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1. Bevezetés

Régota ismert, hogy bizonyos fémionok jelenléte a szervezetben létfontossagh. llyen
fémion példaul a réz és a nikkel, ezek meghatarozott mennyiségben vannak jelen az ¢él6
szervezetben, leginkabb a fehérjék kotik meg Oket. Hianyuk és tobbletiik is okozhat kiilonféle
elvaltozasokat. Ha megismerjilk koordinacids készségiliket és bioldgiai folyamatokban
betoltott szerepiiket, akkor lehetdségiink adodik az altaluk okozott tobblet- ¢és
hidnybetegségek megeldzésére, illetve kezelésére.

A fémionoknak szerepe van a szerves molekuldk szintézisében, szallitdsdban, biologiai
rendszerek sav-bazis- és redoxifolyamatainak katalizalasaban. Az emlitett folyamatokat
metalloenzimek és metalloproteinek latjak el. Ezen rendszerek kozponti ionja valamilyen
atmenetifémion, amely koordinativ kotéssel kapcsolodik a ligandumként jelenlévo
aminosavhoz, peptidhez, vagy azok szarmazékahoz.

A Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszéken mar évek ota foglalkoznak a Cu, Zn-
SOD enzim aktiv centrumanak modellezésével. Ebbe a munkaba kapcsolédtam be. A
vizsgalatom célja a NHjy-HisValGlyHis-NH, (HVGH-NH,) peptid szintetizalasa,
tisztasaganak ellenérzése, protonalodasi allandoi meghatdrozasa pH-potenciometria
segitségével, majd komplexképzO sajatsagai vizsgalata volt Cu(ll)- ¢és Ni(II)-ionok
jelenlétében. A kialakuld  komplexek  szerkezetének  igazolasara  UV-lathato

spektrofotometrids és CD-spektroszkdpids vizsgalatokat végeztem.
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2. lrodalmi attekintés

2.1. A réz szerepe az é16 szervezetben™’

A réz valamennyi ismert ¢€l0 szervezet szamara Iétfontossagi nyomelem.
Redoxireakcioi szamos biologiai oxidacios folyamatban jatszanak szerepet.

Az alacsonyabb rendii €16 szervezetekben, mint példaul a puhatestii 4llatok esetében az
oxigén szallitdsanak a funkciojat a réztartalmti hemocianin tolti be.

A feln6tt emberi szervezet mintegy 120 mg rezet tartalmaz, szinte kizéarolag
fehérjékhez kotott formaban. A réznek és vegyiileteinek a mindennapi életben jatszott
szerepéhez kapcsolédva érdemes kiemelni, hogy a fehérjék irdnyaba mutatott nagy
affinitdsabol kovetkezden a rézvegyiiletek eléggé toxikusak. A rézmérgezés elsO tiinetei a
hanyas, hasmenés, majd majmiikodési és idegrendszeri zavarok jellemzik. Az emberi
szervezet szdmara sziikséges réz 1 mg naponta, de a maximalisan megengedett napi dozis 10
mg. Ez a mennyiség a megfeleld taplalkozas mellett biztosithato.

A réz esetén jol ismertek az elem felhalmozodasaval (Wilson-kér) €s hianyaval
(Menkes-kor) 6sszefliggd betegségek is.

A réztartalmu fehérjék tulnyomo tobbségilikben enzimatikus funkcidt toltenek be és a
Cu" - Cu' redoxirendszer révén a biologiai oxidacios folyamatokban vesznek részt.

A réz biokémidja nagymértékben hasonlit a vas bioldgiai szerepéhez, tehat a
réztartalmt fehérjék egy csoportja a molekuldris oxigén részvételével lejatszodo
folyamatokban szerepelnek. F6 kotési helyei a hisztidin, metionin aminosavakon talalhato.

A réztartalmu fehérjék egy tovabbi csoportja az elektronszallito fehérjék kozé tartozik,
ezeket kekréz fehérjéknek nevezziik.

A réz leggyakrabban +2-es oxidacios allapotban képez komplexeket. A komplexekre
altalaban kék- vagy z06ldszin jellemzd, egyetlen széles elnyelési savval. A Cu(ll)
komplexvegyiileteiben d°-es elektronkonfiguracioju, leggyakoribb koordinacios szamok a 4, 5
€S a 6. Szabalyos geometridk csak ritkdn fordulnak eld, altalaban tetragonalisan torzult
oktaéderes és a siknégyzetes szerkezetek alakulnak ki, amelyek ko6zott nem konnyl
kiilonbséget tenni, mivel a Jahn-Teller hatas 1ép fel.

A réztartalm fehérjék kémiai jellemzdinek érdekessége, hogy a vegyiiletekben a réz
kotésmodja és/vagy koordinacids geometridja nem értelmezhetd a réz kiilonboz6 oxidacios
allapoti modell komplexeihez rendelheté paraméterekkel. Igy a réztartalmu fehérjéket harom

szerkezeti csoportba soroljak. Ezeknek a fehérjéknek a fémcentrumai 3 f0 szerkezeti
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csoportba sorolhatok és ezek miikddési mechanizmusa a Cu'-Cu" redoxirendszerhez
rendelhetd.

Az 1. csoportba a kék réz centrumot tartalmazé fehérjék tartoznak, melyek biologiai
funkcidja a reverzibilis elektronszallitdsban van. A szerkezetiik erésen torzult, a rézhez 2S- és
2N-donoratom kapcsolodik. A Cu" fényelnyelése 600 nm-nél van, ennek koszOnhetden
intenziv kék szin jellemzi dket.

A 1II. csoportba a normalis nem-kék réz centrumot tartalmazoé fehérjék tartoznak. A
biologiai funkcidja az oxigénmolekula aktivalas Cu' allapotban szerves koenzimekkel egyiitt.
A szerkezetiik alapvetOen siknégyzetes, gyenge axialis koordinacioval. A Cu" fényelnyelése
gyenge (&< 1000 M cm™), d-d ligandum atmenetek jellemzik.

A 1IL csoportba a réz dimerek tartoznak, melyeknek funkcidja az oxigén felvétele Cu'-
Cu" allapotban.

A nikkel biologiai szerepe sokaig ismeretlen volt, mig az ureaz enzim nikkel-tartalmat
egyértelmiien nem azonositottdk. Az wuredzok szadmos baktériumban ¢és ndvényben
megtalalhatok és a karbamid hidrolizisét katalizaljak. Tobb kiilonb6zé modszer egylittes
alkalmazasa arra az eredményre vezetett, hogy minden ureaz enzim aktiv centruma egy par

Ni(ll)-iont tartalmaz.

2.2. A koordinaciés kémia®

Koordinacios vegyiilet vagy komplex képzddik akkor, amikor egy Lewis- bazis
(ligandum) kapcsolddik egy Lewis-savhoz (akceptor) ,,maganos” elektronparon keresztiil. Ha
a ligandum t6bb atombdl 4ll, azt az atomot, amely kozvetleniil kapcsolodik az akceptorhoz
,donoratomnak” nevezziik. Ez a kotéstipus az alapja az atmenetifémek kémidja dontd
részének. Az atmenetifém-ion és a ligandum kozotti kotés pontos természete rendkiviili
modon valtozhat,

A ligandumokat a potencialis donoratomjaik szama szerint osztalyozhatjuk, és annak
éréke alapjan, egy-, két-, harom-, négy-, 6t- vagy hatfoguaknak nevezhetjiik 6ket. Az egyfog
ligandumok egyszerli egyatomos ionok lehetnek, mint a halogenidionok. A kétfogu
ligandumok gyakran kelatképzdek, melyek a fémionnal kelatgytriiket alkotnak, a gyfirlik a
leggyakoribb kétfogu ligandumokkal 6t vagy hattagiak. A haromfogi ligandumok, ha
ugyanazon fémionhoz koordinalédnak, kelatgytriis rendszert alkotnak, ez szerkezeti

korlatozast kényszerithet a komplexre.
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A komplexeket altalaban nem gazfazisban allitjak el6 koponenseikbdl, igy a
stabilitdisuk mérése sziikségszerien valamilyen kiindulasi anyaggal vald Osszehasonlitast
jelent. A kvantitativ mérések dontd tobbségét vizes oldatokban végzik, amikor a kérdéses
komplex a fémion akvakomplexébdl ligandumcsere- reakcioval képzodik. Ha az egyszeriiség
kedvéért L egyfogu ligandumot jelent és a toltéseket figyelmen kiviil hagyjuk, akkor a
komplexképzddési folyamatot egymast kovetd 1épések soraként foghatjuk fel, melyekre a K

1épcsdzetes stabilitasi (képzddési) allandok a kovetkezOképp adhatok meg:

[ML(H20)n-1]

M(Hy0)n + L = ML(H,O)y + Ho0; Ky = Sofednct (1)

ML, ,(H,0) + L =ML, + H,0; K,= — Mkl __ @)
(ML (H,0)][L]

M(H,0),, + nL = ML,, + nH,0; B, = —tnl__ 3)
[M(H, 0 LI

Ezeket az allandokat koncentraciokkal fejeztiik ki, ami azt jelenti, hogy feltételezziik
az aktivitasi egylitthatok értéke egységnyi. Tiszta viz olddszer esetén ez csak végtelen
higitadsban igaz. A gyakorlatban azonban sokkal altaldnosabb az, hogy a méréseket egy
viszonylag nagy koncentracidju inert elektrolit (pl. 3 M NaClO,) jelenlétében végezziik el, ily
modon az ionerdsséget allando értéken tartva biztositjuk azt, hogy az aktivitasi egyiitthatok
gyakorlatilag 4llandok maradjanak.

A stabilitasi (képzOdési) szorzat B, a 1épcsozetes allandokkal adhatok meg:

Bn= Ki*K; * ... x K, 4)

2.3. A két hisztidint tartalmazo peptidek
2.3.1. A terminalis amino csoportot tartalmazo tetrapeptid 8

A mar korabban vizsgalt HisGli;His és HisVal,His tetrapeptidek esetében CuLH, CuL,
CuLH_ 3, CuLH , és CulLH 3 0sszetételii komplexek keletkeznek. A HisGli;His ligandum
esetén ezek mellett tobbmagvu komplexek is (CusLoH 4 és Cusl,H g) kimutathatoak. A pH
emelésével 1épcsdzetesen jatszodik le az amidnitrogén deprotondlodasa. A CuLH_; és CuLH_;
komplexekben (NH,, N°), illetve (NH2, N7, N7) koordinacio feltételezhetd, de a C-terminalis
imidazolgytiri is részt vehet a koordinacioban. A CuLH 3 komplexben tjabb deprotonalt
amidnitrogén koordinaldédik a fémionhoz. A lancvégi imidazol mar nem vesz részt a
koordinacioban, de (N, N7, N, ImN) izomer komplex kialakuldsa sem zéarhato ki. A
tobbmagva komplexekben az egyik Cu(Il)-ion peptidszerii koordinacioval, a masik Cu(Il)
pedig a szabadon maradt imidazolhoz kapcsolédhat. Izomer komplexek képzddése is

feltételezheto.
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2.3.2. A terminalisan védett tetrapeptid 34

A terminalisan védett peptidek esetén az N-terminalis aminocsoport és a C-terminalis
karboxilcsoport is olyan véddcsoportot tartalmaz, amelyek nem vesznek részt a
komplexképddési folyamatokban. Ezek a peptidek modellezik a kiilonbozd fehérjék aktiv
centrumait, hiszen a szervezetben a fémion csak az oldallancokon keresztiil tud ko6t6dni
hozzajuk.

Kutatocsoportunkban is szamos tobb hisztidint tartalmazd peptid oldategyensulyi
viselkedését tanulmanyoztak. Vizsgaltak két hisztidint tartalmazo peptideket, amelyek a
horgonycsoportként viselkedd hisztidin mellett aszparaginsavat is tartalmaztak. Mind az Ac-
HHVGD-NH; mind az Ac-HVGDH-NH; peptidekre igaz az, hogy réz(Il)ionok jelenlétében a
komplexképzédés pH 3,5 felett kezdddik meg, amikor is [CULH]** és [CuL]* komplexek
képzédnek. Ezen komplexekben a fémionok elészér monodentait modon egy-, majd
makrokelatot kialakitva két imidazolnitrogénen koordindlodnak. A pH novelésével egymast
kovetd 1épésekben jatszodik le az amidnitrogének deprotonalodasa, a kialakulo [CuLH ;]
komplexben [N(Im), 2xN~, N(Im)] tipust koordinaci6 jelenik meg, a harmadik amidnitrogén
deprotonéalodasa eltolodik a lugosabb pH-tartoményba. A korabban vizsgalt HVH peptid
védett szarmazékanak vizsgalatira is sor kerilt. Savas pH tartomanyban az
imidazolnitrogének koordinalodasaval [CuL]?* komplex képzédik, amelyben ugyan kialakul a
makrokelatot tartalmaz6 szerkezet, de végbemegy az amidnitrogének deprotonaloddsa mar a
fiziologias pH tartomanyban és [CulLH.] komplex képzodik [N(Im), N, N, N(Im)]
koordinacioval.

Jellemeztek olyan peptideket is, amelyekben a hisztidineket két aminosav valasztotta
el egymastol.* Az Ac-HGGH-NH,, Ac-HVVH-NHj tetrapeptidek és az Ac- HAAHVVH-NH,
heptapeptid esetében is a legnagyobb stabilitasu komplexek Cu(ll)-ionok jelenlétében
képzddtek. Mindkét peptid képes stabilis imidazolnitrogénes koordinaciot tartalmazo
makrokelat kialakitdsara réz(Il)-illetve nikkel(Il)ionok jelenlétében. Az igy kialakulo
komplexek jelentds stabilitassal rendelkeznek, mégis kevésbé stabilisak, mint a hisztidineket
alternalé poziciokban tartalmazé ligandumok hasonlé szerkezetii komplexei. Azt is
megallapitottdk, hogy ezen peptidek esetében 1is végbemegy az amidnitrogének
deprotonalodasa, és az uralkodo részecske az [MLH_ 3] komplex lesz, amelyben [N, N, N,

N(Im)] tipusu koordinécio6 valosul meg.
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3. Kisérleti korillmények

3.1. Peptidszintézis >°

A munkam soran a C-terminalisan védett His-Val-Gly-His peptidet allitottam el6
szilard fazisu peptidszintézis segitségével. Ezt a modszert 1963-ban R. B. Merrifield
publikalta.® A Merrifield-féle szintézis szilard hordozon (gyantan) torténik. Ez olyan
finomszemecsés mianyag, amelynek 1 grammjaban koriilbelil 10 millio szemcse van. A
szemcsek feliiletén és azok belsejében olyan funkcidscsoportok vannak, amelyek lehetoveé
teszik, hogy a szemcsékhez aminosavakat vagy mas vegyiileteket kapcsolhassunk kémiai
kotéssel. Oldoszerként olyan szerves vegylilet alkalmazhatd, amelyben a gyanta jol duzzad,
igy a reaktansok konnyen bejuthatnak a szemcsékba, illetve a melléktermékek elhagyhatjak
azt. A szintézis soran dimetil-formamidot (DMF) hasznaltunk.

A peptid szintézisét automatizalt médon egy mikrohulldmu Liberty Peptidszintetizald
késziilékkel (CEM) végeztiik. A szintézishez Rink Amide AM Resin gyantat alkalmaztunk, az
aminosavakat pedig a 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilalminium tetrafluoro-borat
(TBTU) / 1-hidroxibenzotriazol hidrat (HOBt) / diizopropil-etilamin (DIEA) technika
segitségével aktivaltuk. A Fmoc véddcsoportok eltdvolitasat a késziilék 20 % piperidint
tartalmazo DMF-oldattal hajtotta végre. Ezutan az aminosavak csatolasa kovetkezik
magasabb hdmérsékleten, mikrohulldmu sugarzas hatdsara. A szintézis a C-terminustdl halad
az N-terminus fele.

A peptid gyantardl vald lehasitasat szobahdmeérsékleten végezziik trifluoroecetsav
(TFA), triizopropil-szilan (TIS), viz és 2,2’-(etiléndioxi)-dietantiol (DODT) elegyével. A
gyantarol lehasitott peptidet szliréssel kaptuk meg. A nyers peptidet hideg dietil-éterbdl
valasztottuk le, a fehér szinli csapadékot leszlirtiik és argon gazzal szaritottuk. A peptid
tisztasagat folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel ellendriztiik. A peptidre kapott

kromatogramot az 1. 4bra mutatja be.
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1. abra: A HisValGlyHis tetrapeptid HPLC kromatogramja

3.2. pH-potenciometria >"®

A ligandumok protonalodasi allandoit és a kiillonb6z6 osszetételti réz(11)- és nikkel(l1)-
komplexek stabilitasi allandoit pH-potenciometrias mérésekkel hataroztam meg. Ez az egyik
legéaltalanosabb moddszer az oldatfazisban lejatszoddé komplexképzddési folyamatok
egyensulyi vizsgalatara.

A potenciometria olyan elektroanalitikai mddszer, amely soran egy elektrolitoldatba
meriild két elektrodbdl osszedllitott elektrokémiai cella elektrodjai kozott fennalld potencial-
kiilonbséget mérjiik. Az elektrodok feliiletén kialakuld elektrodpotencidlok kozvetleniil nem
hatarozhatok meg, csak a két potencial kiilonbségének a regisztralasara van lehetdséglink.

Az elektrodpotencial (E) €s az azt kialakité elektroaktiv komponens koncentracidja (c)

(pontosabban aktivitasa (a)) kozotti 6sszefliggést a Nernst-egyenlet (5) irja le:

RT | Cox
E = Eo+2 In (5)

Cred

ahol, Ep a standard elektrodpotencial, R az egyetemes gazallando, T az abszolit hdmérséklet,
z az oxidalt és redukalt forméak oxidacids szaménak a kiilonbsége, F a Faraday allandd, Cox €s
Cred 2z adott komponens oxidalt és redukalt forméinak koncentracidja.

Aktivitds helyett hig vizes oldatokban koncentracié is hasznalhatd, mivel ilyen
koriilmények kozott az értékek megkozelitéleg azonosak.

A pH mérésére hidrogénion szelektiv elektrodot hasznalunk, amely vékony

ivegmembrant tartalmaz, amelynek belsejében meghatarozott pH értékii referenciaoldat van.

s

9
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belsé oldalan eltérd lesz a hidrogénionok mennyisége. Ez fesziiltséget eredményez, igy az
oldat pH-ja mérhetd.
A potenciometrikus  titrdlds soran a meghatarozanddé komponenst ismert

crer

titraloszer térfogatanak fiiggvényében dbrazolva felvesszikk a titralasi gorbét. A
a muszer kalibralasahoz. Erre a célra altaldban ismert pH-ju puffert alkalmazunk, ilyen pl. a
kaliumhidrogén-ftalat.

A ligandumom vizsgalatahoz potenciometrikus titralast alkalmaztam.

crer
crer

crer

HCl-ot tartalmaztak, illetve a mintakban az ionerésség allando, 0,20 mol/dm® koncentracio
volt kalium-kloridra nézve.

Az alland6 298 K hoémérsékletet termosztat biztositotta. A kevertetésre magneses
kevertetot és tisztitott argongaz atbuborékoltatasat alkalmaztam.

Az adatok kiértekelését a SUPERQUAD ¢és PSEQUAD szamitogépes programokkal

végeztem.

3.3. UV- lathaté spektrofotometria >°°

UV-lathato spektrofotometrids vizsgalatokat végeztiink el az altalam szintetizalt
ligandum Cu(ll)- és Ni(ll)-ionokkal alkotott komplexeire.

A Cu(Il)- és Ni(Il)-komplexek spektroszkopiai sajatsagaira vonatkozdan sok irodalmi
adat all rendelkezésre.

A spektrofotometrids méréseket Perkin Elmer Lambda 25 tipust kétsugaras
fotométeren és HP fotométeren végeztik el. A spektrumokat 1,0 cm-es kiivettdkban
kiilonb6z6 pH értéken €s fémion: ligandum aranyndl 250-900 nm hulldmhossz tartomanyban
vettiik fel.

A felvett spektrumokbdl kdvetkeztethetiink a koordinalédé donoratomok szamara és a
komplexek szerkezetére, azonban a szadmtalan koordinacios modot és a befolyasolod

tényezoket figyelembe véve nem egyszerii altalanos kovetkeztetéseket levonni.
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A tetragonalisan torzult oktaéderes szerkezetii réz komplexek d-d atmenetei egy savva
olvadhatnak 0ssze, melyek energidja €s intenzitdsa a koordindlodé donoratomok szaméatol
fiigg. Az intenzitdsuk és az energidjuk fligg a koordindlodé donoratomok mindségétdl és
mennyiségétéil.9 Az abszorpciés maximum (Amax) helye a kovetkezé empirikus 6sszefiiggés
alapjan becsiilhetd meglo:

103

A = 6
max - 0,294 (C=0/H,0)40,346(CO0~)+0,46(NH,)+0,494(N=)+0,434(Im) (6)

Ha a vizes oldatban 1évd [CU(H20)6]2+-i0n ekvatorialisan elhelyezkedd viz molekulait
oxigén vagy nitrogén donoratomokkal helyettesitik, akkor az abszorpcidés maximum a
rovidebb hullamhosszak fel¢ tolodik el. A kvantitativ 6sszefliggések megadasat neheziti még
a kelatgyliri mérete és a ligandumhoz kapcsolddd olyan csoportok hatdsa, amelyek nem
vesznek részt a koordinacioban. Ezeket a hatasokat figyelmen kiviil hagyja az empirikus
képlet.

A Ni(Il)- komplexekre leginkabb a 4-es és a 6-os koordinacios szam jellemz6. A 6-0S
koordinacids szamu oktaéderes komplexekhez harom spinmegengedett d-d atmenet tartozik,
de ezek valamennyien elég gyengék. A kozépsd oktaéderes sav felhasadasa a komplex
geometriai torzuldsat mutatja. A 4-es koordinacios szdmu, tetraéderes, valamint siknégyzetes

nikkel(I1) komplexek spektrumara mar nagyobb intenzitasu savok jellemzéek.

3.4. Cirkularis dikroizmus (CD)- spektroszképia °

A komplexek szerkezetének és geometriajanak pontosabb meghatarozasara cirkuléris
dikroizmus spektroszkopiai méréseket is végeztem.

A cirkularis dikroizmus olyan spektroszkopiai mddszer, amely a polarizalt fény €s egy
optikailag aktiv anyag kolcsonhatdsan alapul. A sikban polarizalt fény egy jobbra és egy balra
cirkuldrisan polarizalt fénysugér 6sszegére bonthato fel. Optikailag aktiv mintan athaladva a
komponensek abszorpcidja eltérd lesz, tehat az optikailag aktiv anyag eltéré mértékben nyeli
el a sikban polarizalt fény két komponensét. Ezt az abszorpcids kiilonbséget nevezziik
cirkularis dikroizmusnak vagy Cotton-effektusnak. A kétféle fénysugar abszorpciojanak
kiilonbségét a hulldmhossz fliggvényében abrazolva kapjuk a CD gorbét. A gorbe maximumai
¢s minimumai az elektrongerjesztési abszorpcios spektrum maximuma helyén, illetve kozel
ahhoz talalhatoak.

A fémkomplexek optikai aktivitdsa vagy a komplexmolekula vagy a ligandum
aszimmetriajabol szarmazik. Kiilonb6zé di- ¢és tripeptidek tanulméanyozésa soran

megfigyelheto a jelek intenzitdsdnak additivitasa, azaz a nem koordinal6do oldallancok hatasa
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Osszeadodik. Azt is megallapitottak, hogy a Cotton-effektus nagysaga eltérd, ha ugyanazon
optikailag aktiv csoportok a lancban mas helyen taldlhatéak. Ennek oka, hogy a kdzponti
fémionhoz kapcsolodo kiilonb6z6 donorcsoportok nem azonos mértékben tovabbitjak a kiralis
informaciot. Hatasuk csokken amid nitrogén > karboxilatoxigén > aminonitrogén sorrendben.
A méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztiik egy JASCO J-

810 tipusu spektrométeren. A mérésekhez 0,10 és 1,00 cm-es ithosszu kiivettakat hasznaltam.
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4. Kisérleti eredmények és kiértékelésiik

4.1. Az altalam vizsgalt ligandum sav-bazis tulajdonsagai

A munkdmat a C-terminalisan savamidcsoportot tartalmazé HisValGlyHis ligandum

sav-bazis tulajdonsagainak a vizsgalataval kezdtem. A peptid szerkezetét az 2. abra mutatja

be.

O O O O
n H n H n H I
H2N—(I3HC—N—(I3HC—N—(PHC—N—(PHC—NHZ
CH> CIIHCH3 H CH>
N)% CHs NJ%
\\—NH \\—NH

2. abra: A HisValGlyHis tetrapeptid szerkezete

A méréseim soran megallapitottam a protonalodasi allandokat, az értékeket az 1.
tablazat tartalmazza. A kapott értékeket Osszevetettem a C-terminalisan védett HisGly,His és

HisVal,His, valamint a GlysHis értékeivel.

1. tdblazat: Az altalam vizsgalt ligandumok €s az dsszehasonlitasként alkalmazott vegytiletek
protonalodasi allando értéket

logp HisValGlyHis | HisGly,His (8) HisVal,His (8) GlysHis (11)
HL 7,38 (1) 7,43 7,46 8,03
H,L 13,74 (1) 13,86 13,84 14,89
HsL 19,01 (1) 19,14 19,13 17,55
pK 5,27 5,28 5,28 2,66
pK, 6,36 6,43 6,38 6,86
pK3 7,38 7,43 7,46 8,03

A két hisztidint tartalmazo tetrapeptidek harom csoportot tartalmaznak, melyek
protonalddasra képesek: két imidazol és egy terminalis amino csoportot.

Mindkét imidazol csoport savas kozegben protonalt allapotban van. Az elsé és
masodik 1épésben a két imidazol csoport lépcsézetes deprotondlodasa jon létre a pH

novekedésével. Utolso 1épésként az amino csoport deprotondlodasa kdvetkezik be. Ezekbdl az
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értékekbOl szamithatjuk ki a pK értékeket, az els6 két érték (5,27; 6,36) az imidazol
csoportokhoz, a harmadik (7,38) az amino csoporthoz tartozik.

Osszehasonlitva a HisGly,His és a HisValyHis értékeivel kozel azonos protonalodasi
értékeket kaptunk, ami azt jelenti, hogy az oldallancbeli csoportok szama illetve a helyzete a
pK értékeket nem befolyasolja.

A GlysHis egy kaboxil és egy imidazol csoportot tartalmaz. Ezekkel az értékekkel
Osszehasonlitva megallapithat6, hogy az elsé pK érték (2,66) a karboxil csoporthoz tartozik,
melyet 6sszehasonlitasra nem tudunk felhasznalni. A masodik pK érték (6,86) az imidazol
csoporthoz tartozik, ami a két hisztidint tartalmaz6 tetrapeptidekre jellemz6 pK értékei kozott
van. Ez tehat azt jelenti, hogy ez utdbbi tetrapeptideknél a hisztidin imidazolgytiriii kdzott
kolcsonhatas 1ép fel. A harmadik pK érték (8,03) az amino csoporthoz tartozik, ami nagyobb,

mint az altalam mért érték, ez a hatas a terminalis nitrogénnek kdszonhetd.

4.2. A ligandum Cu(l1)-komplexei
4.2.1. pH-potenciometrias vizsgalat

A Cu(ll)-HisValGlyHis rendszerben a titralast a fémiont és a ligandumot 1:1, 1:3 és
3:2 aranyban tartalmazé mintakban végeztem. A harmadik abran lathatoak a kapott titralasi

gorbék.

—o—pK

—m—1:01
1:03
3:02

-1 0 1 2 3 4. 5 6 7 8 9 10
Lug ekvivalens

3. abra: A Cu(ll)- HisValGlyHis rendszer titralasi gorbéi (Ciig =2,133*10° mmol/cm?)
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A savas tartomanyban az 1:1 és 1:3 aranyban fémiont tartalmazd gorbe eltér a szabad
ligandumétol, ami azt mutatja, hogy a komplexképzddés mar itt is elkezdddik. A gorbe
felugrik, ami azt jelenti, hogy ugyanazoknak az imidazol csoportoknak a deprotonalddasa
figyelhet6 meg, mint a szabad ligandumnal, csak itt ezt a folyamatot a fém elGsegitette.
Ezutan egy laposabb szakaszt kovetden ujabb pH ugras kovetkezik be, ami a szabad
ligandumtol eltéréen megmutatja az Gjabb komplexképzddési folyamatokat.

A fémet feleslegben tartalmazo gorbén lathatd, hogy egy szakasza eltér a varhatd
gorbétol, ennek a magyardzata, hogy a titrdlas soran csapadék képzddott, ami a pH
novelésével feloldodott.

A kapott adatok PSEQUAD programmal val6 kiértékelésével meghatarozott Cu(ll)-

komplexek 0sszetételét és stabilitasi allandojat a 2. tablazatban foglaltam 6ssze.

2. Tablazat: Cu(Il) komplexek Osszetétele és stabilitasi allando értékei (logp)

Komplex HisValGlyHis HisGly,His (8) | HisVal,His (8) | GlysHis (11)
[CuLH]*" 14,85 (2) 14,97 15,02 12,24
[CuL]" 10,95 (1) 10,90 10,03 8,47
[Cul,] 15,32 (8) -
[CuLH,] 2,88 (4) 3,14 2,55 1,63
[CuLH ] -5,81 (3) -5,30 -6,47 -5,79
[CuLH 5]* -15,45 (3) -15,03 -16,41 -16,67
pK (His) 3,90 4,07 4,99 3,77
pK1(amid) 8,07 7,76 7,48 6,84
pK,(amid) 8,69 8,44 9,02 7,42
pKs(amid) 9,64 9,73 9,94 10,88

pK(His)=logB([CuLH]*") — logB([CuL]")
pK(amid)=logB([CuL]") — logB([CuLH_4])
pK;(amid)=logB([CuLH_]) — logB([CuLH_,])
pKs(amid)=logB([CuLH_,]") — logB([CuLH_s]*)

A tablazat adataibol megallapithatd, hogy mono- és biszkomplexek keletkeznek. Bar a
fém feleslegben elvégeztiik a mérést, de a csapadékképzddés miatt a keletkezd komplexek
adatait nem tudtuk meghatéarozni.

Kezdetben CuLH protonalt komplex van jelen, majd a pH emelésével 1épcsdzetes
deprotonalodasi folyamat jatszodik le. fgy CuL, Cul,, CulLH.;, CuLH.; és CuLH.

komplexek keletkeznek.
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A CuLH komplexnél hisztaminszerti koordinacié alakul ki, az N-terminalis amino
csoport ¢€s az imidazol csoport kapcsolodik Ossze a rézzel, a C-termindlis imidazol csoport
pedig protonalt formaban van jelen.

A CuLl komplex esetén a C-termindlis imidazol csoport deprotonalodik. Ezt a
deprotonalodasi allandot a pK(His) jellemzi. Az értéke joval kisebb, mint a szabad ligandumé,
tehat nemcsak deprotonalddas jatszodik le, hanem koordinalodik a ligandum, egy haromfogu
makrokelat keletkezik. A titralasi gorbén lathato, hogy ez pH=6-ig stabilizalja a komplexet.
Ez a hatas megjelenik a HisVal,His és a HisGly;His esetében is.

A pH emelésével Gjabb deprotonalodasi folyamatok indulnak el, az amidnitrogének
deprotonalodnak. fgy keletkeznek a CuLH_;, CuLH_, és CuLH_ 3 komplexek. Ezekre jellemzé
a pKi(amid), pKy(amid) és a pKs(amid). Ezek az eredmények nagyobbak, mint egy egyszerii
réz(l1)-peptid komplexnél, ami azt jelenti, hogy a makrokomplex megakadalyozza az
amidnitrogén deprotonalodasat. A kialakulé komplex szabad amino-csoportja mellett egy, két
vagy harom amidnitrogén koordinalodik, de a CuLH 3, CuLH_, szerkezetben ezek mellett a C-
termindlis imidazol is részt vehet a koordindcioban. Ezt a spektralis adatokbdl tudjuk
bebizonyitani.

Hasonl6 tendenciat megfigyelhetiink mindhdrom 6sszehasonlitdsként hasznalt peptid
esetében, ahol kimutattdk az imidazol csoport részvételét a koordinacioban.®

A CulL, komplex esetében két ligandum koordindlodik két vagy haromfoga
koordinacidval.

A keletkezd komplexek eloszlasat a pH fliggvényében a 4. dbra mutatja be.
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4. dbra: A komponensek eloszlasa a pH fliggvényében
a) A Cu(l1)-HisValGlyHis 1:1; ¢i;=2,133*10" mmol/cm?, ccyy=1,678*10"mmol/cm®
b) A Cu(l1)-HisValGlyHis 1:3; ¢i;=2,133*10" mmol/cm?, ccyy=6,713*10"* mmol/cm®
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A gorbékrdl leolvashatd, hogy az 1:1 arany esetén a Cul komplexnek széles pH-
tartomanyban van jelen, a CuLH_; komplex csak pH=8 folott jelenik meg, majd ezt kvetden
a CuLH ; és a CuLH 3 komplex keletkezik. A ligandum felesleg esetén a CuL és a Cul,

komplex az uralkod6 a pH= 4-9 tartoméanyban. Csak ezt kdvetéen jelenik meg a CulLH 4,

CuLH_; komplex.

4.2.2. Spektroszkopiai vizsgalatok

A feltételezett szerkezetek megerdsitése miatt UV-lathatd fotometrias és CD

vizsgalatokat végeztiink.

A fotometrias adatokbol jol lathatd, hogy a két vizsgalt — kiillonboz6 aranyban fémiont

tartalmazé — rendszerben mas-mas a spektrumok lefutasa. A spektrumok a 5. abran lathatéoak.
A Cu(ll)-HisValGlyHis 1:3 aranynal a pH=7,28 és pH= 8,93 adatokban jelentds az

eltérés, ami annak koszonhetd, hogy a CuL, komplexb6l CuLH_, komplex keletkezik.

A Cu(ll)-HisValGlyHis 1:1 aranynal a spektrum fokozatosan tolodik el, igy a

PSEQUAD program segitségével egyedi spektrumokat is szamoltunk az adatokbol, ami a 6.

abran lathat6. A 6. abran az egyedi spektrum mellett a Cu(ll)-HisValGlyHis 1:3 aranynal

pH = 7,28 értéknél felvett (és molaris abszorbanciara atszamitott) spektrum is lathato, ami a

CulL; komplexhez rendelhetd.

_ —) 13
0,1200 - /\ 2,38
a) \\ 2,59
‘ \\ —2,93
0,1000 \ \ 3,40
\ —3,89
—5,31
—6,31
_g 0,0800 I 728
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S 0,0600 o
oY 10,01
a 10,89
< 11,11
0,0400 —11 24
11,44
0,0200
0,0000 : ‘ : ‘
300,00 400,00 500,00 600,00 900,00
A (nm)
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5. abra: A Cu(I)- HisValGlyHis rendszer UV-lathat6 spektruma a pH fiiggvényében

a) abra 1:3 aranynal; cji;=2,547*10"° mmol/cm®, ccyqy=8,62*10*mmol/cm®

b) abra 1:1 ardnynal; cjig=2,005*10"° mmol/cm?, ccuqy=1,86*10°mmol/cm®
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6. abra: A Cu(Il)-HiyValGlyHis 1:1 aranyu rendszerben szamolt egyedi spektrum
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Az spektrumbol leolvashatd a komplexek abszorpcios maximuma (Amax) €s a hozzajuk

tartoz6 moldaris abszorbancia (g). Ezeket az értékeket a 3. tablazat foglalja ssze.

3. Tablazat: A vizsgalt és az 6sszehasonlitasként hasznalt ligandumok Cu(I1)- komplexeinek

UV spektralis paramétere

Komplex HisValGlyHis | HisGly,His (8) | HisVal,His (8) | GlysHis (11)
Amax (€)
[CuLH]*" 698 (31,6) 679 (39,7) 686 (28,8) 724 (42,5)
[CuL]" 656 (62,7) 654 (54,9) 645 (44,3) 697 (59,2)
[CuLH 4] 590 (81,5) 618 (85,7) 619 (63,6) 605 (77,7)
[CuLH ] 554 (118,9) 570 (95,1) Széles sav 561 (130,7)
[CuLH ]* 518 (158,2) 519 (138,7) 512 (126,5) 550 (139,8)
CuL, 640 (85,4)
cu® 806 (20,1)

Az altalam vizsgalt peptidre kapott értékek megegyeznek az Osszehasonlitdshoz
hasznalt peptidek értékeivel, tehat a keletkez6 komplexek szerkezete is megegyezik. Eltérést
egyediil a CuLH., értékénél talalunk, mely inkabb a GlysHis értékéhez van kozelebb.

A spektralis adatok alapjan feltételezhetd, hogy keletkezik Cul, komplex is.

4. Tablazat: A (6) egyenlet alapjan szdmitott és mért abszorpcios maximum (Amax) értékek

Koordinilodo HisValGlyHis
Komplex q —
onorcsoportok Szamitott Mt Jume (M)
M (nm) ert Amax (
[CuLH]® | NHy, Im 675 698
[CuL]" NH,, Im, Im tavoli | 616 656
[CuLH 4] NH, N7, Im 594 590
[CuLH 5" | NHz, N, N, Im 531 554
[CuLH 5]* | NH,, N, N, N 514 518
CuL, 2x (NH,, Im) 559 640

A mért abszorpcids maximum értékek jo egyezést mutatnak az empirikus képlettel
szamitott értékekkel a Cu(Il)-HisValGlyHis 1:1 aranya rendszerben. A CuL ¢és a CulLH.;
esetében mért nagyobb adatok arra utalnak, hogy nem szabalyos siknégyzetes geometriaji a
keletkezé komplex. Mégis a legnagyobb eltérést a CulL, komplex adatai mutatjak. Ekkor a
szamitott abszorpcios értéket ugy kaptuk, hogy csak két hisztaminszer(i koordinaciot vettiink

figyelembe. A mért érték ennél joval nagyobb, tehat a szabalyos siknégyzetes geometria
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helyett torzult geometria alakul ki és a ligandumok koziil az egyik haromfogu modon

koordinalodik.
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8. abra: A Cu(Il)- HisValGlyHis rendszer UV-lathato spektruma a pH fiiggvényében

3:2 aranynal

A Cu(ll)-HisValGlyHis 3:2 aranya rendszer spektruman a titralasi gorbének
megfelelden csak a savas és az erdsen lugos (pH=10 felett) tartomanyban felvett gorbe

értékelhetd.
A fotometrids vizsgalat utan még CD-s vizsgalatokkal (8. abra) is ellendriztik a

feltételezett szerkezeteket. Egyedi spektrumot a Cu(Il)-HisValGlyHis 1:1 aranyt rendszerbdl
szdmoltunk (9. abra).
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8. abra: A Cu(Il)-HisValGlyHis 1:1 ardnyu rendszer CD spektruma

(Ciig=2,699*10" mmol/cm?, coun=2,513*10>mmol/cm?®)
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9. abra: A Cu(Il)-HisValGlyHis 1:1 aranyu rendszer egyedi CD spektruma
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A CD spektrumbol lathatd, hogy a CulLH komplexnek nincs CD aktivitasa, igy azt
feltételezziik, hogy a réz(Il)ionhoz a molekula hisztaminszerien kotédik. A CuL komplex
esetében latunk egy pozitiv cstucsot 735 nm-nél, mely a ligandum haromfogi koordinacidja
miatt jelenik meg. A CuLH.;, CuLH.; és a CuLH.3 komplexek esetében negativ cstucsokat
figyelhetink meg, amely a d-d atmentre jellemzd; illetve novekvd intenzitasi pozitiv
csticsokat 300 nm kornyékén. Mindkét informacié arra utal, hogy a réz(ll) koriil az amid
nitrogének koordinaldodnak. A réz(ll)-amid nitrogén toltésatmeneti sav az egy, kettd, illetve
harom amidnitrogén koordinaciéju komplexnél rendre 315 nm, 320 nm és 325 nm
hulliamhossznal jelenik meg. A CulLH.; komplexre kapott spektrum jo egyezésben van a
HisVal,His ligandum adataival, bar itt csak kozelité spektrumok adottak, nincs felbontva a
spektrum,

5. tablazat: A vizsgalt és Gsszehasonlitasként hasznalt ligandumok Cu(II)-komplexeinek
CD spektralis paraméterei

Komplex HisValGlyHis | HisVal,His (6)
A (€)

[CuL] 730 (+0,28) 726

[CuLH _q] 685 (+0,25) 690
485 (-0,15) 561
355 (-0,09) 345
315 (+0,42) -

[CULH 2] - 690
575 (-0,25) 540
325 (+1,87) 319

[CuLH 5]~ 500 (-1,38) 524
315 (+2,45) 313

Cul, 708 (+1,85) -

A Cu(ll)-HisValGlyHis 1:3 aranyt rendszer spektrumat nem bontottuk fel, de az
adatok Osszevetheték. Ebben a rendszerben megjelent a CuL, komplex, amihez spektrumot is
hozza tudtunk rendelni, ami pH=7-8 kozott van. Ez arra utal, hogy a két ligandum az amino

¢és egy vagy két imidazol nitrogénen keresztiil kotédik, és nincs amidnitrogén deprotonalodas.
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4.3. A ligandum Ni(ll)-komplexei
4.3.1. pH-potenciometrias vizsgalat

A tovabbi vizsgalatokra mar csak kevés ligandum maradt, igy a kisérleteket csak a
Ni(ll)-HisValGlyHis 1:3 fémion/ligandum aranynal végeztem. A vizsgalt rendszer titralasi

gorbéje a 10. abran lathato.

pH

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Lug ekvivalens

10. abra: A Ni(II)- HisValGlyHis rendszer titralasi gorbéi

A rendszerben a komplexképzédés pH = 4 felett kezd6dott meg. pH 9 felett a
fémiontartalmu rendszerek titralasi gorbéi eltolodnak a ligandumokéhoz képest, ami extra
lugfogyasztd folyamatot jelez, vagyis Gjabb deprotonaldédasi folyamat indul meg a szabad
ligandumhoz képest, ami feltételezhetben az amidnitrogének deprotonalodasaval
magyarazhato.

A kapott adatokat PSEQUAD programmal értékeltem ki és a programmal

meghatarozott Ni(Il)-komplexek Osszetételét €s stabilitdsat a 6. tablazatban foglaltam 6ssze.
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6. Tablazat: Ni(IT) komplexek dsszetétele és stabilitasi allando értékei (logf)

Komplex HisValGlyHis HisGly,His (12) HisVal,His (12)
[NiLH]* 12,79 (18) 12,96 13,22
[NiL]" 8,54 (5) 8,25 7,48
[NiL;] 13,31 (10) 12,70 -
[NiLH] -0,11 (40) - -1,39
[NiLH ] - -10,04 -
[NiLH 5]” -19,07 (15) -19,89 -20,39
pK (His) 4,25 471 5,74
pK1(amid) 8,65 - 8,87
pK1 2(amid) - 9,15 -
pK>,3(amid) 9,48 - 9,50
pKs(amid) - 9,85 -

pK(His)=logB([NiLH]**) — logB([NiL]")
pK;(amid)= logB([NiL]") — logB([NiLH_])
pK 5(amid)=logB([NiLH_]) — logB([NiLH_]*)/2

A tablazat adataibol lathato, hogy egy biszkomplex ¢s monokomplexek keletkeznek.
Az Osszehasonlitasként hasznélt mindkét komplex esetében is ugyanezek a monokomplexek
[NiLH]?* és a [NiL]" keletkeznek. Eltérést a tovabbi komplexek mutatnak. Az altalam vizsgalt
peptid a HisGly,His ligandumhoz hasonl6éan Ni(II)-ionnal [NiL,] biszkomplexet is kialakit, és
eltér a HisValyHis peptidtdl, mert itt nem feltételeztek biszkomplex jelenlétet. Ugyanakkor a
HisVal,His peptidhez hasonléan [NiLH.;]" és [NiLH.]* komplexek keletkezését tudtuk

kimutatni.

1,00
0,90 -
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

3 4 5 6 7 8 9 10 11
11. abra: A komponensek eloszlasa a pH fiiggvényében

A Ni(I1)-HisValGlyHis 1:3; ¢;=2,133*10" mmol/cm?®, cyi)y=6,937*10*mmol/cm®
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A nikkel(II) tartalmt mintdknal hasonl6 a helyzet, mint a réz(II)iont tartalmazéd mintak
esetében. A [NiLH]** komplex savas tartomanyban képz6dik, majd a pH emelésével
1épesbzetes deprotonalodas jon létre, amely soran [NiL]", [NiLH_1], [NiLH_5]>" komplexek
keletkeznek.

A [NiLH]** komplex kialakuldsa hisztaminszer(i, tehat az N-terminalis hisztidin
imidazolnitrogénje, és az N-termindlis aminonitrogén koordinalja a Ni(Il)-t, és stabil
kelatgytrt képzddik, mig a C-terminalis hisztidin imidazolnitrogénje még protonalt forméaban
van jelen.

A pH emelésével [NiL]® komplex alakul ki, a C-terminalis hisztidin
imidazolnitrogénje is deprotonalodik. A deprotonalddasra szamitott érték 4,61. A ligandum
haromfogu koordinaciojaval 1étrejovo komplexet oktaéderes szerkezet jellemzi.

A pH Gjabb emelésével extra deprotonalodasi folyamat kovetkezik be, ami arra utal,
hogy az amidnitrogén is deprotonalodik. Kialakulnak a [NiLH_1] és [NiLH 3]* komplexek. A
titralasi gorbérodl és a tablazatbol lathato, hogy ez pH=9,5 folott valosul meg. A pK értékek
megmutatjak, hogy két amidnitrogén kooperativ moédon, mig a harmadik amidnitrogén
deprotonalodéasa elkiiloniilten jatszodik le. A keletkezd komplexek stabilitdsa jo egyezést
mutat az 6sszahasonlitasként hasznalt peptidek komplexeivel.

A [NiL;] komplexben a két ligandum haromfogi koordinacioja valdosul meg,

oktaéderes szerkezetet 1étrehozva

4.3.2. Spektroszkopiai vizsgalatok
A feltételezett szerkezetek megerdsitése miatt UV-lathato fotometrids (12. dbra) ¢s CD

vizsgalatokat végeztiink.
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12. abra: A Ni(Il)- HisValGlyHis rendszer UV-lathato spektruma a pH fiiggvényében 1:3 ardnynal

A fotometria spektrumabdl lathatd, hogy pH=9 alatt csak kis intenzitadsu sav jelenik
meg 560 nm koriil. Ez dsszhangban van a [NiLH]?* és a [NiL]* komplexek oktaéderes

geometridjaval.

Az amidnitrogének deprotonalodasaval parhuzamosan siknégyzetes geometriaja
komplexek alakulnak ki. Ezt bizonyitja, hogy a mérés kozben 9,4-es pH-n az oldat
megsargult, illetve a spektrumban nagy intenzitasu csucs jelenik meg 417 nm-nél. A spektrum
intenzitasa az egyre tobb amidnitrogén deprotondlodasaval jelentdsen megnd, de az
abszorpciés maximum helye nem valtozik. Ennek alapjan az feltételezhetd, hogy az amino
csoport és a masik harom amidnitrogén deprotonalddjon és igy mindkét imidazol csoport
kiszoruljon a koordinacios szférabol. Ez az amidnitrogén egy egyszeri tetrapeptidhez képest
nagyobb pH-n jatszodik le, tehat a haromfogi koordinacio gatolja az amid nitrogén

deprotonéalodasat és koordinalodasat.

A feltételezett szerkezeteket CD- vizsgalatokkal is ellendriztiik (13. abra).
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13. abra: A Ni(II)- HisValGlyHis rendszer CD spektruma a pH fliggvényében 1:3 aranynal

Ugyanaz a tendencia figyelhet6 meg a CD spektrumokndl is, mint a fotometrids
spektrumoknal. Ertékelheté gorbe 9,5-6s pH-n jelenik meg. E folott csak a csticsok intenzitasa

valtozik meg, a hullamhossza nem. Ez a tetrapeptidszerii koordinaciot tamasztja ala.

7. tablazat: A vizsgalt és Gsszehasonlitasként hasznalt ligandumok Ni(l1)-komplexeinek
CD spektralis paraméterei

Komplex HisValGlyHis |  HisVal,His (10)
A (e)
[NiLH 5] 418 (-2,71) 471 (-4,50)
259 (+11,67) 262 (+11,93)
- 227 (-38,92)
224 (-23,6) 223 (+9,1)

A spektralis adatok jo egyezést mutatnak a HisValoHis tetrapeptiddel, de eltérést
tapasztaltunk a d-d atmenethez tartoz6 spektrumban.

A HisGly,His peptiddel valo Gsszehasonlitast nem tettilk meg, mert a szekvenciabol
adodoan a C-termindlis hisztidinhez képest a harmadik helyen glicin aminosav van, aminek
kovetkeztében a Cotton effektus ellentétes eldjeltivé valtozik.

A HisValGlyHis peptid esetében feltételezhetéen egyféle koordinacidos komplex
keletkezik, de ennek a pontos szerkezetének a kiderités¢hez tovabbi dsszehasonlitasi és NMR

vizsgalatokat kell elvégezni.
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5. Osszefoglalas

A réz és a nikkel valamennyi €10 szervezet szamara nélkiilonozhetetlen nyomelem. A
réz a legnagyobb mennyiségben fehérjéhez kototten fordul eld a szervezetben, mig a nikkel az
uredz nevll enzim aktiv centrumdban. Redoxireakcidik szamos biologiai oxidacids
folyamatban jatszanak szerepet. Leggyakrabban +2-es oxidacios allapotban képeznek
komplexeket. A hisztidin fontos kotési hely a nikkel(ll) és a réz(ll) szamara is. A rendszerek
kézponti ionja valamilyen atmenetifémion, amely koordinativ kotéssel kapcsolodik a
ligandumkeént jelenlévé aminosavhoz, peptidhez, vagy azok szarmazékahoz.

Munkam soran a C-terminalisan védett HisValGlyHis tetrapeptid réz(II) és nikkel(II)
komplexeit vizsgaltam. Eldszor eldallitottam a HisValGlyHis szekvenciaji aminosavat szilard
fazisu peptidszintézissel. Majd a peptid az oldategyensulyi vizsgalatat végeztem el. A pH-
potenciometrids vizsgalatok alapjan SUPERQUAD és PSEQUAD programok segitségével
komplexek stabilitasi allandoit.

A pH-potenciometrias mérések alapjan megallapithato, hogy a réz(l1)-ion jelenlétében
monokomplexek (CuLH, CuL, CuLH_ 3, CuLH ; és CuLH 3) és egy biszkomplex (CuL;); mig
a nikkel esetében [NiLH]?*,[NiL]", [NiL2], [NiLH_1], [NiLH_3]* komplexek keletkeznek. Az
ML és ML, dsszetételti komplexekben a ligandum haromfogu koordinaciodja jon létre. A pH
emelésével az amidnitrogén deprotonalodik,. A nikkel(IT)ion esetében pH 9 felett izomer
szerkezeteket nem feltételeziink.

Az UV-lathatd fotometrias ¢és CD-vizsgalatok alatamasztottdk a feltételezett

szerkezetli komplexek jelenlétét.
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6. Summary

The copper and nickel are invaluable trace elements in all living organisms. Copper
bounds usually proteins in the body, whereas the nickel is in the active site of an enzyme
called urease. Redox reactions play a role in many biological oxidation process. Complexes
are formed most often with +2 oxidation state. Histidine is important binding site for the
nickel(I1) and copper(ll). The complexes which can mimic these interactions contain
transition metal ion as central metal ion and amino acids or peptides as ligands.

During my work | studied the copper(ll) and nickel(Il) complexes of a C-termini
protected tetrapeptide (HVGH). In the first step | synthesized a tetrapeptid containig two
histidine amino acids. The synthesis was performed by means of automated peptide
synthesizer based upon the solid phase peptide synthesis. After that the equilibrium studies of
the complexes of this peptide were carried out. Based on the pH-potentiometric measurements
| determined the concentration and protonation constants of the ligands and the stability
constants of metal complexes using SUPERQUAD and PSEQUAD computer programs.

Based on the pH-potentiometric measurements it can be confirm that the copper(Il)
ion forms monocomplexes (CuLH, CuL, CuLH j;, CuLH , és CuLH 3) and a bis(ligand)
complex (CuL,); while for nickel [NiLH]*, [NiL]", [NiL.], [NiLH_4], [NiLH_3]* complexes
are formed. ML and ML, complexes are created tridentate coordination of the ligand.
Increasing the pH the successive deprotonation and coordination of amide nitrogens takes
place. In case of nickel(ll) ions we did not assume isomer structures over at pH 9.

The supposed structures of the complexes were confirmed by UV-visible

spectrophotometry and CD spectroscopy.
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