsoportok koziil
melyik lesz az elsddleges kotdhely az adott fémion szaméra. Atmenetifém-ionok esetén
a peptidek aminocsoportja lesz a horgonycsoport, és a peptidkotés karboniloxigénjének
részételével (1.(b) dbra) alakul ki egy kelat, amely kozepes stabilitasu, [MA] komplex
kialakulasat eredményezi. Ez a komplex azonban csak savas pH-tartoményban képes a
fémion hidrolizisét visszaszoritani, igy ha az amidnitrogén deprotonalddasa nem
kovetkezik be a pH emelésével, fémhidroxid csapadék levalasaval kell szdmolni.
Azonban az amidnitrogén nemkdotd elektronparja a peptidkotésben részt vevé atomokon
delokalizalodik, aminek hatdséara a szén-nitrogén kotés kettdskotés karaktertivé valik, és
az amidcsoport a teljes pH-tartomanyban semleges lesz (természetesen nagyon 1agos,
illetve savas kozegben nagyon gyenge savként €s bazisként viselkedhet)

Az irodalomban ismert, hogy az amidnitrogén deprotonalddasa csak akkor kovetkezik
be, ha a ligandum az amidnitrogénnel kelatképzé helyzetben tartalmaz egy erdsen
koordinal6d6 horgonycsoportot. Hogy egy adott ligandum esetén, mely csoport tolti be
ezt a szerepet az nagyban fiigg a fémion tulajdonsagaitdl, kemény-lagy sajatsagatol.
Ilyen amidnitrogén deprotonalddast indukalo fémek a PA(IT), Pt(I1), Cu(Il) és a Ni(II).

Az amidcsoport mérheté pH-tartomanyon bekdvetkezé deprotondlodasa utan a peptid
tagszamatol fliggden lehetdség nyilhat arra, hogy tobb amidnitrogén is részt vegyen a
fémion megkdtésében (peptidszerii koordinacio). Az igy kialakulni képes [MAH.]
(1.(c) abra), késébb [MAH.,] komplexek kiugréan nagy stabilitastuak, és lugosabb pH-
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tartomanyban is képesek visszaszoritani a fémion hidrolizisét. Az [MAH.;] Osszetételi
komplexben a fémionhoz az amino- és amidnitrogén mellett a dipeptidek esetén a

karboxilat-oxigén, mig oligopeptidek esetén a kovetkezd karboniloxigén koordindlodik.

R1\ /O
R 0 R Tz 0 /CH_C\/
~H = N H 1 r\/ H R,
/C—C\ /C—C\ NH CH u\ _ HN,_ I,N'—C/
: \ 0 AN
HoN ’,O HoN ’,O ,M\
et Ve “o—c\
@ (b) 9 NH A

1. abra: Egy aminosav (a) és egy dipeptid (b) [MA], valamint egy peptid
[MAH_1] (c) komplexének szerkezete!®l”

Azzal kapcsolatosan, hogy a kiillonb6z6 aminosavak, és peptidek milyen
komplexek kialakitasara képesek a kadmium(Il)ionnal, illetve, hogy kialakul e kettds
kelatgyiirii a fémion jelenlétében, mar megel6zon foglalkozott a Bioszervetlen Kémkiali
Kutatocsoport. A kapott eredményeket a vizsgalt peptidek oldallancaban levd

donorcsoportok szerint szeretném bemutatni:

1) Az oldallainchan koordindlodo donorcsoportot nem tartalmazo  peptidek
:[81[10]

koordinacios sajdtsdgai

A termindlis aminocsoport erdsebb kapcsolatot képes kialakitani a soft jellegii
fémionokkal, mint példaul a Cd(Il), Pb(Il), Zn(Il). Szildrd fazisban a terminalis
karboxilcsoport koordinécioja is tapasztalhatdé ezen fémionokkal, igy a Cd(II) szamara
egy peptid mindkét terminalis csoportja jelenthet kotohelyet a megfeleld koriilmények
kozott. A legegyszeriibb, de kis stabilitasu komplexet biztositdé koordinacid, peptidekkel
torténd kolcsonhatas soran, az (NHz, CO), amely a lancvégi aminocsoporttal
szomszédos karbonilcsoport részvételével jon létre. A Zn(I)-ionok az amidnitrogén
deprotonaldodasat nem képesek indukdlni. A Cd(Il)-ionnal mutatott hasonlo
tulajdonsagaik miatt, sejthetd, hogy ezen fémion sem képes erre. A varakozasoknak
megfeleld eredményt kaptak kutatdocsoportunk tagjai, ugyanis gy taldltak, hogy a
Cd(I1)-ion a 3d atmentifémekhez képest nagyobb ionméretébdl kovetkezden valdban

nem indukélja az amidnitrogén deprotonalodasat.

10
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2.) Az oldallancban imidazolgyiiriit tartalmazo peptidek koordinacios sajdtsdgai[sl

A peptidek szekvencidjaban talalhato hisztidin hatasara a Cd(l1)-ion képes lehet az
amidnitrogén deprotonalasara, azonban ez csak erdsen lugos kdzegben valosulhat meg

(pl. Gly-His).

3.) Az oldallancban tioéterkén-atomot tartalmazé peptidek koordindcios sajatsd-
gaieIe!

A tioéterkénatomot tartalmazd peptidek a kadmium(Il)ionokkal az egyszerii
peptidekre jellemzé komplexképzddési folyamatokat mutatnak. [MA] komplexek
keletkeznek a fémionnal alkotott rendszerekben legnagyobb mennyiségben, amelyek

koordinacidja (NHa, CO).

4.) Az oldallancban tiolcsoportot tartalmazo peptidek koordinacios sajatsagai [2001]

A kadmium(IT)ion ¢és a tiolkénatom kozott kialakuld kolesonhatas erds, kovalens
kotés jellegli. Kadmium(Il)ionok esetén azonban a tiolkénatom nem képes kelatképzd
helyzetben horgonycsoportként eldsegiteni az amidnitrogén deprotonalddasat, de a C-
termindlis helyzetben ciszteint tartalmaz6 di- és tripeptidek a peptidlanc C-terminalis
részén kotik a fémiont (S°, COQO") koordindcidval. Ezzel a koordinacioval egy stabilis
hattagt kelatgytiri alakul ki, amely egy stabilis komplex 1étrejottét eredményezi.

Ha a fémion és a tiolkénatomot tartalmazd peptidek esetén kialakuld lehetséges
koordinaciés modokat dsszehasonlitjuk egymassal, akkor azok erdssége a (S,N,O) >

(S,N) > (S,0,0) > (S,0) sorrendben csokken.

11
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3. Kisérleti koriilmények

3.1. Felhasznalt anyagok

A kadmium(ll)-oldatok elkészitéséhez a Reanal cég analitikai mindségli termékét
¢és egy az egyetemen kristalyositott Cd(NO3), sot hasznaltam.
argon alatt készitett és tarolt KOH-oldattal végeztem. Vizsgalataim soran az allando
ioner8sséget 1,0 mol/dm?® koncentracioji KNOs-oldattal biztositottam.

A 'H NMR vizsgalathoz 99,8%-os izotoptisztasagl, az ISOTEC Inc. cég altal
eldallitott NaOD-t, HDOs-t és D,O-t hasznaltuk.

Az Ac-Cys-Ser-Ser-Cys-NH; a szilardfazisu peptidszintézishez sziikséges
vegyszereket szintén kereskedelmi forgalombol szereztiik be, és tovabbi tisztitas nélkiil
hasznaltuk fel Oket. A Fmoc-védécsoportot tartalmazé aminosavakat, a 2-(1-H-
benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium tetrafluoroboratot (TBTU) és N-hidroxi-
benztriazolt (HOBt) az InBios cégtdl, a piperidint, a triizopropil-szilant (TIS), az
ecetsavanhidridet, az N,N-diizopropil- etilamint (DIEA), dietil-étert (Et,0O) ¢és trifluor-
ecetsavat (TFA), a 3,6-dioxa-oktanditiolt (DODT) a Sigma-Aldrichtol rendeltiik. Az
N,N-dimetil-formamid (DMF), az acetonitril (ACN) és a diklormetan (DCM) a Labscan
Analytical Sciences ir cégtdl keriiltek hozzank. A Novasyn TGR gyanta pedig a
Novabiochem svajci cégtdl érkezett.

Az oldategyensulyi vizsgalathoz hasznalt tovabbi peptid molekuldk a Gly-Cys,
Asp-Asp, Asp-Asp-Asp, Asp-Asp-Asp-Asp, Asp-Ala, Asp-Glu, Glu-Glu peptidek

forgalomban kaphato vegyszerek, amelyeket a Bachem cégtdl vasaroltunk.

3.2. A pH-potenciometrial”']

Az oldatfazisban lejatsz6dd komplexképzddési folyamatok vizsgalatara a pH-
potenciometria modszerét hasznaljadk a legelterjedtebben. Alkalmazasanak feltétele,
hogy a vizsgélt fémion hatdssal legyen a ligandum protonalédési egyenstlyara, azaz,
hogy a komplexképzodést pH-effektus kisérje.

A pH-potenciometrias mérések a kiilonb6z6 fémion-ligandum ardnyoknal lehetdséget
adnak arra, hogy a rendszerben képz0dd részecskék oOsszetételét, illetve stabilitasi

allandoit (logp) meghatarozhassuk.

12
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A potenciometria az elektrolit oldatba meriilé6 elektrod feliiletén kialakuld
elektrodpotencial mérését jelenti. Az elektrod feliiletén kialakuld potencidl és az

elektrodaktiv komponens aktivitasa kozotti kapcsolatot a Nernst- egyenlet irja le:
RT
€ =¢°+—Ina 1
— 1)

ahol &° a rendszer formalpotencialja [V], R a gazallando [J/molK], T a termodinamikai

homérséklet [K], n az elektronszam-valtozas, a az elektrodaktiv komponens aktivitasa
¢s F a Faraday-alland6 [96486 C/mol].

Az aktivitas és a koncentracid az analitikdban vizsgalt hig oldatokban, jo
kozelitéssel egyenldnek tekinthetd. Az elektrodpotencialbol tehat az elektrodaktiv anyag
tudunk mérni kozvetleniil, ezért az indikatorelektrod (esetiinkben pH-érzékeny
tivegelektrod) potencidljat egy konstans pontenciali viszonyitd elektréddal szemben
mérjiikk. Mivel a viszonyitd elektréod pontos potencidljat sem tudjuk pontosan mérni,
ezért a mérés soran mindig csak potencialkiilonbségek rogzitésére van lehetdségiink, S
ezekbdl kell a megfeleld kalibracio segitségével analitikai informacidokhoz jutnunk.

A leggyakrabban hasznalt viszonyitd elektrodok az eziist/eziist-klorid-elektrod, illetve a
higany/higany(l)-klorid masodfaju elektrodok. Ezeknek a rendszereknek a potencialja
allando.

A lug mérdoldattal torténd titralas, amely soran a fémion verseng a hidrogéninonnal a

kotohelyért, a kovetkezd egyenlettel jellemezhetd:
nHL + M™ === ML,™"* + nH" (2)

A bruttd komplexképzddési folyamat altalanos formdja, amelyben az egyszeriiség

kedvéért a toltéseket nem tiintettem fel, a kdvetkezd egyenlettel irhato le:
pM + gL + rH = [M,LH/] (3)

Az M a fémion, az L a ligandum, a p, q és r pedig a sztdchiometriai egyiitthatok. Egy
MpLgH, 0Osszetételli komplex bruttd stabilitdsi éallanddja a kovetkezd képlettel

szamolhato:

13
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_ _[MpLgHy]
BPCIT ~ [M]P[L]4[H]" (4)

A potenciometrids titralds soran regisztralt pH és a hozzdadott lug térfogat adatpart
Ehhez a SUPERQUAD™! nevii szamitogépes programot hasznaltam. A kiilsnbdzé
aranyban fémiont és ligandumot tartalmazé rendszerekben képz6dé komplex részecskék
stabilitasi allanddit szintén egy szdmitdgépes program segitségével szdmoltuk. Ez a

program a Tanszéken fejlesztett PSEQUADM

program, amely képes a bevitt adatok
ismeretében (titralas pH-térfogat adatparjai, kiindulasi fémion-ligandum-hidrogénion
koncentracio, a titrald lugoldat koncentracidja, vizionszorzat, Irving allandd, a szdmolni
kivant részecskék becslilt vagy pontos stabilitasi allandoja) Newton-Rapson iteracidval
a stabilitasi allandok kiszamitasara. Ezek az allandok a kovetkezd anyagmennyiség-

egyenletek alapjan szamolhatok:

Ch = [H] + Z?zl riﬁpqr[M]?[L]?[H]g (5)
Cv = [M] + X1y 0iBpar IMIT LI HI] (6)
cL = [L] + Xy qiBpqr M1 LI [H]} (7)

Az igy kapott értékek felhaszndlasaval eloszlasokat tudtunk késziteni, amelyeket a
MEDUSAM! program segitségével szerkesztettem meg.

A mérésekhez egy szamitogép altal vezérelt automata MOL-AcS biirettat
hasznaltam, ahol a karbonatmentes KOH-mérdoldat adagolasa egy 2,5 cm® végtérfogata
Hamilton fecskendébdl tortént. A pH mérés egy MOLSPIN pH-mérdvel tortént, amihez
egy Metrohm 6.0234.110 kombinalt tivegelektrod volt csatlakoztatva.

A mérések soran vizes oldatokat hasznaltam, amelyek kiindulasi térfogata harom, illetve
négy cm® volt, és az 4llandé 0,2 mol/dm® ionerSsség biztositasara sziikséges
mennyiségben tartalmaztak 1 mol/dm?® koncentracioju KNOs-oldatot.

crer

tortént, amely pH-ja 298 K hoémérsékleten 4,008. Az dallandé 25°C (x1°C)
katalitikusan tisztitott Ar gazzal biztositottam.

A diffazios potencial kikiiszobolésére az Irving ¢és munkatarsai altal kidolgozott
14
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modszert alkalmaztam.**!

3.3. Szilardfazisu peptidszintézis

Az oldategyensulyi vizsgalatokhoz hasznalni kivant ligandumok koziil az acetil-
ciszteinil-szerinil-szerinil-ciszteinil-amid (Ac-Cys-Ser-Ser-Cys-NH,) szintézisére kertilt
sor Merrifield-féle szilard fazist peptidszintézis Utjan. R. B. Merrifield 1962-ben
publikalt cikkében ismertette azt az altala kidolgozott szintézismddszert, amely késobb
lehetdvé tette a folyamat automatizalésat.

A Merrifield-féle modszert™ ¥ soran a peptidek szintézise szilard fazishoz kétve
torténik. A hordozd egy klormetilezett sztirol-divinil-benzol kopolimer (gyanta),
amelynek egy grammjdban koriilbeliil tiz millid6 szemcse van. A szemcsék feliiletén és
azok belsejében olyan funkcidscsoportok vannak, amelyek lehetévé teszik, hogy a
szemcsékhez aminosavak kotddjenek. A reaktansok ¢és termékek ezen csoportokhoz
vald kotddését és lehasadasat eldsegitendd a gyantdhoz olyan szerves oldoszereket
adnak, amelyben jol duzzad.

A peptidek 1épésenkénti szintézisében két 1épés ismétlddik: a véddcsoport eltavolitasa a
védett aminosavrol majd késébb a peptidrél, valamint a masik N-terminusan védett és
aktivalt aminosav hozzakapcsoldsa a szabadda valt aminosavhoz.

A peptid szintézisét automatizalt modédon egy mikrohullamt  Liberty
Peptidszintetizald késziilékkel végeztik. A szintézishez NovaSyn TGR gyantat
hasznaltunk, az aminosavakat a TBTU/HOBt/DIEA technika segitségével aktivaltuk.

A Fmoc véddcsoportok eltavolitasat a késziilék 20% piperidint tartalmazé DMF-oldattal
hajtotta végre 180 masodpercig 75 °C-on 25 W teljesitménytli mikrohulldmu sugérzas
segitségével. Az aminosavak csatolasa 300 madsodpercig szintén 75 °C-on, 25 W
teljesitményli mikrohullamu sugarzas hatdsara ment végbe, amelyhez az aminosavakat
négyszeres feleslegben alkalmaztuk, aktivalasukra pedig a kovetkezd -elegyet
hasznaltuk: 0,5 mol/dm® HOBt, 0,5 mol/dm® TBTU DMF-ben oldva, 2,0 mol/dm®
DIEA-oldat. A szintézis utolsd 1épésében az eldallitott peptidet tartalmazd gyantat,
amelyr6l a Fmoc véddcsoport eltavolitasa megtortént, 5 V/V% ecetsav-anhidridet és 6
VI/V% DIEA-t tartalmazo6 oldat hozzaadasaval kezelte a késziilék azért, hogy a peptid
N-termindlis végére acetil véddcsoportot tudjon kiépiteni.

A peptid gyantarol torténd hasitasat, €s az oldallancbeli cisztein véddcsoportjanak

eltavolitasat szobahomérsékleten végeztiik el 94,0 V/V% TFA, 1 V/V% DODT, 2,5

15
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VIV% TIS, 2,5 VIV% H,0 elegyével. A gyantardl lehasitott peptidet sziiréssel
kiilonitettiik el. A nyers peptidet hideg dietil-éterbe csepegtetve valasztottuk le, az igy
keletkezett anyagot dekantdldssal és centrifugaval vald tomorités utan argon gazzal
szaritottuk, vizben feloldottuk és végiil liofilizaltuk.

Az alkalmazott old6szer mind a gyanta duzzasztasara, mind a szintézis folyaman DMF
volt.

A szintetizalt ligandum tisztasagat tobb modszerrel is ellendriztiik: egy forditott
fazist folyadékkromatografias berendezéssel, amely egy Prostar diddasoros detektorral
ellatott VarianPrepstar 200 model SD-1 késziilék, egy BRUKER AM360 MHz FT-
NMR  késziilékkel, valamint egy BRUKER micrOTOF-Q 9 tipusu
tomegsprektrométerrel.

A tisztasadgvizsgalat ramutatott arra, hogy a nyers peptid kétkomponensti volt.
Megkozelitéleg ~20%-ban szennyezett volt olyan peptid molekulakkal, amelyek
tartalmaztak oldallancukban azt a tercbutilcsoportot, amely a szintézis alatt

véddcsoportként volt jelen a szerin oldalldncban talalhato tiolcsoporton.

34 A Gly-Cys-kadmium(II) rendszerbél szilard formaban Kkivalt komplex

vizsgalata

A glicil-cisztein kadmium(IT) 1:2 aranyu rendszerében 7,4 pH érték koriil, szilard
formaban kivalt komplex dsszetételét UV lathatod spektrofotometria és atomabszorpcids

spektrometria (FAAS) segitségével ellendriztiik.

3.4.1. UV-lathato spektrofotometria

A mérés Perkin Elmer Lambda 25 kétsugaras fotométeren tortént, amihez 1,000
cm-es uthosszii kiivettdt hasznaltam. A spektralis vizsgéalatot 250-900 nm-es

hullamhossz tartoméanyon végeztem.
3.4.2. Atomabszorpcios spektrometria (FAAS)

A mérés egy 200 SERIES AA, 240 FS AA tipusu (Agilent Technologies,
Malajzia) késziiléken tortént, 228,8 nm hullamhosszon. A hasznalt résszélesség 0,5 nm
volt, tovabba a mérésekhez a levegére nézve 13,5 L/s, acetilén gazra nézve pedig 2,00
L/s aramlési sebességli acetilén-levegd gazelegyet hasznaltunk. A standard oldatokat

crer
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crer

koncentraciora. Deutérium lampas hattérkorrekciot alkalmaztunk a vizsgalatok soran.
3.5. 'H NMR spektroszképia

Az Asp-Ala ligandum, valamint a ligandumot és a Cd(ll)-ionokat 3:1 aranyban
tartalmazo rendszer *H NMR spektrumat vizsgaltuk a pH fiiggvényében. A szilard
peptidet 99,8%-o0s izotdptisztasagu D,0O-ban oldottuk fel, és a mérések soran a kozeg
pD értékének beallitasthoz NaOD- és DNOs-oldatokat hasznaltunk. A spektrumok
felvétele BRUKER AM360 MHz késziiléken tortént és a standard natrium-3-trimetil-
szilil-propanszulfonat (TSP) volt, amelyre 8(TSP)= 0 ppm. A kiértékeléshez az Mnova

szamitogépes szoftvert hasznaltuk.
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4. Eredmények kiértékelése

4.1. A vizsgalt peptidek konstitucios képletei

Az eredmények konnyebb attekintéséhez, illetve értelmezéséhez ennek a
fejezetnek az elején a vizsgalatokhoz hasznalt ligandumok konstiticios képleteit
mutatom be. Az oldallancban karboxilcsoportot tartalmazéd peptidek a 2. dabran, a

tiolcsoportot tartalmazok a 3. abran talalhatok.

H O
[l H [l I
H2N—C|)H-C—N—C|)H-C—OH H2N—(|3—C—N—C|)—C—OH
?Hz (|3H2 c|:H2 CH;
Cl):O (|::O (lj:O
OH OH OH
Asp-Asp Asp-Ala
v 9n 9w 9
H;N—CHC—N—CHC—N-CHC—N—CHC-OH
GHo - GHo  GH,  CHy
(l;:o (l;:o (P:O (I;:O
OH OH OH OH
Asp-Asp-Asp-Asp
o] o) o) o
T n H I Q H I
HoN—CH C—N—CHC—N—CHC—OH HzN—?H'C_N—(IDH-C—OH
(|3H2 (|3H2 (|3H2 C|3H2 (|3H2
o
OH OH OH OH <|::o
OH
Asp-Asp-As
P-ASP-ASP Asp-Glu
o)
H Il
H2N—CH—C—N—(|3H—C—OH
g
(|3H2 ?Hz
Cl):O (|::O
OH OH
Glu-Glu

2. abra: A felhasznalt, oldallancukban karboxilcsoportot tartalmazo peptidek 18
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@] 0]
Il H I
H2N—(|:H—C—N—CH—C—OH
SH
Gly-Cys
O O 0] @] O
/I w I | w I |
H3C—C—N—CH—C—N—(|3H—C—N—C|3H—C—N—CH—C—NH2
N S A
SH OH OH SH

Ac-Cys-Ser-Ser-Cys-NH,

3. abra: A felhasznalt, oldallancukban tiolcsoportot tartalmazoé peptidek

4.2. Oldallancukban karboxilcsoportot tartalmazoé ligandumok sav-bazis

tulajdonsagai

A vizsgalt aszparaginsav/glutaminsav tartalmua peptidek egy aminocsoportot és 2-
5 Kkarboxilcsoportot tartalmaznak. Azaz 3-6 deprotonalodasi allandéval tudjuk
jellemezni 6ket. A kovetkezd (4. abra) az Asp-Ala, Asp-Asp, Asps és Asps peptidek

titralasi gorbéit egy abran tiintettem fel:

12
11
10
9
8
L 7
o Asp-Ala
° Asp-Asp
> Asp-Asp-Asp
4 Asp-Asp-tsp-Asp
3
2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Lug ekvivalens
4. abra: A mért pH a titralas soran adagolt ekvivalens lig mennyiség térfogatanak
fliggvényében
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A titralasi gorbéken két pH ugras lathat6: az elsé 1épcsdben a karboxilcsoportok a
masodik 1épcsOben pedig az ammoniumcsoport deprotonalddasa jatszodik le. A titralasi
gorbék jol tiikkrozik, hogy minél tobb karboxilcsoportot tartalmaz egy molekula, annal
tobb titrald oldat sziikséges az elsd deprotonalodasi szakaszhoz. Igy rendre kettd,
harom, négy, illetve 6t ekvivalens KOH-oldat hozzaadédsa utan figyelhetd6 meg a pH
ugras az egy, kettd, harom, illetve négy aszparaginsavat tartalmazé peptideknél.
Hasonlo lefutast titralasi gorbéket kaptunk a glutaminsavat tartalmaz6 peptidek
esetében is.

Az altalunk mért, illetve szamolt deprotonalddasi allandok (1. és 2. tdbldzat)
koziil a legnagyobbak az aminocsoporthoz rendelheték, mig a legkisebbek javarészt a
peptidlanc végén talalhato karboxilcsoporthoz. A koztes értékek szinte minden esetben
az oldallancban levé karboxilcsoportoknak tulajdonithatok. Azonban mivel a
karboxilcsoportokhoz tartozé protonalodasi egyensulyok nagymértékben atfednek, ezért

rrrrr

nem lehetséges.

1. tablazat: Az aszparaginsavat tartalmazo peptidek deprotonalddasi allandoi T=298 K,
I= 0,2 mol/dm?® (KNO3)

Asp-Ala Asp-Asp Asp3 Asp, B-Alam]
1gB(HA) 7,899 (9) 8,075(8) 8,100(1) 8246(8) | 10,080
1gB(HA) 11,500 (2) 12,410 (2) 12,810 (2) 13,270 (2) | 13,790
1gB(HzA) 14,230 (2) 15,680 (2) 16,650 (3) 17,620 (2) -
1gB(H4A) - 18,200 (1) 19,660 (5) 21,410 (3) -
1gB(HsA) - - 21,600 (1) 24,570 (3) -
1gB(HeA) - - - 26,970 (6) -
pK1 2,730 2,520 1,940 2,400 3,710
pK 3,601 3,270 3,010 3,160 10,080
pK3 7,899 4,335 3,840 3,790 -
pK4 - 8,075 4,710 4,350 -
pKs - - 8,100 5,024 -
pKG - - - 8,246 -
PK(NH3z )iigangum 7,899 8,075 8,100 8,246 10,080

Az N-teminalis helyzetben levd aszparaginsav az aminocsoport pK értékét kismértékben

csokkenti. Ez a tendencia az irodalomban mar jol ismert.[*®!
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2. tblazat: A glutaminsavat tartalmazo peptidek T= 298 K, 1= 0,2 mol/dm® (KNOs)

Asp-Glu  Glu-Glu | Ala-Alal*”

1gB(HA) 802(1) 8,09 (1) 8,26
1gB(H,A) 12,45 (2) 12,62 (2) 11,34
1gB(HsA) 1583 (3) 16,35 (3) -
1gB(H4A) 18,29 (5) 18,76 (6) -

pK1 2,46 2,41 3,08
pK> 3,38 3,73 8,26
PKs 4,43 4,53 -
PK4(NH;s")jigangum 8,02 8,09 8,26

4.3. Az aszparaginsavat/glutaminsavat tartalmazé peptidek kadmium(II)-ionokkal

alkotott rendszereinek vizsgalatai

A fémiont is tartalmazd rendszerek titraldsi gorbéi a szabad ligandum titralési
gorbéitdl eltérést mutattak, azaz a rendszerben tortént komplexképzddés. A kiilonb6zo
aranyban fémiont és ligandumot tartalmazo rendszerek titralasi gérbeibdl szamitdgépes
programmal kiilonb6z6 6sszetételti komplexeket tudtunk leirni (3. tdbldzat). Mono- és
biszkomplexek a kiilonb6zd rendszerekben egyarant keletkeztek. (A komplexek
jelolésénél a toltések feltiintetésétdl eltekintettem, mert azok értéke fligg a ligandumok

oldallancbeli donoratomjainak mindségétol.)

3. tablazat: A peptidek kadmium(Il)ionokkal képzett komplexeinek stabilitasi allandoi
T=298 K, I=0,2 mol/dm® (KNO3)

1gB(MAH,) Asp-Ala Asp-Asp Asp;  Asp,  Asp-Glu Glu-Glu | p-Ala®™
CdAH, - - - 15,74 (3) - - -
10,32

CdAH - 96116 ¢ 1108() 1023(5) 1058(3)| -
CdA 281(9) 338(2) 3.82(4) 420(3) 370(3) 368(3) | 342
CdA, 524(19) - i i i i 6,06
CdAH, . 587(5) ‘?’21)3 . 530@3) 552(8)| -6.69
CdAH; - - i - - - -3,30
PK(NH: Yyomplex ] 623 650 687 687 690 i
pK(CdA/CdAH.,) - 9,25 9,95 - 9,00 9,20 13,11
PK(CAAH,/CAAH) ; ; ; 4,67 ; ; ;
pK(CdA/CdAH_;)= logB(CdA)-logB(CdAH )

21

PK(NH3")kompiex= 10gB(CdAH)-logB(CdA)
pK(CdAH,/CdAH)= logB(CdAH,)-logB(CdAH)



Lukdcs Mdrton Kadmium(ll)-peptid rendszerek oldategyensulyi vizsgdlata

A savas pH-tartomanyon, egy kivételtdl eltekintve, mindegyik vizsgalt ligandum
esetén le tudtunk irni egy [CAAH] osszetételii protonalt komplexet, amely komplexben
az aminocsoport feltételezhetden protonalt formaban volt jelen. A fémion megkotése
ebben az esetben valamely karboxilcsoport deprotonaldédasaval és koordinacidjaval
kezddédik meg, és a kialakuld komplex tobb karboxilatcsoport részvételével jon 1étre.

Az Asp-Ala esetén [CdA] és [CdAg]z' komplex Osszetételt tudtunk szédmolni. A
koordinacié ebben az esetben feltételezhetden B-alanin szerti (NH2, COO) koordinacio,
amely létrejotte a termindlis aszparaginsav jelenlétének koszonheto.

A [CdAH] komplex a pH emelésével deprotondlodik ¢és [CdA] Osszetételli

komplexszé alakul. E folyamat soran az ammoniumcsoportrdl egy disszociabilis proton
hasad le, és az igy kialakulé aminocsoport nagy valdsziniiséggel részt vesz a fémion
megkotésében. Ezt tamasztja ala az a tény is, hogy a 3. tdblazatban szamolt
pK(NH3+)komp|eX érteke kisebb, mint a csak szabad ligandumot tartalmazd rendszerek
esetén @ PK(NH3)iigandum értéke (1. tabldzat).
Az Asp, tetrapeptid esetén egy [CdAH,] Osszetételii komplex is megjelent, amelyben
nem csak az ammoniumcsoport, de egy karboxilcsoport is protonalt forméaban talalhato
meg. Az ebben az esetben képezhet6 pK(CAAH./CdAH) (3. tablazat) érték jo
egyezésben van a szabad tetrapeptid egy karboxilcsoportjdnak deprotonalodési
allandojaval (pKs) (1. tdbldzat).

Az 5., 6., és 7. abrakon az Asp-Ala, Asps és Asps ligandumok koncentracio

eloszlasgorbéi lathatok.

1,0
0,9 -
0.8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 A
0,4 -
0,3 A
0,2 -
0,1 -

0,0 - .
3,0 4,0

Méltort (Cd2*)

5. abra: Az Asp-Ala: Cd(II) 3:1 ardnyu rendszerében keletkez6 komplexek

koncentracio eloszlasa a pH fiiggvényében, ahol ¢, = 3,27*10° mol/dm?
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1,0 -
09 -
0.8 - Cd2+
0.7 -
06 -
05 -
04 -
03 - [CAAH]

0,2 -

0,1 -

0,0 - ' . :
0 4,0 50 6,0

6. abra: Az Aspz:Cd(Il) 2:1 aranyu rendszerében keletkez6 komplexek koncentracid

[CAAH_, 1%

[CAA]>

Méltort (Cd2+)

7,0 8,0 9,0 10,0 11,0

eloszlasa a pH fiiggvényében, ahol c.= 2,18*10° mol/ dm?

1,0 Cdr [CdA]3'
0,9 1

0,8 1
0,7 1
0,6 -
05 -
04 -

03 1 [CAAH,J

[CAAH]>

Méltort (Cd2+)

3,0 4,0 5,0 6,0 7:0 8,0 9,0
pH
7. abra: Az Asps: Cd(Il) 2:1 aranyt rendszerében keletkez6 komplexek koncentraciod
eloszlasa a pH fiiggvényében, ahol ¢.= 3,03*10°° mol/dm®

Nagyobb pH értékeken a titralasok soran minden esetben - feltételezhetéen Cd(OH); -
csapadék levalasat tapasztaltuk. Azokat a pH-tartomanyokat, ahol a titralt minta
csapadékos volt az dbrdkon nem tiintettem fel. A keletkezd komplexek koncentracid
eloszlasa a pH fliggvényében jol mutatja, hogy a komplexben nem kotott fémion
mennyisége szamottevd az egész titralds soran, ami a Cd(I)-ion és a vizsgalt

ligandumok kozott kialakult gyenge kdlcsonhatas eredménye.
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A keletkez6 komplexek stabilitasi sorrendjét szemlélteti a 8. abra, amelyen jol
lathato, hogy az Asp-Ala < Asp, < Glu, ~ Asp-Glu < Asp; < Asp, irdnyban a kialakuld
[CdA] komplexek stabilitdsa nd.

5,00 -
M ’
:g 4,22
= 4,00 -
o]
=
= 3,00 -
© i
72]
‘R 2,00 -
:
.5
o 1,00 -
7
0,00 > .
. > oo kA >
'°:> < = "s\a b 2
-
= 5z T E

8. abra: A kialakulé [CdA] komplexek stabilitasa ndvekvo sorrendben

A karboxilatcsoportok szdmanak novekedése a stabilitdsi allandd  értékének
novekedéséhez vezet, amely arra utal, hogy a karboxilatcsoportok - a vizet kiszoritva -
bekeriilnek a fémion koordinacios szférdjaba, és aktivan részt vesznek a [CdAH] és
[CdAH,] komplexek kialakitasaban, azaz a fémion megkotésében.

A fent emlitett tendencia eltér attoél, amelyet a réz(Il)ion esetén tapasztaltak
aszaparaginsavat és/vagy glutaminsavat szekvencidjukban kiilonb6zé szamban
tartalmazd peptidek esetén. Ott ugyanis a kialakulé karboxiladtcsoportok szamanak
novekedésével a komplexek stabilitdsa egy adott donorcsoport szam felett mar
csokkent, amelynek oka a novekvd szamu negativ toltés destabilizalo hatasa.['®!

Ha a keletkez0 [CdA] komplexek stabilitdsi alland6ibol a szabad ligandumok
PK(NH3")jigandum  értékeit kivonjuk, és ezt abrazoljuk a peptidek szekvenciajaban
talalhato karboxilcsoportok szadmanak fiiggvényében, akkor a fentebb emlitett ndvekvo
tendencia jol megfigyelhetévé valik (9.dbra). A 9. dbra alapjan az is belathatd, hogy a
komplexek negativ toltésének novekedése nem gatolja a komplexképzodést.

A 3. tdbldzatban a B-alaninra vonatkozé irodalmi értékeket 0,5 mol/dm® (NaClO,
ionerdsségii oldatban mérték. A B-alanin kadmium(IT)komplexeinek stabilitasai alapjan
nem tudjuk sem alatamasztani, sem megcafolni az (NH,, COO") koordinacid 1étrejottét

az Asp-Ala dipeptid esetén. A Igp(Cd(B-alanin)) > IgB(Cd(Asp-Ala)) (3. tdbldzat),
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ugyanakkor a  protonalddasi  allandoval  korrigalt  érték  a  PB-alanin

kadmium(II)komplexére kisebb (9. dbra).

‘0 [Cd(Asp,)]*
E [Cd(Aspy)]> ¢
° L 2
S 457 [Cd(Asp,)]
= 3
T [Cd(Asp-Ala)]
™ '5,0 T ‘
I
\Z_/ 5 5 <+
¥ - i)
o
— 60 |
3
O -65 1 [Cd(B-Ala)]*
3 L 2
-7,0 } } } } } } } } } } } j
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0
A szekvenciaban talalhat6 karboxilcsoportok szama

(db)

9. abra: A vizsgalt peptidek szekvenciajaban talalhato karboxilcsoportok szamanak

fliggvényben a Ig[CdA]-pK(NH3")iigandum értéke

A kialakult [CdAH.;] komplex feltételezhetéen vegyes hidroxo komplex, amely ugy
alakul ki, hogy a kadmium(Il)ion koordinacios szférdjaban talalhat6 viz molekula
deprotonalodik a pH emelkedés hatasara. Ez a komplex azonban nem elég stabil ahhoz,
hogy a fémion hidrolizisét a lugos tartomanyban megakadalyozza.
Az Asps ligandum esetén ilyen komplex képzddését nem tudtuk kimutatni, ez szintén
alatamasztja, hogy a karboxilcsoportok szamanak novekedésével tobb karboxilatcsoport
koordinalédik a fémionhoz, kiszoritva ezzel a viz molekulat a Cd(II)-ion koordinécios
szférajabol. Ugyanakkor a csapadékképzddés ebben az esetben is bekdvetkezett.

A feltételezett koordinaciok helyességérdl 'H NMR spektroszkopias vizsgalattal
szerettiink volna meggy6z6dni. A legegyszeriibb spektrumot addé Asp-Ala ligandum

(10. abra), illetve Asp-Ala: Cd(II) 3:1 aranyu oldat vizsgalatat végeztiik el.

H O H O

I H |
H2N—(|3—C——N—(|3—C—OH

<|:H2 CH,

=0

OH

10. abra: Az Asp-Ala ligandum konstitucios képlete o
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A pH valtoztatasaval a kovetkezd eredményekre jutottunk (11. és 12. abra):

- -CH,- -CH,
Asp-Ala CH-COOH — cy.NH, ° N
pH= 11,65 ' X Y\ I
S S s S o ¥ o W V. LV S I S
Asp-Ala M
pH= 8'9Z,___7__Jv'k_;~m_",7 BV« G V.YV Jdl‘\ .
Asp-Ala ‘\:‘
pH=5,90 |
Asp-Ala M
sz 5190 o N M rfffffr.-vll‘!“‘v--»—— —
Asp-Ala '_-"
pH= 3,01 |
Asp-Ala M
M sz 1,56 _Jw_/'\'."u‘""dn‘\,&‘\__ B - ._)-/} v "\L_ B
4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 39 28 37 2.6 3.2 3.1{1 (p';?ﬂ?) 29 28 27 2.6 25 2.4 2.3 1.5 14 1.3 12
Kémiai eltolodas (8) (ppm)
11. abra: Az Asp-Ala dipeptid *H NMR spektruma ¢, =0,01 mol/dm?®
CH-COOH -CH,- -CH, “\
Asp-Ala-Cd(11) CH-NH; ~
pH= 11,00 ,‘l « ) '/\‘ !"L,‘
f
Asp-Ala-Cd(l1) |
pH=7,82  , . o I
U N L N AV A G L Y
|‘ |
Asp-Ala-Cd(11) \Lu
pH=581 L
A . . - S Y A VAN 'LV . S J‘ll L
Asp-Ala-Cd(11) I
pH=485
. Asp-Ala-Cd(ll) I

4:5 4?4 4:3 4?2 4?1 4:0 3?9 3:8 3:7 3?6 3:5 3?4 3?3 3:2 3?1 ETD 2:9 2?8 2:7 2?6 2?5 2:4 2?3 2:2 2:1 2.‘D LIQ 1.‘8 1?7 LIE 1.‘5 1‘I4 LIE 1.‘2
1 (ppm)
Kémiai eltolodas (8) (ppm)
12. abra: Az Asp-Ala: Cd(II) 3:1 arany( mintajanak "H NMR spektruma

¢ = 0,01 mol/dm®
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A terminalis karboxilcsoport deprotonalddasa a metilcsoport és a molekulaban mellette
elhelyezked6 -CH csoport protonjaira van hatassal. A peptid lanc végén 1évo
aminocsoport deprotonalodasa pedig a mellette 1évé -CH csoport protonjaira fejt ki
hatést.

A szabad ligandum ¢és a Cd(II)-iont is tartalmazé mintak esetén mért kémiai
eltolodasokat a pH fliggvényében abrazolva (/3. abra) arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a jelek gyakorlatilag azonos kémiai eltolodassal jelennek meg a spektrumban

abban az esetben is, amikor a mért minta kadmium(II)ionokat ugyancsak tartalmaz.

4.5 1 - e CH-COOH (ligandum)
TT— =
~, > —ﬂ

4,0 - e=fl==CH-NH2(ligandum)
—~
g et CH2(1.) (ligandum)
e 35
&
@ =@=CH2(2.) (ligandum)
‘- i
= 3,0
% =@=CH3 (ligandum)
= 25
2 CH-COOH (fémion-ligandum)
S
g 201 o
O CH-NH2 (fémion-ligandum)
N>

5] 6m—o ~ o —=CH2(L) (fémion-ligandum)

1,0 . . . . . == CH2(2.) (fémion-ligandum)

1,0 3,0 5,0 7,0 9,0 11,0
pH CH3 (fémion-ligandum)

13. abra: A peptidet, illetve a peptidet és a fémiont tartalmazo rendszerek kémiai

eltolddasa a bedllitott pH fliggvényében

Mivel a meglévé koriilmények kozott a komplexképzddést 'H NMR spektroszkopiaval
nem tudtuk kovetni, ezért vizsgalatainkat ezzel a modszerrel nem folytattuk tovabb.

A Zn(I1)-ionok, illetve a Co(ll)-ionok szintén nem képesek az amidnitrogén
deprotonaldsara, igy komplexeik koordinacios viszonyai hasonldéak a Cd(ID)-ionéhoz.?!
A 14. abran az éltalunk mért, és szamolt néhany [CdA] komplex stabilitasi allanddjanak
Osszevetése lathatdé mas fémionok Asp-Asp, Asps, Asp-Glu és Glu-Glu [MA]

komplexeinek stabilitasi allandoival.
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5 3 S
S =1 =
O 7.74 O =
8,00 - ’ 5
7,24 —~ - 7,15 &)
7,00 - = = 6,65
= Z = == =
|~ : ~— B/ -
= 0001 g 5'58% ~ S B 520 O S = = =
S 500 | 437 4%7 % 4,49 458 3 422 8 I B g
- : 3,82 7 S
% 4,00 7 3,38 3/ 0 3’37 O 3,68
o 3,01
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 -
Asp-Asp Asp, Asp-Glu Glu-Glu

14. abra: Az Asp-Asp, Asps, Asp-Glu és Glu-Glu ligandumok [MA] komplexeinek
stabilitasi allandéi a Zn(IDPH - Co(1)H - Ni(1)™®! - Cu(11)*8- ¢s Cd(11)-ionokkal alkotott
rendszerekben

A hasonl6 komplexképz6édési folyamatokon tul a cink(II)ion mar képes biszkomplexek
kialakitasara 1is, illetve a kialakuld6 komplexek stabilitdisa nagyobb, mint a
kadmium(Il)ionok részvételekor. A koordindciéos mod a [ZnAH] komplexekben is a
karboxilatcsoportok részvételével torténik, és a kialakuld [ZnA] komplexben a mar
el6zoleg deprotonalddd aminocsoport szintén részt vesz.

Ha egyéb mas fémionokat is tekintiink akkor a kialakuld [MA] komplexek stabilitasa
alapjan azt mondhatjuk, hogy a kialakitott Lewis sav-béazis kolcsonhatasok a
peptidekkel a kovetkezd sorrendben csokkenek: Cu(Il) > Ni(Il) > Zn(Il) ~ Co(Il) >
Cd(II). Azonban ennél az Osszehasonlitasnal figyelembe kell venni, a Cu(Il)- és
Ni(Il)ionok azon tulajdonsagat, hogy az amidnitrogén deprotonaldédasat a mérhetd pH-

tartomanyon képesek indukalni.l”

4.4. Az oldallancukban tiolcsoporotot tartalmazé peptidek sav-bazis tulajdonsagai

Ezen két vizsgalt peptid koziil csak a kereskedelmi forgalomban kaphaté glicil-
cisztein dipeptid allandoit fogom bemutatni, mig a szennyezett, ezért kétkomponensii

szintetizalt peptidét nem.
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A glicil-cisztein egy olyan ligandum, amely harom deprotonaldodasra képes
csoportot tartalmaz. Ez a termindlis amino- €és karboxilcsoportok, illetve az oldallancban

talalhato tiolcsoport.

rrrrr

mol/dm? (KNO3)

Gly-Cys  Ala-Cys*® Cys-GIy*  Gly-GIy®!  Gly-His®
logB(HA) 9,38 (1) 9,53 9,23 8,08 8,49
logB(H,A)  17,32(2) 17,49 16,12 11,11 15,37
logB(HsA) 20,07 (3) 20,37 19,29 i 17,87
oK(COOH) 275 2,88 3,17 3,03 25
oK (NHs") 7,04 7,96 6,89 8,08 6,88
oK (SH) 9,38 9,53 9,23 i 8,44

A legkisebb pK érték a lanc végén talalhato karboxilcsoporthoz rendelhetd (4. tdblazat).
Ez valamivel kisebb a Cys-Gly, illetve a Gly-Gly dipeptidekre jellemz6 értéknél. Ebbol
arra  kovetkeztethetiink, hogy az oldallaincban 1évé tiolcsoport eldsegiti a
karboxilcsoport deprotonalodasat hasonléan, mint az Ala-Cys esetén. Azonban ez a
hatas nem olyan jelentds, mint azon peptideknél, ahol az oldallancban imidazol gytirii
talalhato: a Gly-His dipeptid és az altalam mért ligandum pK(COOH) értékének
kiilonbsége nagyobb, mint a glicil-cisztein és az alanil-cisztein pK(COOH) értékének
kiilonbsége.

Az aminocsoport deprotonalodasi folyamatdhoz megkozelitdleg a masodik pK érték
rendelhetd hozza, amely j6 egyezésben van az Ala-Cys peptid esetén kapott értékkel, €s
valamivel kisebb, mint a Gly-Gly esetén. Azaz az alaninban talalhaté metilcsoport nincs
jelent6s hatassal a deprotonalddasi folyamatokra. A tiolcsoport ezzel szemben nagyban
befolyasa ezt a folyamatot, foképp akkor, ha a cisztein aminosav N-terminalis
pozicioban talalhato6 az illetd peptid szekvencidjaban.

A tiolcsoport deprotonalddasi allanddjanak értéke a Cys-Gly < Gly-Cys < Ala-Cys
sorrendben nd. Tehat a deprotonalddas konnyebben megy végbe egy olyan dipeptid
esetén, ahol a tiolcsoportot is tartalmazé aminosav az N-termindlis pozicidban

helyezkedik el.
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4.5. A vizsgalt cisztein aminosavat tartalmazo peptidek Cd(II)komplexei
4.5.1. Glicil-cisztein Cd(l1)komplexei

A szabad ligandum, illetve a ligandumot és a fémiont kiilonb6zé mennyiségben

tartalmazé rendszerek titralasi gorbéi a 15. dbran lathatok.

N
= N
J

\

1:4

N w IS ol » ~ oo [{e]
1 1 1 1 1 1

0 1 2 3 4
Lug ekvivalens
15. abra: A glicil-cisztein ¢és a glicil-cisztein: Cd(lI1)-ionokat kiilonboz6é aranyban

tartalmazé rendszerek titralasi gorbéi ¢ = 3,20*13 mol/dm?, 2,41*10° mol/dm®

A fémiont is tartalmaz6 rendszerekben nagy pH effektus jelentkezett, azaz szamottevo
volt a komplexképz6dés a mérések sordn. A titralasok soran tobb esetben csapadék
megjelenését tapasztaltam: 5,5 pH érték koriil valt le a csapadék, ami 1:2 aranynal 10,3
pH érték kortil, 1:4 aranynal 7,5 pH érték koriil feloldodott, mig 1:1 ardnynal a csapadék
a titralas végéig megmaradt. A szadmitdgépes programmal torténd kiértékelés soran nem
vettiik figyelembe azokat a pH-tartomanyokat, ahol a titralt minta csapadékos volt.
Mono- és biszkomplexek keletkezését egyarant tapasztaltuk, hasonléan az Ala-
Cys dipeptid Cd(Il)-ionnal alkotott rendszeréhez (5. tablazat). Ez utdbbi dipeptidet,
mint modell molekuldt tekintve, Ugy gondoljuk, hogy a glicil-cisztein kétfogu
ligandumként viselkedik a kadmium(Il)ion jelenlétében. A koordinacié valosziniileg a
kisebb pH értékeken mar kialakulo karboxilatcsoport részvételével kezdddik el
(horgonycsoport). Két protonalt komplex alakul ki - a [CAAH]" és [CdA,H,] -, amelyek
felépitésében az ammoniumcsoport nem vesz részt. Az 5. tablazat képzett alladdjanak

(PK(CdAH2/CdAL)41ag) értéke valamivel kisebb, mint a szabad ligandum esetén
30



Lukdcs Mdrton Kadmium(ll)-peptid rendszerek oldategyensulyi vizsgdlata

szamolt pK(NH3") érték, azonban ez a kiilonbség annyira kicsi, hogy a kialakuld
aminocsoport feltételezhetéen nem vesz részt a fémion megkotésében a deprotonalodas
lejatszodasa utan. Ebben a rendszerben is feltételezheté [CAAH.1]* sszetételii komplex
képzddése, amely egy hidroxo komplex, de stabilitdisa nem elég nagy ahhoz, hogy a

fémion hidrolizisét megakadalyozza.

5. tablazat: A keletkezett komplexek stabilitasi allandéi, mas dipeptidek allandoival
egyiitt T= 298 K, 1= 0,2 mol/dm?® (KNO3)

IgB(MALH,) Gly-Cys Ala-Cysi!¥ Cys-GIly™  Gly-Gly®!  Gly-His'®
CdALH, 2066 (5) 3028 i ; ;
CdAH - 22,40 - - -

CdAH 14,23 (17) 15,30 - - 11,05
CdA; 14,49 (9) 13,71 17,36 4,86 5,44

CdA - - 9,84 2,89 3,69
CdAH_; - - - - -
CdAH. 551 (11) 2,88 i i i
PK(CAAH/CA) g 7,59 8.29 ; ; ;
OK(CAAL/CdAH.,) 8,98 10,83 i i i

p K(CdAsz/CdAz)m]agz [IOgB(CdAzHz)'lOgB(CdAg)]/z
OK(CAA/CdAH.1)= logB(CdA,)- logB(CAAH.,)

A kialakult [CdA,]* komplexben a ligandum kétfogi kotédése révén (S,0) koordinacid
alakul ki, a molekulaban létrejovd karboxilat,- és tiolatcsoportok részvételével (16.

abra).
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16. abra: A kialakulo [CdA;]* komplex konstitucios képlete
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Ez a koordinacio egy stabilis komplexet eredményez, amelyet jol tiikroz a 17. abran
lathatdo oszlopdiagram, melyen a kadmium(Il)ion mas dipeptidekkel képzett

rendszereiben kialakulo [CdA;] dsszetételii komplexeinek stabilitasi allandoit tiintettem
fel.

20,00 ~
18,00 -

16,00 4 14,49 13.71

14,00 -

12,00 -

10,00 -

8,00 -

6,00 - 544 4,86
4,00 -

2,00 - l
0,00 T T T T

Gly-Cys Cys-Gly Ala-Cys Gly-His Gly-Gly

17,36

IgB(CdA,)

17. abra: Kadmium(II)ion kiilonb6z6 dipeptidekkel alkotott rendszereiben megjelend

[CdA;] komplexek stabilitasi allandoinak értéke

A [Cd(Gly-Cys),] komplex stabilitasa nagyobb, mint az Aly-Cys, Gly-His és Gly-Gly
dipeptidek kadmium(II)ionnal alkotott komplexeinek stabilitdsa. Ettdl nagyobb
stabilitast csak akkor tapasztalhatunk, amikor N-termindlis cisztein van a molekulaban,
ahol az amino- és tiolatcsoportok vesznek részt a fémion megkotésében.

A 18. dbran a kadmium(11):Gly-Cys 1:4 aranyu rendszerének eloszlasat tiintettem
fel, amelyen a titralasnak azt a szakaszat, ahol csapadék volt jelen szaggatott vonallal

jeloltem.

1,0 - 2+ meead 3-
0o ] Cd o . [CdA> [CdAH,,
A 0,8 B ',’ [CdAsz] \“

0,7 4 / \

/

Cd*

~ 06

05 -

04 -

03 -

02 - .

o CAAH]-

0,0 - ‘ S— - ‘ ‘ ‘ ‘
35 45 5,5 6,5 7.5 8,5 9,5 10,5

Moltort

18. abra: Az Gly-Cys: Cd(ll) 4:1 aranyt rendszerében keletkez6 komplexek

koncentracié eloszlasa a pH fiiggvényében, ahol ¢, = 3,203*13 mol/dm?
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A [CdA;H;] komplex egy semleges toltésii komplex. Ezen tulajdonsaga
eredményezhette, hogy ilyen Gsszetétel mellett csapadék formajaban levaljon a titralt
mintakban. Ez a feltételezés helytallonak tlinik, mivel a nagyobb ardnyban ligandumot
tartalmazd rendszerek esetén a keletkezett csapadék feloldodott. Ez annak a
kovetkezménye, hogy a protonalt komplexben a két ammoniumcsoport

deprotonalddasaval ionos komplex jon létre, amely mér vizoldhato ([CdA2]%).
4.5.2. Az Ac-Cys-Ser-Ser-Cys-NH, kadmium(l1)komplexei

A két komponensii nyers peptid titraldsi gorbéi és a kiilonbozé mennyiségben fémiont

¢és ligandumot tartalmaz6 rendszerek titralasi gorbéit a /9. abran tiintettem fel.

11 -

10 7 pK

™ 1:1 cd()

pH
\‘

1:3 Cd(II)

1:6 Zn(Il)

0 1 2
Liug ekvivalens

19. abra: Az Ac-Cys-Ser-Ser-Cys-NH; ligandum, illetve kadmium(Il)ion: Ac-Cys-
Ser-Ser-Cys-NH; 1:1, 1:3 ardnya rendszerének, valamint zink(Il)ion: Ac-Cys-Ser-Ser-

Cys-NH; 1:6 aranyt rendszerének titralasi gorbéi (becsiilt koncentracidk)

A lug ekvivalens szamolasdhoz azt a feltételezést tettiik meg, hogy a ligandum vagy
kétfogh koordinacioval képes megkdtni a fémiont vagy a szekvenciaban 1évo
tercbutilcsoport miatt egyaltalan nem képes a fémion megkdtésére. A titralasok sordn
egyik esetben sem valt le csapadék, a fémiont a ligandum a teljes pH tartomanyon
oldatban tudta tartani. A lug fogyasok alapjan 1:2 Gsszetételii komplexek keletkezését
valoszinlsitjiik. A gorbék elhelyezkedése alapjan  elmondhatdo, hogy a

kadmium(ll)ionnal kialakult kolcsonhatas nagyobb, mint a cink(Il)ion esetén.
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4.6. A Gly-Cys kadmium(I1) rendszerben kialakult [CdA;H;] komplex vizsgalata

A titralasokhoz hasznalt torzsoldatbol Gly-Cys: Cd(II) 1:2 aranya oldatot
készitettem. Ehhez annyi lugot adagoltam, hogy a pH ~ 7,40 legyen. Az igy keletkez6
feltételezhetden [CdA2H,] szilard csapadékot egy el6zdleg lemért tdmegi szlirGpapiron
leszlirtem, ¢és vizzel mostam. A nedves szlrdpapirt egy exszikkatorba helyeztem,
amelyben a csapadékot tomegallandosagig szaritottam és lemértem. A szaraz papirrél
egy ~0,2 mol/dm?® koncentraciéji salétromsav-oldat segitségével egy 10,0 cm® térfogatu
mérélombikba mostam a szilard komplexet, ezzel 10,0 cm? tdrzsoldatot készitve belble.

Az igy kapott minta 2 cm?® térfogatahoz 0,1 cm® Ni(ll)-oldatot adtam, és azonnal
felvettem a minta UV lathat6 spektrumat 250-900 nm kozott kiilonb6zd pH értéken (20.
abra).

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0

1,5

Abszorbancia

1,0

0,5

0,0 . : : ' '
230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

Hullamhossz (nm)

20. abra: A glicil-ciszteint és nikkel(Il)ionokat tartalmaz6 oldat UV-lathato spektruma

A hozzaadott Ni(ll)-ionok mennyisége annyi volt, hogy a szamolt ligandum
mennyiségnek a fele legyen. A mérés soran, a nikkel(II)ionok Gly-Cys dipeptiddel
alkotott komplexeinek voros szine szabad szemmel is lathatd volt ~ 7 pH értéktol. A
1étrejove komplexek Osszetétele kétféle lehet: [NinAoH.]* valamint [NiAH.]* 1%,
Ezek Osszetétele a 21. abran lathato. A nikkel(Il)komplex mellett megjelent csapadékot

szuréssel eltavolitottam az oldatbol.
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21. abra: A kialakul6 [Ni,AzH.5]* valamint [NiAzH.1]* komplexek konstiticids

képlete!?

A kialakult komplex(ek) azonositasat az irodalomban a Ni(ll)-Gly-Cys

komplexekre kozolt abszorpeids maximumok alapjan végeztem (6. tabldzaf)??.

] Amax (NM)
Komplex Atmenet [ falmi értek | Meért érték
NizAsH. /NiAH: | Sp Ni 335 338
Soy— Ni 280 275

6. tablazat: Az irodalomban rogzitett, illetve az altalam mért abszorpcids

maximumokhoz (Amax) tartozo hullamhossz értékek

Az értékek kozel azonosak egymassal, igy biztos, hogy a vizsgalt minta glicil-cisztein
ligandumot tartalmazott, és a tirdldsok soran minden bizonnyal nem egy
hidroxokomplex, hanem egy kétszeresen protonalt komplex valt le csapadék
formajaban.

A savas mosas utan kapott minta maradék részének koncentracidjat
atomabszorpcids spektrometridval (FAAS) hataroztuk meg. Ezen mérés alapjan a savas
oldat koncentracioja kadmiumra nézve 80,97 mg/L. Annak a szlirdpapirnak, amelyet a
szliréshez hasznaltam a tOmege a sziirés eldtt 0,54439 g volt. A savas mosas utan
szarazra szaritva a papir tomege 0,54679 g lett. Azaz a teljes csapadék tomege
2,4000%10° g. A lemért koncentracio alapjan az oldatban 8,0970%10™ g kadmium(Il)ion
van. Ezek alapjan kiszamithatdo a csapadékban a Cd(ll)-ligandum anyagmennyiség
aranya Ez az arany 1:1,2.

Ez az arany nem felel meg a [CdA;H;] komplexben talalhaté 2:1 aranynak, azonban

tobb mint 1:1, igy ez nem jelenti, hogy az el6z6 komplex feltételezett dsszetétele hibas.
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A kisebb arany abbol fakadhat, hogy a tomegmérés bizonytalansaga nagy volt, a kis

bemért tomegeknek koszonhetden.
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5. Osszefoglalas

A kadmium a peridodusos rendszer IL.b mellékcsoportjadban, a d-mezé elemei
kozott talalhatd atmeneti fém, amelyet el6szor 1817-ben ismertek fel. Elterjedt a fém
ipari hasznalata, amellyel kibocsatasa a kornyezetbe oOhatatlanul megndtt. Ezzel a
folyamattal parhuzamosan az emberei ¢s allati taplalkozasi lancban is megjelent,
azonban nem, mint nyomelem, hanem mint mérgez6 anyag. Az evolucid soran a
kadmium nem ¢épiilt be az emberi anyagcsere-folyamatokba, igy szervezeten beliili
transzportfolyamatokkal nem rendelkezik. Képes a szervezetben talalhato kiilonbozo
bioligandumokkal erds kolcsonhatéast kialakitani, amely a szervezeten beliili bioldgiai
felezési ideje akar a tiz évre is képes megnoveli.

Ezen ligandumok gyakran ciszteint vagy aszparaginsavat/glutaminsavat
tartalmaznak szekvencidjukban, igy célunk volt olyan kiilonb6z0 tagszami peptidek
kadmium(ll)ionokkal kialakitott kolcsonhatasanak vizsgalata, amelyek tartalmazzak
ezeket az aminosavakat. Szerettiik volna felderiteni a kialakulé kadmium(II)komplexek
szerkezetén keresztill a koordinacids viszonyokat, illetve a termindlisan védett
tetrapeptid esetében elsddleges cél volt a szintézis megvalositasa, az optimalis feltételek
megtalalasa. Majd ezt kdvetden terveztiik a fémkotd képesség vizsgalatat.

Az aszparaginsavat/glutaminsavat tartalmazé peptidek esetén pH-potenciometrids
és 'H NMR spektroszkopias vizsgalatokat végeztem. Ezek eredményei ramutattak arra,
hogy a kialakul6 kolcsonhatas a Cd(II)-ion és a dipeptid ligandumok kozott kicsi, €s az
amidnitrogén atomok deprotonaloddsa sem indukalodik a fémion jelenlétében. A
kolcsonhatas erdssége a vizsgalt ligandumok [CdA] komplexei esetén az Asp-Ala <
Asp; < Glu, ~ Asp-Glu < Asps < Asp, iranyban né. Azaz a karboxilcsoportok szamanak
novekedése a fémion koordinacids szférajaban noveli a kialakulé komplexek
stabilitasat. Altalaban [CAAH] komplex kialakul, amelyben az aminocsoport protonalt
formaban van jelen. A pH emelésével azonban ez a csoport deprotonalddik, és részt
vesz a koordinacioban. A pH tovabbi emelésével [CdAH.1] komplex megjelenésére is
van lehetdség, amely egy vegyes hidroxo komplex, ¢és egy vizmolekula
deprotndlodasaval johet 1étre. A titraldsok sordn minden esetben levalt egy fehér szinii
csapadék, amely valdszintileg Cd(OH), volt. A kadmium(IT)ion koordinacios viszonyait
mas fémionokkal Osszehasonlitva elmondhatd, hogy a ligandumok kedvezdbb

koordinacids viszonyokat biztositanak a Zn(ll)-ionok szamara, ugyanis képesek
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stabilabb komplexek, illetve akér biszkomplexek kialakitasara is. Ha olyan fémekkel is
Osszehasonlitjuk, amelyek képesek az amidnitrogén deprotonaldsara akkor a kialakitott
Lewis sav-bazis kolcsonhatasok a peptidekkel a kovetkezé sorrendben csokkenek:
Cu(I) > Ni(l1) > Zn(11) ~ Co(I1) > Cd(I1).

A ciszteint tartalmazé peptidek koziil a kereskedelmi forgalomban nem kaphat6
Ac-Cys-Ser-Ser-Cys-NH, egy olyan anyag volt, amely Kkorilbelil ~20%-ban
tartalmazott olyan molekuldkat, amelyek szekvencidjaban még megtalalhatoé volt az a
tercbutilcsoport, amely véddcsoport volt a szintézis soran.

A glicil-cisztein ligandumot és Cd(II)-ionokat kiilonb6z6 mennyiségben tartalmazo
rendszerek titraldsa soran minden esetben egy fehér csapadék levalasat tapasztaltuk. Ez
feltételezhetéen nem Cd(OH),, hanem egy kétszeresen protonalt semleges részecske. A
kialakul6 mono- és biszkomplexek alapjan az Ala-Cys dipeptidhez hasonléan (S,0)
koordinacié kialakulasara kovetkeztettiink. A komplexképzddésben az aminocsoportok
nem vesznek részt.

A Cd(Il)-ion glicil-ciszteinnel kialakitott [CdA;H;] komplexének UV lathatod
spektrofotometrias vizsgalata alapjan sikeriilt igazolnunk, hogy a komplex valoban a
vizsgalt ligandumot tartalmazta.

A tetrapeptid vizsgalata soran egyik esetben sem valt le csapadék, a fémiont a ligandum
a teljes pH-tartomanyon oldatban tudta tartani, és a kadmium(II)ionnal kialakult

kolesonhatas nagyobb, mint a Zn(II)-ion esetén.
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Karanak egyetemi docense nyilatkozom, hogy Lukacs Marton, a Debreceni Egyetem
Természettudomdnyi ¢és Technoldgiai Kardnak Vegyész szakos, MSc. nappali

képzésben résztvevo 1. évfolyamos hallgatd iranymutatdsommal készitette a

»Kadmium(II)-peptid rendszerek oldategyensulyi vizsgalata™

cimii tudomanyos diakkori munka;jat.

Felelosséggel kijelentem, hogy a hallgatd palyamunkajat sajat kutatasaira tdmaszkodva
készitette, a szakirodalmat és a felhasznalt adatokat megitélésem szerint korrekt médon

kezelte.

A palyamunkét bemutatdsra javaslom a 2014/2015. tanévi Kari Tudomanyos Didkkdri

Konferencian.

Debrecen, 2014. november 21.

Témavezetd aldirasa
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Hallgatoi Nyilatkozat

Lukécs Marton, a Debreceni Egyetem Természettudomanyi és Technoldgiai Karanak
Vegyész szakos, MSc. nappali képzésben résztvevo 1. évfolyamos hallgatoé nyilatkozom,

hogy a 2014/2015. tanévi Tudomanyos Didkkori Konferencidra

»Kadmium(II)-peptid rendszerek oldategyensulyi vizsgalata”

cimmel benytjtott palyamunka a sajat munkdm eredménye, a felhasznalt irodalmat és

adatokat korrekt modon kezeltem.

Debrecen, 2014. november 21.

Hallgato alirasa
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Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Fabian Istvan prorektor, tanszékvezetd egyetemi
tanarnak, hogy az altala vezetett Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszéken készithettem
el Tudomanyos Diakkori dolgozatomat.

Ezuton szeretném megkdszonni mind a dolgozat elkészitésében nyujtott odaadd
munkdjat mind az analitikai kémia terén atadott mélyebb ismereteket, témavezetomnek
Dr. Varnagy Katalin egyetemi docensnek.

Koszonetem szeretném kifejezni a mérések, illetve a munka soran nyujtott
onzetlen segitségért Csire Gizella és Lihi Norbert PhD hallgatoknak, valamint Godo
Attila miiszaki szolgaltatonak, akikhez barmikor bizalommal fordulhattam, ha kérdésem
volt vagy segitségre volt sziikségem.

Halaval és koszonettel tartozom Fehérné Baranyi Edina tanarsegédnek az

atomspektroszkopiai moddszerek kozelebbrdl vald megismeréséért, illetve a

crer

A dolgozat a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0043 palyazat anyagi

tamogatasaval késziilt.



