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1. Bevezetés

Régota ismert, hogy bizonyos elemek jelenléte nélkiilozhetetlen az emberi szervezet
szamara. A nyomelemek kis mennyiségiik ellenére nagyon fontos szerepet toltenek be. Ilyen
elem példaul a réz, mely a redoxifolyamatok katalizalasan kiviil tobb folyamatban is szerepet
jatszik. Az emberi szervezetben a réz(Il)-ion leggyakrabban fehérjéhez kotott allapotban
talalhato meg. Az ilyen fehérjéket metalloproteineknek, illetve metalloenzimeknek nevezziik.
A fémion a fehérjéket felépitd aminosavak oldallancain keresztiil kapcsoldédik a szerves
molekuldkhoz. Az egyik legfontosabb kapcsoldédasi hely a hisztidin oldallancaban
megtalalhat6 imidazol donorcsoport. A fehérjékhez valo kotddést kisebb tagszdmu, kiillonbdzo
aminosavakat tartalmazé peptidekkel modellezhetjiik, amelyekkel igy lehetéség nyilik a
kotédési hely tanulmanyozasara.

A fémion-protein kolcsonhatasok megértéséhez hozzajarulnak azok a vizsgalatok,
amelyekben a kiilonb6z6 oldallancokat tartalmazd peptidek atmenetifémionokkal alkotott
komplexeit tanulmanyozzak. A Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék Bioszervetlen
Kémiai Kutatdcsoportjaban évek ota kiterjedt kutatasok folynak a kiilonb6zdé peptidek
atmenetifém komplexeinek oldategyensulyi vizsgélataval kapcsolatban. A Tanszék automata
peptidszintetizald késziilékével lehetdség nyilt két vagy tobb hisztidint tartalmazd peptidek
szisztematikusan tervezett sorozatanak az eldallitasara.

Ebbe a kutatdsi munkdba kapcsolodtam be. A célom a C-terminalisan védett
His-Ala-Ala-His-NH, szekvencidju tetrapeptid szintetizalasa és atmenetifémionokkal alkotott
komplexeinek oldategyensulyi vizsgalata volt. A kapott eredményeket 0sszehasonlitottam a

tanszéken mar korabban vizsgalt hasonld szerkezetli peptidek fémkomplexeivel.
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2. Irodalmi attekintés'™
2.1 A Cu(II)-ion élettani szerepe3

A r1éz ¢l6 szervezetben betoltott helye poétolhatatlan. A ndvényvilagban a
fotoszintetikus folyamatokban vesz részt, mint elektronszallito. A puhatestii és izeltlabu
allatok esetén az oxigénszallito festékanyag, a hemocianin részét képezi. Az emberi
szervezetben is nagyon sokféle, egymastol kiilonbozo feladatokat 14t el, annak ellenére, hogy
csak kis mennyiségben talalhaté meg benne. Szamos redoxi folyamat katalizalasaért felelds,
de részt vesz a csontképzddésben, a 1€gzési lancban, segiti a vas felszivodasat és beépiilését.
Nélkiilozhetetlen a gyogyuldsi folyamatokhoz, a sejtek energiatermeléséhez ¢és az
izérzékeléshez is.

Egy felndtt szervezet atlagos réztartalma 80-120 mg kozé esd értek. A
szervezetiinkben eléforduld réz mennyiségének csupan 1%-at, azaz 1 mg-ot kell naponta
potolnunk. Napi 10-15 mg a megengedett beviteli érték, ettdl nagyobb mennyiség esetén a
rézmérgezés tiinetei jelennek meg.

A réz a bélben ¢s a gyomorban szivodik fel aktiv transzport révén, a membranon vald
athaladasban a Cu-ATP-4z enzimek segitik. Ezutan a véraramba keriil az albuminnel alkotott
komplex formdjaban. A majba érve Cu(Il)-ion formaba alakul redoxi folyamatok soran, majd
a ceruloplazminhoz kétédve tarolodik.

A rézion fehérjékhez kapcsolddva, metalloenzimekben és metalloproteinekben fordul
eld, legnagyobb mennyiségben a majban, vesében, izmokban ¢s az agyban taldlhatéo meg.

Az emberi szervezetben a rézion hianya komoly problémakhoz vezethet. Ezt tobb
tényez0 is okozhatja, példaul az alultaplaltsag, amikor az elfogyasztott ételek réztartalma nem
fedezi a napi sziikségletet. Bizonyos fémek nagy mennyiségben gatolhatjdk is a réz
felszivodasat, tarolasat, ilyen fém a vas, a cink ¢és a kadmium. De a réz felszivodasat
gatolhatja a felvételéhez sziikséges réztranszport fehérjék hidnya is, mely betegséget
Menkes-kornak neveziink. Ebben az esetben a rézion nem tud atjutni a bél falan, igy feldasul
a bélben ¢és a vesében, €s nem keriil a véraramba. A rézion fontos szerepe, hogy segiti a
csontképzodést, a kalcium ¢és a foszfor beépiilését a csontokba. Dr. Robert O. Becker altal
publikalt felfedezés alapjan a réz(Il)-ion a kollagén rostokhoz kapcsolc')dik.4 Rézhiany esetén
ez a kotddés nem valdsulhat meg, ami csontritkulashoz vezet. Megfeleld rézion mennyiség
nélkil a légzési lancban betoltott feladatat sem képes ellatni a citokrém-c oxidaz, igy nem
tudja a molekularis oxigén redukciojat katalizalni, €s jelentds oxigénhasznositasi problémakat

okoz. A vas beépiilését is segiti az oxigén szallitasaért felelds hemoglobinba. A rézion felelds

2
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az agyi idegsejteket koriillvevd myelin hiively termeléséért is. Hiany esetén poétolni kell a
rézion mennyiségét, Menkes-kor esetén ezt megfeleld rézvegyiilet intravénds beadasaval is
elérhetjiik.

A tulzott mértéki rézbevitel is karos lehet. A napi 10-15 mg-ot meghalad6 réz
felvétele esetén a rézmérgezés tiinetei jelennek meg; ezek a maj- és idegrendszeri
karosodasok, a hasmenés, a hanyas ¢€s az izomfajdalmak. Ilyen nagy mennyiség bevitele
torténhet rézedényben tarolt ételek fogyasztasa altal, melyekbe beoldodott a réz, de leginkabb
nagy rézfelhalmozodas a Wilson-koér esetén alakul ki. A mdajban a rézmegkdtd szerepet
betoltd ceruloplazmin hianya folytdn a rézion a maj- és az agyszovetekbe rakodik le. Stlyos
agyl rendellenességet, elbutulast ¢és majkarosodast okoz. A betegség kelatterapiaval
orvosolhatd, mely esetben a D-penicillamin szervezetbe juttatasa sordn megkoti a fémiont. A
szervezetbdl vald kimosasra megfeleld a diglicil-hisztidin peptid, mely a megkotott fémiont a

vizelettel egylitt tavolitja el.

2.2 A Ni(IT)-, Cd(ID)- és Zn(II)-ion élettani szerepes’ 6

A nikkelion €10 szervezetben betoltott szerepe sokdig ismeretlen volt. Az 1960-as évek
elején kezdték el vizsgalni, amikor felfedezték, hogy a rézionhoz hasonldéan képes a
fehérjékhez kotddni. A hisztidin oldallincdban megtalalhaté imidazolnitrogén a nikkelion
szamara is fontos kotOhely. Létfontossaga eddig nincs bizonyitva, csak kevés enzimben
talalhatd meg. Nagyon kis mennyiségre van beldle sziikség, mely nagy kornyezeti
koncentrécioja és hatékony felszivodasanak kdszonhetden konnyen pdtolhato.

A kadmiumion a tobbi vizsgalt fémiontol eltéréen az emberre mérgezd, vegyiiletei
karcinogén hatastak. Tobbféleképpen is a szervezetbe keriilhet, eltéré hatast okozva.
Kadmium tartalmt por belégzésével nem jelennek meg azonnal tiinetek. A lappangasi 1dot
kovetden viszont 1égzési gondokat, zavarokat okoz. Ezzel szemben, ha taplalékkal juttatjuk a
szervezetbe, akkor azonnal hasfajas, hasmenés ¢és hanyas tiinetei jelentkeznek. A kadmium a
bélben szivodik fel és véraram tutjan jut el a majba €s a vesébe. Felhalmozddasaval roncsolja a
szerveket. A szervezet védekezésképpen egy ciszteinben gazdag fehérjét termel, mellyel a
kadmiumion komplexet képezve megkdtodik.

A cinkion a rézionndl is nagyobb mennyiségben talalhatd6 meg fehérjéhez kotddve az
emberi szervezetben. Létfontossagu ion, mely valtozatos feladatot 1at el. A 3d palya zart

elektronrendszere miatt redoxi reakciokban nem vesz részt. Legfoképp szerkezetalakito ¢€s
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enzimaktivator szerepet tolt be. A legtobb ételben megtalalhato, igy kiegyensulyozott

taplalkozassal fedezhetd a napi sziikséglet.

2.3 A Cu(IT)-ion lehetséges koordinacios modjai
2.3.1 Terminalisan nem védett HisAla,His peptid

Tudoményos didkkori munkamat a HAAH peptid réz(I1)-komplexeinek vizsgalataval
kezdtem, amelybdl tudomanyos diakkor dolgozatot is készitettem. Ezen vizsgélataink alapjan
megallapitottuk, hogy a Cu(Il)-ion savas tartomdnyban az N-termindlis hisztidinnel és az
aminocsoporttal alakit ki hatos kelatgytiriit, melyet hisztaminszerti koordinacionak neveziink
(1.a &dbra). Majd 4-es pH-t6l kezddédden a C-termindlis imidazolnitrogén is deprotonalodik és
kotddik a fémionhoz. Ez a szerkezet elég stabilis ahhoz, hogy az amidnitrogének
deprotondlodasi folyamatdt nagyobb pH tartomanyba tolja. Biszkomplex Iétrejottét is
feltételezziik, melyben egy fémionhoz két ligandum kotddik hisztaminszeri koordinacioval,
¢s az egyik ligandum C-termindlis imidazolnitrogénje is koordinaldédik. Tobbféle izomer
szerkezet is kialakulhat ennél a komplexnél. Legnagyobb valosziniiséggel az egyik ligandum
C-terminalis imidazolnitrogénje kotddik a fémionhoz, de nem kizart azt egyik amidnitrogén
koordinalddasa sem.

A pH emelésével az amidnitrogének deprotondlodasi folyamata kezdddott el. Az els6
két amidnitrogén kozel egy lépésben deprotonalddik és koordinalddik a Cu(Il)-ionhoz,
kialakitva a [CuAH_,]" és [CuAH_,] komplexeket (1.c, d 4bra). A harmadik amidnitrogén
koordinalodasaval 1étrejott [CuAH 3] komplex (1.e dbra) a lugos pH tartomanyban alakul ki.
Az elsé két esetben a réz(Il)-ion koordindcids szféraja nem telitett, igy a C-terminalis
imidazolnitrogén koordinacioja is feltételezhetd. Ez harom deprotonalddott amidnitrogénnél
mar nem valdsulhat meg.

A potenciometrias mérések alapjan tébbmagva komplex 1étrejottét feltételezziik
fémfelesleg jelenlétében. Az UV-lathaté- és CD-spektroszkopids mérések ennek a
komplexnek a képzddését alatamasztottdk. A feltételezett szerkezetben a fémionok
hisztaminszert, illetve (N, N, N Im(N)) koordinacidval kotddnek a molekulakhoz (2.d

abra).
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1. abra: A vizsgalt rendszerben a lehetséges koordindcis modok sematikus rajza:

a.) [CudH]*", b.) [Cud]?*, c.) [CudH_;]", d.) [CudH 5], e.) [CudH 3], f) [CusA>H 4]
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2.3.2 Terminalisan védett peptidek

Terminalisan védett peptidek esetén az N-termindlis aminocsoport és a C-terminalis
karboxilcsoport is olyan véddcsoporttal van ellatva, melyek nem vesznek részt a
komplexképddési folyamatokban. Ezek a peptidek jobban modellezik a kiilonb6zd fehérjék
aktiv centrumait, hiszen a szervezetben a fémion altalaban az oldallancokon keresztiil tud
kotédni hozzajuk. A tanszéken mar széleskoriien tanulmanyoztak a multihisztidin peptideket,
tobbek kozott a tobb hisztidint tartalmazoé pentapeptidek sorozatat, melyek altalanos képlete
Ac-His-Xaa-His-Yaa-His-NH,.” Ehhez hasonlo peptidrészlet taldlhaté meg az Alzheimer-kor
kialakulaséaért felelds amyloid prekurzor fehérjében is.

A tobb hisztidin jelenléte valtozatos komplexek kialakuldsara ad lehetdséget. Savas
tartomanyban a réz(Il)-ion az imidazol nitrogénekhez kotodik. Megéllapitottak, hogy a
kialakulé komplexek akkor a legstabilisabbak, ha a hisztidineket egy aminosav vélasztja el
egymastol. Ekkor a makrokeldtok kialakuldsa eltolja az amidnitrogének deprotonalodasat a
nagyobb pH tartoméanyba, de nem akadalyozza meg azt.®

Fiziologias pH-tartomanyban két amidnitrogén és két imidazolnitrogén kotodik a
fémionhoz. Tobbféle koordinacios izomer alakulhat ki, de a mérések soran megéllapitottak,
hogy a C-termindlis részen kedvezdébb a fémion kdtddése (2.a dbra).

A pH tovabbi emelésével egy harmadik amidnitrogén is koordinalodik a fémionhoz.
Ez a kotédés [N, N, N, Im(N)] modon valésulhat meg (2.b abra). Fémion felesleg esetén
lehetdség van tobbmagva komplexek kialakuldsara is.

Ha a molekulaban 1év6 hisztidinek nagyobb tavolsdgra helyezkednek el egymastol,
akkor altalanosan jellemzd, hogy az egyes hisztidin aminosavak fliggetlen kotohelyet
jelentenek a fémion szadmara, igy a molekula annyi fémion megkotésére képes, ahany

hisztidint tartalmaz a szekvencia.’
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HN

b.)
[CU.LH,3]

2. abra: Védett, multihisztidin tartalmu peptidek lehetséges komplexei: a.) A fiziologias
pH tartomanyban kialakulo [Cul H ;] komplex, b.) A lugos tartomanyban kialakulo

[CuLH 3] komplex sematikus szerkezete.
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3. Kisérleti koriilmények

3.1 pH-potenciometria10

crer

szolgal elektrédpotencidl kiilonbség mérésével. Ezt a modszert alkalmaztam a ligandum
protonalodasi allandoinak és a kiilonbozé réz(Il)-komplexek Osszetételének és stabilitasi
allanddinak meghatarozasara. A titrdlasokat MOLSPIN pH-meter automata titratorral
végeztem, melyhez MOL-AcS gyartmanyu biiretta és kombinalt tivegelektréd kapcsolodott.
Az adagolas 1 ml végtérfogata Hamilton fecskenddvel tortént.

Az  elektrodot  (Metrohm  6.0234.100) 0,050 mol/dm®  koncentracioju
kalium-hidrogén-ftalat oldattal (melynek pH-ja 25 °C-on 4,005) kalibraltam.
KOH titral6oldattal dolgoztam.

A  méréshez sziikséges dallandd homérsékletet ultratermosztdt segitségével
biztositottam, az oxigén kizdrasat argon gaz aramoltatdsaval, az oldat kevertetését pedig
magneses keverdvel oldottam meg.

Az altalam vizsgalt rendszereket vizes oldatban, 3 és 4 cm’-es mintikban

tanulméanyoztam.

A ligandumok teljes kezdeti koncentracidja 1,5-2:10° mol/dm® volt. A
pH-potenciometrias mérések segitségével és a titralasi gorbe ekvivalencia pontjai alapjan
1:2-2:1 kozott valtozott. A kiértékeléshez hasznalt program a titralasok soran fellépd
térfogatvaltozast figyelembe vette.

Az oldatok 4allandé ionerdsségét KCl hozdadasaval biztositottam, gy hogy a
mintakban 0,2 mol/dm”’ legyen a koncentracioja. Ez lehetévé tette, hogy a titralasok soran az
ionerdsség valtozasa ne legyen hatdssal a elektrodpotencidl kiilonbségének mérésére.

Szamitogépes programmal végeztem a potenciometridas mérések eredményeinek
értékelését. A SUPERQUAD'! nevii programmal szdamoltam ki a ligandum koncentraciojat és
protonalodasi allandoit, a PSEQUAD' programmal pedig a kiilonbéz6 fémkomplexek
(MpAgH;) stabilitasi allandoit (logB) (1, 2 egyenlet). A fentebb emlitett PSEQUAD program
Z€kany Laszld és Nagypal Istvan altal kifejlesztett program. Mindkét program megadja a

protonkomplexek, illetve a fémkoplexek Osszetett stabilitasi allandojanak logaritmusat:
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pM +qH +rL > M,HgL (1)
B = [MpHqLi] (2)
Pe [MIP[H][L]

A program fontos tulajdonsdga, hogy képes ugyanazon rendszer kiilonb6zé fémion-ligandum
ardnyanal vagy koncentracidinal kapott mérési adatait parhuzamosan kiértékelni. A
kiilonbozd 1épcsdzetes folyamatok ereddjébdl adodik a B,q, igy tovabbi lehetdség nyilik a

1épcsdzetes egyensulyokra vonatkozé allandok képzésére.

3.2 UV-lathaté spektrofotometria®

A spektrofotométer olyan optikai berendezés, mely a monokromatikus fény
intenzitasat és annak valtozasat képes mérni.

A spektrofotometrids vizsgalatokat réz(Il)-komplexek esetén 250-900 nm hulldmhossz
tartomanyban végeztem el. A spektrumokat kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyoknal vettem
fel 1 cm-es kvarc kiivettdban a pH fiiggvényében. A spektralis vizsgalatokat Perkin Elmer
Instruments Lambda 25 UV/VIS kétsugaras spektrofotométeren és Hewlett Packard HP 8453
tipusu egysugaras fotométeren végeztem..

A kapott spektrumok elemzésével kovetkeztetni tudunk a képzodd komplexek
szerkezetére, geometriajara, a koordinald6d6é donoratomok szdmara és kémiai jellegére.

A réz(Il)-komplexek elézetes vizsgélatai alapjan rengeteg irodalmi el6zmény all
rendelkezésre. Ennek ellenére mégsem Ilehet egyértelmii kovetkeztetést levonni a
koordinéacids modok sokfélesége és a sok befolyasolo tényez6 miatt.

A réz(Il)-komplexek tetragonalisan torzult, oktaéderes szerkezetiiek, melyekben a
lehetséges atmenetek egyetlen Osszeolvadt savként jelennek meg. A kiilonb6zé komplexek
intenzitasa ¢és energidja fiigg a réz(Il)-ionhoz koordinalddott donoratomok szamatol és
mindségétdl. Az abszorpcidos maximumok helyének a becslése az alabbi empirikus képlet

alapjan teheté meg'*:

_ 10°
Amax™ =6 394 (C=0 / H,0 )+0.346 ( COO™ )+0.46 ( NH, )+ 0.494( N= )+ 0434 (Im) )

A réz(Il)-ion vizes oldatban a négy ekvatorialis helyen vizmolekulat koordinal.
Ligandum jelenlétében ezek a koordindcios helyek oxigén ¢€s nitrogén donoratomokra

cser¢lddnek ki. Ezek intenzitdsa kisebb hullamhossznal maximalis, igy az abszorpcios
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maximumok balra tolodnak. Ez a jelenség kiilondsen a nitrogén atomokra jellemzd. Neheziti
az Osszefliggések elemzését az is, hogy a donoratom kémiai kornyezetén kiviil a kelatgytira
méretétdl és a nem koordinalodd ligandumrészek nagysagatol is fiigg az effektus nagysaga.
Ugyanakkor az axialis kolcsonhatas az abszorpciés maximumokat a nagyobb hullamhossz
tartomanyba tolja. Ezeket a hatasokat figyelmen kiviil hagyja a fentebb emlitett empirikus
képlet.

3.3 Cirkularis dikroizmus (CD)-spektroszkopia' >

A kiilonboz6 komplexek geometridjadnak megallapitasara cirkularis dikroizmus-
spektroszkdpia vizsgalatokat végeztem.

A sikban polarizalt fény felbonthatdo két Osszetevore, egy balra és egy jobbra
cirkulérisan polarizalt tényezére. Az optikailag aktiv anyagok a két Osszetevot kiilonbozo
mértékben téritik el. Egy ilyen kdzegben a fény polarizacids sikja elfordul, ha sikban
polarizalt fényt bocsatunk at rajta. Az elfordulds mértéke tobb tényezo6tdl is fligg, ezek a
torésmutato, oldoszer, homérséklet és a mérés hullamhossza.

CD-nek nevezzilkk a sikban polarizalt fény két Osszetevdjének kiilonbozo
abszorpcigjat. Ezek kiilonbségét a hullamhossz fiiggvényében abrazolva kapjuk meg a CD
gorbét.

A CD gorbe maximumai, illetve minimumai az elektrongerjesztési abszorpcios

spektrum maximuma helyén, illetve ahhoz igen kozel helyezkednek és viszonylag keskenyek.

crer

e ey

A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztem. A
spektrumokat JASCO-810 spektrométeren, szobahdmérsékletii vizes oldatokban vettem fel
kiilonb6z6 pH-értékeknél, illetve fémion-ligandum ardnyoknél. 0,100 és 1,000 cm-es

uthosszasagu kiivettakat hasznaltam

3.4 "H-NMR spektroszkopia

A ligandum tisztasagat 'H-NMR méréssel ellenériztik. A ligandumot 99,8 %-os
izotoptisztasagh D,O-ban oldottam fel. A spektrumok felvételéhez 0,01 mol/dm?’
koncentracioju oldatot készitettem. A 'H-NMR spektrumokat BRUKER AMB360

10
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MHz FT- NMR késziiléken vettiik fel. A kapott spektrumot az NMR spektrométer sajat
softverével, illetve az 1D WinNMR programmal értékeltiik ki.

3.5 Tiimegspektrometria16

A tobbmagvu komplex 1étezésének bizonyitasara tomegspektrometrias méréseket
végeztem.

A tomegspektrometria a molekuldk ionizacidjan alapuld nagy hatékonysagu analitikai
¢s szerkezetvizsgalati modszer. Jellemzdje, hogy széles tartomanyban nagy érzékenységgel
képes molekuldkat vizsgalni. A modszer elve, hogy a mintaban levé molekulakat ionizéaljuk,
majd tomeganalizator segitségével szétvalasztjuk és detektaljuk. Az elektrospray ionizacid
soran a mintat egy nagy fesziiltségl kapillarsion keresztiil porlasztjuk. Az igy keletkezett
cseppekbdl flitéssel parologtatjuk el a folyadékot. A Coluomb robbanast kdvetéen addukt
ionok keletkeznek. Ezt kdvetden a toltott részecskék az m/z értékiik alapjan szétvaltak az
analizatorban a repiilési idejiik alapjan. A detektorral meg tudtuk hatarozni az egyes ionok
m/z értékeit.

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

kb. 0,001 mol/dm® volt.

3.6 Hasznalt vegyszerek

crc

A pH-potenciometrias méréseket kb 0,2 mol/dm’-es, pontosan ismert koncentracioju,
argon alatt tarolt, karbondtmentes KOH-oldattal végeztem. A mérdoldat karbondtmentességét
a koncentracié meghatarozasara alkalmazott pH-potenciometrias méréssel ellendriztem.

A kb. 0,2 mol/dm’-es sosavoldatot tdmény sdsav higitisaval készitettem. A pontos
Gran-féle modszer segitségével.'”

A CuCl, torzsoldat a Reanal cég altal gyartott a.l.t. mindségli vegyszerbdl késziilt. A
oxinat formdjaban gravimetriasan hataroztak meg.

A pH-potenciometrias méréseknél hasznalt kalium-hidrogén-ftalat- és KCl-oldat

haromszor ioncserélt viz felhasznalasaval szilard vegyszerekbdl késziilt.

11
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A vizsgalt ligandumot (His-Ala-Ala-His-NH>) a tanszéken allitottam el6 szilard fazisa
peptidszintézissel. A ligandum megfeleld szerkezetérdl ¢&s tisztasagarol HPLC-s ¢és
'H-NMR-es méréssel gy6zédtiink meg. A peptidszintézishez felhasznalt vegyszerek koziil a
hisztidint (Fmoc-His-Trt-OH), alanint (Fmoc-Ala-OH), dimetilformamidot (DMF),
o-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrafluoroboratot (TBTU), N,N-diizopropil-etilamint
(DIPEA), piperidint, ¢és a trifluorecetsavat (TFA) a Merck Kft-t6] szereztiik be. A szintézishez
hasznalt gyantdit (Rink amide gyanta) a Nova Biochemtdl vésaroltuk. Az
N-hidroxibenzol-triazolt (HOBY), triizopropil-szilant (TIS), 1-metil-2-pirrolidint (NMP),
dietil-étert és az etan ditiolt (EDT) a Sigma-Aldrich cégtdl, a 2,2’°-(etiléndioxi)-dietantiolt
(DODT)) a VWR International Kft-t6l, a diklormetant (DCM) pedig a Spektrum-3D Kft-t6l
vasaroltuk. A HPLC-s elvélasztashoz hasznalt acetonitrilt (MeCN) a VWR cégtdl szereztiik
be.

12
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4. Peptidszintézis

Az altalam vizsgalt peptid His-Ala-Ala-His szekvenciaji, mely savamidcsoportot

tartalmaz a C-terminalis végen (3. 4bra)

SN NH2 NH2
HN
P NH HN
NH o)
o) o)
/
NH

N—/

3. abra:Az His-Ala-Ala-His-NH, (HAAH) szerkezete.

A peptidet szilard fazisu peptidszintézissel allitottam el az 6t felépitd aminosavakbol,
Liberty 1 mikrohulldmt automata peptidszintetizalo késziilékkel.

A szintézis soran a Merrifield altal kidolgozott szilard fazisu peptidszintézisnek
megfelelden oldhatatlan hordozé polimert (gyantat) alkalmaztunk.' Ennek a feliiletéhez
kotve tortént a szintézist. A gyantahoz hozzakapcsolddott a peptid C-terminalis vége, mely
aminocsoportja védve volt. Ez lehetové tette, hogy a kdvetkezd aminosav vizkilépés kézben a
megfeleld helyen létesitsen peptidkotést. A kotés kialakulasat kapcsoloszerek segitik eld, ezek
a TBTU, HOBt, melyek aktivaljadk az aminosav karboxilcsoportjat. A gyantdhoz kapcsolddo
peptidlanc a kapcsolodasok sordan novekszik, melynek a folosleges reagenstdl vald
megtisztitdsa mosassal és sziiréssel torténik. "

A modszer elonye, hogy a szintézis veszteségek nélkiil, egyetlen reakcidedényben
végrehajthatd. Ezt az teszi lehetdvé, hogy a minta minden egyes adagolas utan sziirhetd, igy a
nem reagalt anyagok és a melléktermékek konnyen eltdvolithatéak. A folyamat végén a
szlirén mar csak a kész peptid talalhat6 a gyantahoz kapcsolddva.

A szilard fazisa peptidszintézis soran kétféle stratégiat kiilonboztethetiink meg, a
Boc/BzI- és a Fmoc/tBu mddszer. A peptid szintézisekor az utobbit hasznaltuk, mely soran az
aminosav-szarmazékok  o-aminocsoportjdhoz  9-fluorenil-metoxikarbonil ~ (Fmoc), az
oldallancok funkcids csoportjahoz pedig terc-butil véddcsoport kapcsolodott a mellékreakciok
elkeriilése végett. 2

A szintézis alatt a gép automatikusan adagolta el6szor az aminosavakat (Fmoc-His,
Fmoc-Ala), aztan az aktivatort (HOBt, TBTU) és az aktivator bazist (DIPEA), melyek
katalizaljék a reakciodt. A kapcsolasi 1épések hatékonysagat mikrohullam alkalmazéasa novelte.

gy tiszta peptidet tudtam eldallitani. Az Fmoc véddcsoport eltavolitaisa 20%-0s
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piperidin-DMF eleggyel szintén mikrohulldmmal tortént. A gépbdl kivett peptid gyantdhoz
volt kotve, igy az arrol valo hasitast kézzel végeztem a hasito eleggyel (TFA/TIS/H,O/EDT).
A DODT megakadalyozta a hisztidin oldallanc oxidalodasat. A peptidet dietil-éterrel csaptuk
ki, éteres mosas ¢és centrifugalds utan a pelyhes csapadékot nagy tisztasdgu argon alatt
szaritottam, végiil kevés vizben feloldottam és liofilizaltam.

A liofilizalas utan a kinyert peptid tomege 154,67 mg volt. A peptidszintézist
0,25 mmol +10%-ra volt tervezve. Ez alapjan a kitermelés 79,8%. Ennek tisztasaga a titralas
soran szamitott ligandum anyagmennyiségének és a mintdba bemért anyagmennyiségének
alapjan 69,1%. A peptid mellett azonban csak inert szennyezés volt jelen.

A peptid tisztasdgat nagyteljesitményti folyadékkromatografias méréssel, HPLC-vel
ellendriztem. Az elvélasztashoz MeCN (6 %) és H,O (94 %) elegyét hasznaltam 0,1 %-os
TFA tartalommal.

A 'H-NMR spektroszkopia is megerSsitette a peptid tisztasigat. A peptidre a
Chemdraw program segitségével szerkesztett varhat6 spektrum és a mért spektrum jo

egyezésben van egymassal. (4. dbra)
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4. dbra: A ligandum varhaté (a.) és a kapott (b.) 'H-NMR spektruma.
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5. Kisérleti eredmények és értékelésiik
5.1 Protonalodasi allandok

Az altalam vizsgalt HAAH peptidet a HGGH, a HVVH ¢és a GGGH szekvenciaja
ligandumokkal hasonlitottam 0ssze. Az 6sszehasonlitas sordn a peptidek koziil csak a GGGH
tartalmaz karboxilcsoportot, a tobbi ligandumnal savamid csoport van a C-terminalis végen. A

protonalddasi allandokat az alabbi tdblazat tartalmazza.

1. tablazat: A HAAH ligandum és az osszehasonlitisként hasznalt peptidek
protonalodasi dllando értékei. A csillaggal jelzett vegyiiletek savamidcsoportot

tartalmaznak a C-terminalis végen.

HAAH 2 HGGH * HVVH 2 GGGH ®
HA 7,41(1) 7,43 7,46 8,03
H,A 13,81(1) 13,86 13,84 14,89
H;A 19,11(2) 19,14 19,13 17,55
K, 5,30(2) 5,28 528 2,66
K> 6,40(1) 6,43 6,38 6,86
pKs 7,41(1) 7,43 7,46 7,59

A téblazat alapjan lathatd, hogy harom deprotonalodasi 1€pés kiilonithetd el. Ez a két
hisztidin nitrogénjeihez, valamint az aminocsoporthoz tartozik.

A két kisebb pK érték az imidazolnitrogének deprotondlodasdhoz (~5,3 és ~6,4), a
legnagyobb érték pedig a protonalt aminocsoport deprotondlodasdhoz tartozik (~7,4).
Ugyanez a tendencia figyelheté meg a HGGH ¢s a HVVH rendszereknél is.

Ez a harom deprotonalddasi folyamat egymast atfedd 1épésben jatszodik le, igy ezek a
deprotonaldodasi 1épések nem kiiloniilnek el egymastol. Ezért a pK értékeknek az adott donor
csoportokhoz val6 rendelése csupan kozelitd érték.

A két imidazol helyzete, kornyezete eltér6. Az N-termindlis végen levo
imidazolnitrogén van a  protondtmenet szempontjabdl kedvezdbb  helyzetben,
deprotonalodasat eldsegiti a mellette levé aminocsoport. A C-terminalis végen savamidcsport
helyezkedik el, igy az nem tudja elésegiteni az ott levé donorcsoport deprotonalodasat. Igy a
korabbi vizsgalatoknak megfeleléen a C-termindlis részen levd imidazolnitrogén
deprotonalodasa nagyobb pH-n jatszodik le. Ezt igazolja a GGGH molekuldval valo
Osszehasonlitds, ahol a hisztidin imidazolnitrogénjéhez rendelhetd pK, érték hasonld

nagysagrendd.
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5.2 A ligandumok réz(1I)-komplexei

A Cu(II)-HAAH rendszerben a korabban elvégzett vizsgalataim eredményeit
a tanszéken mar korabban vizsgalt rendszerekkel hasonlitottuk 6ssze, hogy kovetkeztetéseket
vonjunk le az oldallanc hatdsarél a komplexképzddésben. Az Osszehasonlitds sordn a
kiilonbozé rendszerek protonalddasi allandoit ¢€s a Cu(Il)-vel alkotott 1:1 aranya

komplexeinek a stabilitasi allandoéit vizsgalom (2.tablazat).

2. tablazat: Hisztidintartalmu tetrapeptidek protonaloddasi dallandoi és Cu(ll)-vel alkotott

komplexeinek stabilitdsi allandoi.

HAAH? HGGH?” HVVH?” HGVH* HVGH” GGGH?
HA 7,41(1) 7,43 7,46 7,40 7,38 8,03
HA 13.81(1) 13,86 13,84 13,77 13,74 14,09
H:A 19,11(2) 19,14 19,13 19,05 19,14 17,55
CuAH 14,83(3) 14,97 15,02 14,80 14,85 12,24
CuA 10,53(3) 10,90 10,03 10,67 10,95 8,47
CuAH,; | 231(12) 3,14 2,55 2,66 2,88 1,63
CuAH,, -5,81(5) -5,30 -6,47 6,28 -5,81 -5,79
CuAH; | -17,78(7) -15,30 -16,41 -16,31 -15,45 -16,67
pK(His) 4,30 4,07 4,99 4,13 3,90 3,77
pKi(Amid) 8,22 7,76 7,48 8,01 8,07 6,84
pK:(Amid) 8,12 8,44 9,02 8,94 8,69 7,42
pKi(Amid) 10,20 10,00 9,94 10,03 9,64 10,88

pKi(Amid)=logB([CuAH])-logB([CuA])
pK2(Amid)=logB([CuAH_,])-logB([CuAH_,])
pK;3(Amid)=logB([CuAH_,])-logB([CuAH 3])

rrrrr

meg, hogy az oldallincok nem befolyasoljdk a ligandumok sav-bazis tulajdonsagait. A
komplexek stabilitasi allandoinal azonban mar eltérés figyelhetd meg a kiilonb6z6 rendszerek
esetén. Az [CuAH]*" komplexben a ligandum hisztaminszerii koordinacioval kotédik, mig a
C-termindlis imidazolnitrogén protonalt. A pK(His) értékek a C-termindlis részen
elhelyezkedd imidazolnitrogén deprotonalodasat mutatjdk. A réz(Il)-ion eldsegiti a nem
koordinéalddott imidazol donorcsoport deprotonalodésat és koordinalddasat a fémionhoz. Ezt
mutatja, hogy minden esetben kisebb a pK(His) értéke, mint a szabad ligandum esetén mért
pKi. Az értékekben az alabbi tendencia figyelheté meg:
GGGH<HGGH~HGVH~HVGH<HAAH<HVVH.

17



Takacs Gergely: Az oldallancok hatasa a két hisztidint tartalmaz6 tetrapeptidek

komplexképzddési tulajdonsagaira

Az oldallanc  méretének  novelésével a  C-termindlis  imidazolnitrogén
koordinalodaséaval kialakulé makrokelat stabilitasa csokken, kialakuldsa akadalyozott.

A pH emelésével a N-termindlis imidazolnitrogén helyett az amidnitrogének
koordinécidja valosul meg. A C-terminalis részen levd imidazolnitrogén koordinacidja
viszont tovabbra is megmarad, amig a fémion koordindcios szféraja nem valik telitetté. Az
els6 amidcsoport deprotonalodasat jellemzo pK(amid) értékek az alabbi sorrendben ndnek:

GGGH<HVVH<HGGH<HGVH~HVGH~HAAH
mig a masodik amidnitrogén deprotonalodéasara vonatkozé pK,(amid) értékek a

GGGH<HGGH~HAAH<HVGH<HVVH~HGVH
sorrendben valtoznak. A pK;(amid) értekét két tényezd befolydsolja. Minél nagyobb a
[CuA]*" komplex stabilitasa, annal nagyobb mértékben akadalyozott az amidnitrogén
deprotonalodasa. Mésrészt pedig, minél jelentdsebb a C-termindlis imidazolnitrogén hatdsa a
[CuAH_;]" komplexben, annal kedvezSbb az elsé amidnitrogén deprotonalddasa. A [CuA]*"
komplex stabilitasa a HVVH esetén a legkisebb, ezért keriil ez a ligandum a sor elejére. A
HGGH esetén a legjelentdsebb a [CuAH_;]" komplexben a C-terminalis imidazolnitrogén
hatésa, ez magyarazza a pK;(amid) értékek sorrendjének valtozasat a pK;(His) értékekhez
képest. A [CuAH ] komplex képzddését, €s a masodik amidnitrogén deprotonalodasat
szintén eldsegiti a C-terminalis imidazolnitrogén koordindcioja. A valin tartalmt peptidek
esetében a masodik amidnitrogén deprotonalédasa nagyobb pH-n jatszodik le, mert a
C-termindlis imidazolnitrogén hatdsa a legkisebb. A HGGH, HAAH illetve a GGGH esetén
ez a kolcsonhatas a legjelentdsebb.

A harmadik amidnitrogén deprotonalodéasa szinte azonos pH érték esetén kovetkezik
be valamennyi két hisztidint tartalmazé tetrapeptid esetén. Ezek az értékek kisebbek, mint a
GGGH esetén meghatarozott érték. Ebbdl az allapithatdé meg, hogy a GGGH rendszer
esetében a [CuLH_;] komplexnél joval nagyobb a C-termindlis oldallanc hatasa, ami gatolja a
tovabbi amidnitrogén deprotonalodasat. A C-terminalis részen elhelyezkedd imidazolnitrogén
hatasa ennél a rendszernél az (NH,, N, N, N") komplex esetén is megﬁgyelhet6.26

A HAAH esetén [CuzA,H ¢] Osszetételli tobbmagviu komplex keletkezését is
feltételeztiik fémion felesleg jelenlétében, hasonloan a HGGH ligandumhoz. A feltételezett
szerkezetben a fémionok hisztaminszert, illetve (N*, N*, N, Im(N)) koordinacioval kotddnek
a molekuldkhoz. A tobbmagvi komplex jelenlétét tomegspektrometrias méréssel probaltuk
meg alatdmasztani. A Cu(Il)-HAAH 3:2 aranyt rendszerben erdsen lugos oldatban felvett

tomegspektrumot mutatja be a 4. abra. A tomegspektrumban azonban csak a
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[CuAH 3] komplexnek megfeleld cstcs jelent meg, ¢és a mért ¢és a komplex

molekulatdmegére szamitott izotopeloszlas egyezésben van (3. tablazat).

3. tablazat: A szamolt és a mért spektrumok m/z értékei.

Képlet Szamolt m/z Mért m/z
[CuAH 5]KH" 533,10 533,102
[CuAH 3]K," 571,05 571,058

fgy a méréssel nem sikeriilt alatimasztani a feltételezést, de ez nem zarja ki a
tobbmagva komplex keletkezését, mivel az a tomegspektrometrids mérés soran a komplex

fragmentalodhatott. A komplex jelenlétének igazolasahoz ESR vizsgalatokat terveziink.
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4. abra: A [CuAH 3] komplex szamolt- és mért tomegspektrumai erosen lugos tartomanyban.
Cu(Il)-A=3:2, ¢(4)=2-10"mol/dm’ a.) H" és K" ionokkal b.) 2 K ionnal
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5.3 A ligandumok nikkel(Il)-komplexei

5.3.1 pH-potenciometrias mérések

A titralasokat nikkel(II)-ion jelenlétében is elvégeztem 1:1 és 1:4 fémion-ligandum
aranyoknal. Mindkét esetben lathato, hogy csapadék kivalas nélkiil zajlott a titralas. UV-
lathato spektroszkopias mérésekkel megallapitottam, hogy fémfelesleg esetén az oldatban
~10-es pH értéknél csapadék valik ki. Ezért fémfelesleg esetén nem végeztem pH-

potenciometrids méréseket.

t2

[} +pk
—=-1:4

/ —4—1:1

\

oW

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

5. dbra: A Ni(Il)-HAAH titralasi gorbéi (cig=2,05-10" mol/dm’)

A kezdetben halvanyzold szinli oldat a titralds végére intenziv sarga szini lett. Ez a
szinvaltozdas az amidnitrogének deprotonalodasanak ¢és a  fémionhoz  torténd
koordinalodasanak feleltetheté meg. A nikkel(IT)-ion esetében is két 1épésben torténik a
komplexképzddés. Harom ekvivalens lig fogy a protonalt amino- és a két imidazol csoport
deprotonalésara (5. dbra). A réz(Il)-ion négyes illetve torzult 6tos koordinacioji komplexeivel
szemben a nikkel(II)-ion oktaéderes elrendezddést alakit ki. A pH tovabbi emelésével az
amidnitrogének koordinalodnak a Ni(II)-ionhoz. A komplexek szerkezetében jelentds valtozas
torténik, az addigi oktaéderes koordinacid helyett siknégyzetes elrendezddés alakul ki. Ez
annak kedvez, hogy az amidnitrogének egy lépésben deprotondlodjanak, mely a titralasi

gorbén is jol lathato.
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A nikkel(I)-ion esetében a réz(Il)-ionhoz hasonléan 1:1 fémion-ligandum arédnyua
komplexeket, valamint egy biszkomplexet feltételeztiink. A Ni(II)-HAAH rendszer
fémfeleslegben csapadékos lett, ezért nem feltételeztiink tobbmagvi komplexet. A 4. tablazat
Osszehasonlitdsképpen a tanszéken mar vizsgalt rendszerek Ni(Il)-komplexeire meghatarozott

stabilitasi allandokat is tartalmazza.

4. tablazat: Hisztidintartalmu tetrapeptidek protonalodasi allandoi és Ni(Il)-vel alkotott

komplexeinek stabilitasi allandoi.

HAAH HGGH? HVVH? HGVH* HVGH® GGGH?%

NiAH 12,84(3) 12,96 13,22 12,89 12,79 -
NiA 7,63(2) 8,25 7,48 8,22 8,54 5,76
NiA, 12,46(5) 12,70 — 13,1 13,31 9,63
NiAH_; -1,37(5) — -1,39 -0,7 -0,11 -
NiAH_, — -10,04 — -10,17 — -11,51
NiAH_; -19,25(3) -19,89 -20,39 -20,24 -19,07 -21,47
pKi(Amid) 9,00 — 8,87 8,92 8,65 -
pKi2(Amid) - 9,15 — — — 8,64
pK>(Amid) — — — 10,10 - -
pK:3(Amid) 8,94 - 9,5 — 9,48 —
pK;(Amid) — 9,75 — 10,07 - 9,96

pKi2(Amid)=(logB([NiA])-logB(INiAH_,]))/2
pKz3(Amid)=(logB([NiAH_;])-logB([NiAH_3]))/2

Az 1:1 és az 1:4 fémion-ligandum ardanyu rendszerek esetén a réz(Il)-ionhoz
hasonldan eltérés figyelheté meg a keletkez6 komplexek Osszetételében. Ligandumfelesleg
esetén stabilis [MA2]2+ komplex alakul ki a HVVH rendszer kivételével minden esetben,
amely a nagyobb pH tartoméanyba tolja az amidnitrogének deprotonalodasat. A HVVH
esetében az oldallanc mérete megakadalyozza ennek a komplexnek a kialakulasat. A tobbi
esetben megndvekedett stabilitast lesz a biszkomplex”™. A réz(I)-ionnal ellentétben a
nikkel(I)-ion koriil oktaéderes geometria alakul ki. Igy a Ni(Il)-ionhoz 3-3 foggal
koordinalodhat a két ligandum 2x(NH,, Im(N), Im(N)), a réznél stabilabb komplexet
kialakitva.

A pH emelésével az amidnitrogének deprotondloddsa kezdddik el. A titralasi gorbe
tiikrozi, hogy a hadrom peptidnitrogén deprotondlodasa atfedd folyamat. Az altalam vizsgalt
ligandumnal valamint a HVVH és HVGH esetében az elsé amidnitrogén protonvesztését
kovetden a masodik €és a harmadik amidnitrogén egy 1€épésben koordinalddik a fémionhoz. Ezt
mutatja, hogy a [NiAH_,[ komplexre nem hatdrozhaté meg stabilitasi alland6. A HGGH ¢és a
GGGH esetében pedig az elsd két amidnitrogén koordinalodik egy 1épésben.
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Az amidnitrogének deprotonaldédasaval parhuzamosan az UV-lathato- és a
CD-spektrumokban is jelentds valtozas figyelhetd meg. A koncentracié eloszlasi gérbéken jol
latszik, hogy 1:1 fémion-ligandum ardnynal mar 9-es pH alatt elkezdddik a deprotonalodas,
mig ligandumfelesleg esetén ez a nagyobb pH tartomany felé tolodik. Az UV-lathato
spektrumokban a nagyobb pH tartomanyban ~400 nm hulldmhosszon nagy intenzitast sav
jelenik meg. Az eloszlasi gorbéken az UV-lathato spektroszkopiaval, 413 nm hullamhosszon
mért abszorbancidk is fel vannak tiintetve (6. dbra). Az eloszlasi gorbe jol mutatja, hogy ezen
a hullimhosszon az abszorbancia valtozdsa az amidnitrogének deprotonalddasaval

parhuzamos.
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a.)
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6.abra: A Ni(ll)-komplexek koncentracio eloszlasai és az UV-lathato spektroszkopiaval, 413
nm-en mért abszorbancia a pH fiiggvényében.

a.) Ni(Il)-A=1:1, ¢(4)=2-107 mol/dm’, b.) Ni(Il)-A=1:4, ¢(4)=2-10" mol/dm’
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5.3.2 CD-spektroszkopias mérések

A CD-spektroszkopias mérésekben is eltérés figyelhetd meg a két arany kozott.
Ligandumfelesleg esetén pH 9 felett CD aktiv komplex jelenik meg, ami az amidnitrogének
deprotonalodasahoz rendelhetd. Egy nagy intenzitdsu negativ csucs figyelheté meg ~470 nm-
nél. Ezzel egyidejileg 300 nm alatt egy pozitiv csucs is megjelenik, ami a Ni(I[)— N~
toltésatviteli savnak feleltethetd meg (7., 8. abra).

Ezzel szemben 1:1 aranynal mar pH 8,3 felett elkezdédik az amidnitrogének
deprotonéalodéasa és a gorbének két lokalis minimuma van pH 8-9 kozott. Ezért az utobbi
esetben [MAH_;]" és [MAH 3] komplexek keletkezését feltételeztiik. Az [MAH_;]” komplex
esetén feltételezhetd a C-terminalis imidazol nitrogén koordinécidja is a fémionhoz. Ezt
kovetden a két amidnitrogén egy 1€pésben koordindlodik, ekkor az imidazol nitrogén mar nem
képes kotddni a fémionhoz. A spektrumok szédmitdégépes felbontasaval a két CD aktiv

részecskére meg tudtuk hatarozni az egyedi spektrumokat (9. abra).

7,0 -
=—3,35
= 06,45
50 -
8 46
09,02
-—9,34
3,0 9,60
fon]
p 10,22
5
- 10,87
\2/ 11,30
J10 -
I ‘\:F’_ —
200 0 300
1,0 \/

_310 - nl

7. abra: A Ni(ll)-HAAH =1:1 aranyu rendszer CD-spektrumai a pH fiiggvényében.
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8.abra: A Ni(ll)-HAAH=1:4 aranyu rendszer CD- spektrumai a pH fiiggvényében.
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9. abra: A kiilonbozé komplexek egyedi CD-spektrumai
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5.4 A ligandumok cink(IT)- és kadmium(II)-komplexei

A titralasokat 1:1 és 1:3 fémion-ligandum aranynal végeztem el a cink(Il)- és a
kadmium(II)-ion esetében. A titralasok soran a pH 8-as tartomanyig jelentés meértékii
komplexképzddési folyamat jatszodik le. Ezt mutatja, hogy a kiilonb6z6 aranyt rendszerek
titralasi gorbéi eltérnek a szabad ligandum titralasi gorbéjétdl (10. abra). Mindkét fémion

esetében pH 10 felett csapadék képzodatt.

a.)
POV o caad
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o [ x‘
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lug ekvivalens
b.)
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9
8
—o—pk
——1:3
—A—1:1
1 (0] 1 2 4 5 6 7

Iag ekvivalens

10. abra: A HAAH ligandum titralasi gorbéi
a.) Zn’t- 4 (¢4=2,05-10" mol/dm’) b.) Cd"*- A (c4=2,48-107 mol/dm’)
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A Cd*" esetén a pH ugrast kovetden csapadék valt ki. A Zn”" titralasi gorbéjén a pH
ugrast kovetden egy extra lugfogyasztd folyamat figyelheté meg, mely csapadékképzdodéssel
fejezodik be. Ez arra utal, hogy a cink(Il)-ion esetén a ligos tartomanyban vegyes
hidroxokomplex alakul ki. A kadmium(II) esetében erre nem kovetkeztethetiink (10. &bra).

Mindkét fémion esetében pH 8-ig a nikkel(I) ionhoz hasonléan [MA]*" és [MA,]*
komplexek alakulnak ki (5. tdblazat). A ligandum egy- vagy kétfogu koordinacidja valosul

meg.

S.tablazat: A Zn(1l)- és Cd(Il)-HAAH rendszerek protonalodasi és stabilitasi allando (logf3)

ertekeik.
Zn* cd* Cu®’ Nitt”
MAH 11,27(2) 10,71(1) 14,83 12,84
MA 5,73(1) 4,81(1) 10,53 7,63
MA, 9,35(6) 6,89(12) 14,41 12,46
pK(His) 5,54 5,90 4,30 521

* A keletkez6 tovabbi komplexeket a 2. és a 3. tablazat tartalmazza

A kadmium(II) ion esetében a ligandumfelesleg gatolja a csapadék keletkezését, ami
igy csak pH 10 felett jelenik meg (16. abra). A fémion koriil oktaéderes szerkezet alakul ki,
ligandumok haromfogi koordinacidjaval, ami akadalyoza a vegyes hidroxo komplexek
képzodését. Az 1:1 fémion-ligandum arany esetében a csapadék kivalasa mar pH 10 alatt
megtorténik. A cink(Il)-ion esetében a fémion tetraéderes szerkezete miatt a vegyes hidroxo
komplexek képzddése ugyanakkor atfedésben van a csapadékképzddéssel, emiatt ezek

Osszetételét €s stabilitasi allandoit nem tudtuk meghatarozni.
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o

11. dbra: A Zn(Il)-komplexek koncentrdcié eloszldsa Zn(Il)-A=1:3, c(4)=2-10" mol/dm
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12. dbra: A Cd(Il)-komplexek koncentracié eloszldsa Cd(Il)-A=1:3, ¢(4)=2-10" mol/dm’

A 4. tablazat a HAAH ligandum kiilonb6z6é fémionokkal alkotott komplexeinek a
stabilitasi allando értékeit, valamint a szarmaztatott pK(His) adatot tartalmazza. Az értékek
az Irwing-Williams sornak megfelelden valtoznak:

CA(ID)<Zn(IN)<Ni(I[)<Cu(II)

29



Takacs Gergely: Az oldallancok hatasa a két hisztidint tartalmaz6 tetrapeptidek

komplexképzddési tulajdonsagaira

A Cu(Il)-ionnal alakulnak ki a legstabilisabb komplexek. Ezt szeml¢lteti a 13. abra. A
C-terminalis imidazolnitrogén deprotondlodasa ennél a fémionnal a legkedvezdébb, ezt
mutatja, hogy a Cu(Il)-ionhoz tart6z6 pK(His) érték a legkisebb.

16

14

12

= MAH

logB3

u MA

mMA2

Cd2+ n2+ Ni2+ Cu2+

13. abra: A kiilonbozo fémionok komplexeinek stabilitasi allando értékei.
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6. Osszefoglalas

Az emberi szervezet szdmara feltétleniil sziikséges a réz(Il)-, cink(Il)- és nikkel(II)-ion
jelenléte. Kis mennyiségiik ellenére nélkiilozhetetlenek, nem csak az emberi szervezet
szamara. A kadmium(II)-ion ezzel ellentétben karcinogén hatasu. Ezek a fémionok az emberi
szervezetben fehérjékhez kotott formaban talalhatok meg. A fehérje nagy mérete miatt csak az
oldallancokon keresztiil tudnak ko6tédni.

A legfontosabb kotohely a hisztidin  oldallancaban megtaldlhato 1midazol
donorcsoport. A vele alkotott komplex szerkezetét befolydsolja a hisztidin elhelyezkedése,
illetve a peptidet felépité aminosavak oldallancai.

Munkdm sordn egy C-terminalisan védett, két hisztidint tartalmazo tetrapeptidet
(His-Ala-Ala-His) szintetizaltam mikrohulldmmal mikodé automata peptidszintetizald
késziilékkel. A peptid tisztasaganak ellendrzése utan a nikkel(Il)-, cink(Il)- és kadmium(II)-
ionokkal alkotott komplexeit tanulményoztam pH-potenciometrias, UV-lathato- és CD-
spektroszkopias mérésekkel.

A pH-metridas mérések soran 1:1 fémion-ligandum aranyt komplexeken kiviil
biszkomplex ¢s tobbmagvi komplex kialakulasat is feltételeztiik. Savas tartoméanyban a
fémion hisztaminszeriien kotédik a ligandumhoz. A pH-t emelve a C-termindlis részen
elhelyezkedd imidazolnitrogén deprotonalédasa €s koordinalodasa figyelhetd meg. Ezt
kovetéen a cink(Il)- ¢és kadmium(I)-HAAH rendszereknél csapadékkivalas volt
megfigyelhetd. A nikkel(Il)-komplexeknél a hdrom amidnitrogén egy 1épésben koordinalddik
a fémionhoz. A ligandumfelesleg esetén nagy mennyiségben kialakulé biszkomplex a
nagyobb pH tartomanyba tolja ezt a folyamatot. A harom koordinalodott amidnitrogén és az
aminocsoport teliti a nikkel(II)-ion koordinacios szférajat, igy a [NiAH 3] szerkezetnél mar
nem képes a C-terminalis imidazolnitrogén kétédni a fémionhoz.

A Cu(Il)-ion esetében lehetdség van harommagvi komplex kialakuldsara is

fémfelesleg jelenléténél.
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7. Summary

Copper(II), zinc(I) and nickel(Il) ions are essential trace elements for humans and
animals. However cadmium(II) ion is similar but carcinogenic element. These metal ions are
bound to proteins. Because of the large size of proteins metal ions can bind to the side chain
donor atoms.

The most important binding site for transition metal ions is the imidaazol donor group
of the side chain in histidine. The sructure of it’s complexes is determined by the number and
location of histidine in the amino acid sequence and position of other side chains.

During my work I synthesized a C-termini protected tetrapeptide containing two
histidine amino acids (HAAH). The synthesis was performed by means of automated
microwave operating peptide synthesizer based upon the solid phase peptide synthesis. The
purity of peptide was controlled by HPLC and 'HNMR. I used pH-potentiometric, UV-vis-
spectrophotometric and CD-spectroscopic methods for studies of nickel(Il), zinc(II) and
cadmium(Il) complexes of the peptide.

Based on the pH-potentiometry data we supposed the formation of 1:1, bis(ligand) and
polynuclear complexes. At acidic pH-range metal ions bind to the N-terminal part of the
molecule (histamine-like coordination). Increasing the pH the imidazole ring on the C-termini
is deprotonated and coordinated. Then in the zinc(Il)- and cadmium(Il)-HAAH sollutions
persence of precipitation was observed. In case of nickel(Il) complexes at higher pH the
deprotonation and coordination of the three amidnitrogens occur in one step. In case of excess
of ligands the high ammount of bis(ligand) complexes shifts this process in the higher pH-
range. The coordination sphere of nickel(Il) ion is saturated by the three amide nitrogens and
the amino group. Thus the C-termini imidazole nitrogen cannot coordinate to the metal ion in
the [NiAH_;]  structure.

In case of excess of copper(Il) ions we suppose the formation of trinuclear complexes.
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