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Az értekezésben el6fordulé roviditések jegyzéke

A, Ala
C, Cys
D, Asp
F, Phe

G, Gly
H, His

K, Lys
S, Ser

Ac-Cys
Ac-Pen

Ac
ALAD
ATP
BAL
CaM
CD
CH,CI,
COSsYy
DIPEA
DMF
DMPS
DMSA
DNS
DODT
DTPA
EDTA
ESI
Et,O
Fmoc
HOBt
HPLC

HSQC
MeCN

MS
mTG

alanin

cisztein
aszparaginsav
fenil-alanin

glincin

hisztidin

lizin

szerin
Acetil-cisztein
Acetil-penicillamin

acetil

aminolevulinsav dehidrataz

adenozin-trifoszfat

2,3-dimerkapto-1-propanol (British anti-Lewisite)
kalmodulin

cirkularis dikroizmus

diklérmetan

korrelacios spektroszkopia (Correlation Spectroscopy)
N,N-diizopropil-etilamin

N,N-dimetil-formamid
2,3-dimerkapto-1-propanszulfonsav
dimerkapto-szukcinat

dezoxiribonukleinsav

2,2’-(etiléndioxi)-dietantiol
dietilén-triamin-pentaecetsav
etilén-diamin-tetraecetsav

elektroporlasztasos ionizacio (Electrospay lonization)
dietil-éter

9-fluorenil-metoxi-karbonil

N-hidroxi-benztriazol

nagynyomasu folyadékkromatografia (High Pressure
Liquid Chromatography)

kiilonboz6é atomokon detektalt egykotéses csatolas
(Heteronuclear Single Quantum Coherence)
acetonitril

tomegspektrometria (Mass Spectrometry)
mikrobialis transzglutaminaz
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N~ amidnitrogén

NH, aminocsoport

NMP N-metil-2-pirrolidon

NMR magneses rezonancia (Nuclear Magnetic Resonance)

OtBU O-terc-butil

PD poli-a,B-DL-aszparaginsav

PDC poli-o,B-DL-aszpartil- L-cisztein

RP-HPLC forditott fazisi HPLC (reversed phase HPLC)

S tiolatcsoport

SOD szuperoxid dizmutaz

TBTU 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium-
tetrafluoroborat

TFA trifluorecetsav

TFIIA transzkripcios faktor Il A

TG transzglutaminaz

TG2 transzglutaminaz 2

TIS triizopropil-szilan

TRI peptid Ac-G (LKALEEK), G-CONH,

TRIL12C Ac-G LKALEEK LKACEEK (LKALEEK), G-CONH,

TRIL16C Ac-G (LKALEEK), CKALEEK LKALEEK G-CONH,

Trt tritil

TSP trimetil-szilil-propansav

UV-Vis ultraibolya-lathato
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1. BEVEZETES

A technologiai fejlédések ellenére, illetve egyes esetekben éppen a technologiai
fejlédések miatt a mai napig igen gyakoriak a nehézfém-mérgezés okozta
megbetegedések, rendellenességek. Ezek koziil egyik leggyakoribb toxikusfém-
mérgezés az Olom- valamint kadmiummeérgezés, melyek kiilonféle betegségek,
szervi elvaltozasok okozoi. Leggyakrabban az azsiai orszagokban, azon beliil is
Kinaban regisztraltak nehézfémmérgezéses pacienseket, de a tobbi kontinensen,
elsdsorban Amerikaban szintén jellemz0 az effajta mérgezés.

Az 6lom(Il)ion idegrendszeri, valamint fejlodési zavarok kialakulasat eredményezi.
Kiszoritva helyér6l a kalcium(Il)iont, beépiil a csontokba, illetve fogakba, atjut a
vér-agy gaton, ezaltal karositva a kozponti idegrendszert, s6t bekeriilhet az agyba,
mellyel korai elbutulast okozhat. Enziminhibitorként gatolja a porfirin szintézisét,
mely vérszegénységhez vezet. A kadmium(ll)ion felelés az tigynevezett itai-itai kor
kialakulasaért, mely a csontok torékenységéhez vezet, de lassu felezési ideje miatt
veseelégtelenséget is eldidéz.

Léteznek mar kezelések az o6lom(Il)ion emberi szervezetbol vald eltavolitasara,
ugymint a  2,3-dimerkapto-1-propanol, a Ca-EDTA ¢és  kiilonbozé
tiohidroxamatszarmazékok, am ezek toxikusfém szelektivitisa még nem éri el a
100%-ot, igy a terapia soran a létfontossagu ionok egy részét is eltavolitjak a toxikus
fémionokkal egyiitt.

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének Bioszervetlen
Kutatocsoportiaban mar régota foglalkoznak az o6lom(Il)- és kadmium(Il)ionok
koordinacios kémiajanak kutatasaval. A vizsgalatok kiterjedtek az aminosavakra és
kiillonboz6 donorcsoportot tartalmazo, kis tagszamu peptidekre is, melyek
alatamasztottak, hogy ezen fémionok szamara az elsddleges kotéhely a tiolatcsoport
kén donoratomja, de nagy stabilitassal kotédnek a Kkarboxilatcsoport oxigén
donoratomjahoz is. A létfontossagu fémionokkal, koztiik példaul a cink(II)ionnal
szemben viszont ezekkel a ligandumokkal sem érheté el nagymértékii szelektivitas.

Am az mér a korabbi vizsgalatokbol egyértelmiivé valt, hogy a donorcsoportok

crer
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fémionkotd képességében. A peptidek valtozatos aminosavszekvencidjanak
koszonhetden lehetdség nyilik ezen donorcsoportok fémionért vald versengésének
vizsgalatara, mely soran kiilonféle koordinacios modi komplexek képzddnek. A
komplexek kialakulasat nagymértékben befolyasoljak a horgonycsoportok, melynek
szerepét legtobbszor a szabad N-terminusu aminocsoport tolti be. Egyes fémionok,
koztiik a nikkel(II)ion képesek az amidnitrogének deprotonaldédasanak indukalasara
is, mely még valtozatosabba teszi a kialakuldé komplexek szerkezetét.

gy célul tiiztiik ki olyan kistagszamu, valtozatos donorcsoportokat tartalmazo
peptidek 6lom(II)-, kadmium(ll)-, nikkel(ll)- és cink(ll)iont tartalmaz6 rendszerek
szisztematikus vizsgalatat, mely soran bovitjik ismereteinket a toxikus, a
hozzajarulhat olyan specialisabb aminosavszekvenciaju peptidek tervezéséhez,
amelyek nagy szelektivitassal képesek az Pb(Il)-, illetve a Cd(ll)-ion megkotésére
(1. abra).

A peptidek tervezése soran torekedtiink egyrészt arra, hogy vizoldhat6 ligandumokat
allitsunk el6 (szerin aminosavak beépitése révén), illetve arra, hogy a CD
spektroszkopias modszerrel is vizsgalni tudjuk a komplexeket (glicin helyett a
kiralis aszparaginsav altal).

gy célunk volt vizsgalni egyrészt azt, hogy az aszparaginsavak, vagyis a /-
karboxilat csoportok szamanak novelése hogyan befolyasolja a keletkezd 6lom(II)-
komplexek stabilitasat.

Kerestilik a valaszt arra is, hogy a kistagszamu, egy, illetve két ciszteint tartalmazo
termindlisan védett peptidek mutatnak-e szelektivitast az o6lom(Il), illetve
kadmium(Il) megkdtésében.

Tovabbi célunk volt feltérképezni azt, hogy az N-termindlisan védett peptidek
fémionmegkotd képességét hogyan befolyasolja a cisztein szama, illetve helyzete a

szekvencian beliil, valamint az egyéb donorcsoportok jelenléte/hianya.
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Célunk volt vizsgalni, hogy az N-terminalisan szabad, két ciszteint tartalmazo
oligopeptidek o6lom(Il)- ¢és nikkel(I)komplexei esetén hogyan befolyasolja a
koordinacios kémiai viselkedést és a peptid fémionmegkotd képességét az N-

terminalis aminocsoport és az N-terminalishoz kozeli cisztein tavolsaga.

| GlyAsp | | GlyCys |

A 4
| CSSACS-NH, |—>| ACSSACS-NH; §SCSSACS-NH2

A

AspAspAspAsp

[ Ac-cssacsnm |

Ac-CGAD-NH: A
Ac-CGAK-NH, Ac-CSS5C-NH; Ac-CGSC-NH,

Ac-CS5C-NH2

| Ac-sccsNH, |€—— AcsaacNm, |

Ac-AAAC-NH2

1. dbra: A vizsgalni kivant ligandumok evoluciés féja.

Kutatasunk soran pH-potenciometrias modszert alkalmazva meghataroztuk a fent
felsorolt négy fémion tobbféle donorcsoportot tartalmazd peptidekkel képzett
komplexeinek Osszetételét, és azok stabilitdsi allandodit, majd kiilonb6zo
spektroszkopiai modszereket (UV-Vis spektrofotometria, CD- és 'H NMR
spektroszkopia) alkalmazva meghataroztuk a keletkez0 komplexek Ilehetséges

szerkezeteit, megadva a koordinaciés modokat.
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2. IRODALMI ELOZMENYEK

2.1. A fémionok biologiai Szerepe

2.1.1. Az élom koordindcios kémidja és élettani hatdsa

Az 6lom [Xe] 4f**5d'%s%6p? elektronszerkezetii, mely komplexeinek szerkezetére
hatassal van a 6s elektronok viselkedése azaltal, hogy részt vesznek-e a koordinécios
kotés kialakitasaban. Abban az esetben, ha a 6s’ elektronok nem vesznek részt a
koordinativ kotés kialakitasaban, p péalya jellegli nemko6to elektronként viselkednek
(sztereokémiailag aktiv maganyos par). Ezaltal torzult, tetraéderes geometridji
komplexek alakulnak ki, ahol a nemkoto elektronpar a tetraéder csucsan helyezkedik
el. Ebben az esetben kisebb koordinacios szammal (<6), legtobbszor hard karakterii
(O) donoratomokkal létesit kolcsonhatast az oOlom(I)ion. Amennyiben a 6s?
elektronok is részt vesznek a kotés kialakitasaban, a 6s €s 6p palyak keverednek (sp
hibridizacio), szimmetrikus, oktaéderes geometriaji komplexek képzddnek. Ilyenkor
a nagyobb koordinacios szamu, softabb karakteri donoratomok, koziilik is
leginkabb a kén donoratom keriil el6térbe. A tiolcsoport tartalmi peptidek
hidligandumként viselkedve gyakran alakitanak ki tobbmagvia komplexet az
6lom(IT)ionnal.

A koordinacidés szam 2 és 12 kozott valtozhat, melyek kozil a 2, 4 és 6 a
leggyakoribb. 6-0s koordinacids szamnal nagyobb viszonylag ritkan fordul, melyek
kozott az irodalomban nem talaltunk kéntartalmu ligandumokkal kialakitott Pb(II)-
komplexeket [1]. Sok esetben talalhatoak a fémion koordinacids szférajaban be nem
toltott helyek, melynek oka a sztereokémiailag aktiv nemkotd elektronparok, vagyis
a fémion nemkotd elektronjai hibridorbitalokon helyezkednek el [2].

Szimmetrikus szerkezetli komplexeket csak nagyméretti ligandumokkal tud
kialakitani az Pb(Il)-ion. Ezen feliil még nagy koordinacios szamok esetén fordul eld
a szimmetrikus szerkezet, amennyiben a térbeli taszitas képes ellensulyozni a
hibridizacio energianyereségét. Ha az adott ligandum nem rendelkezik kelld szamu
koordinaciora képes donorcsoporttal, ugy a fémionhoz koordinalodhatnak mas

ligandumok, vagy esetleg oldoszer molekuldk is [1]. Feltehetéleg a valtozatos
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koordinacids szerkezet és ezek konnyen bekovetkezd geometriai torzulasa
eredményezheti azt, hogy az Pb(Il) kélcsonhatasba tud 1épni az é16 szervezetekben
megtalalhato, 1étfontossaga Ca(Il)- és Zn(Il)-kotShelyekkel, €s képes a helyiikrol
ezen fémionokat kiszoritani.

Koztes tulajdonsaganak koszonhetden mind a soft, mind a hard donoratomot
tartalmazo ligandum koordinacidja megvalosul [3]. Komplexeinek stabilitasat
Osszevetve a kétszeresen pozitiv toltésti 3d atmenetifém-ionok komplexeinek
stabilitasaval, a ligandumtol fiiggben az alabbi sorrendet lehet felallitani: Nitrogén
donoratom-tartalmt ligandumok esetében a kotés erdssége a Fe(Il)-vel kozel azonos
er6sségli, de gyengébb, mint Cd(IT)- és Zn(II)-komplexekben. Aminosavakkal
alkotott komplexekben a koélesonhatas a Co(ll)-, a Zn(lI1)- és Cd(I1)-komplexekéhez
hasonld mértékii. A kén- és oxigéndonoratomokat tartalmazé ligandumokkal a
réz(l1)ionhoz képest hasonld erdsségii a kélcsonhatas, a Zn(Il)- és Cd(II)-ionokhoz
képest pedig joval erdsebb.

Az O6lom(ID)ion kén donoratomhoz valé nagyfoktl affinitdsa miatt foként
tiolcsoportot tartalmazé aminosavak vizsgalataval kapcsolatos irodalmak talalhatok
[4], [].

Legegyszeriibb peptidek (példaul di- és triglicin) Pb(II)-rendszerének vizsgalatai
alapjan megallapitottak, hogy 4-es pH alatt a molekula a karboxilatcsoportjan
keresztiil koordinalodik, am 4-es pH felett az (NH,, CO) koordinacié valosul meg,
és a karboxilatoxigén egy masik Pb(II)-ionhoz koordinalodhat [6], [7]. A kialakult
komplexek stabilitasa kicsi, a peptidvazbeli amidnitrogének deprotonalodasa nem
kovetkezik be. Néhany ligandum esetében - mint példaul az N-tozil-glicin és az N-
tozil-B-alanin - eléfordul az 6lom(Il)ion indukalt amidnitrogén deprotonalédas. igy
ezek a molekulak savas kdzegben a karboxilatcsoporton keresztiil koordinalédnak az
6lom(Il)ionhoz, majd semleges kozegben megtorténik az amidnitrogén
deprotonalodasa, és kialakul a kelatgytrii a (COO,N") koordinaciojaval.

Az dlom(ID)komplexekrdl altalanosan elmondhatd, hogy ligandumcsere sebességiik
kiemelkedd, az altalam vizsgalt négy fémion koziil a legnagyobb.

Az olom(I)ionra nagyfokt hidrolizishajlam jellemz6. Ennek kovetkeztében az

Pb(1l)-ion tartalm® rendszerekben a keletkez6 térzskomplexek mellett megjelennek
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a tobbmagvu hidroxidokomplexek is. Az olom(Il)vegyiiletek hidrolizise vezet a
kdvetezd, polimerizalddott szilard csapadék képzddéséhez:
[PbsO(OH)s]**[CIO.] »-H,O, melyet PbO vizes perklorsavban valé oldasaval, majd
annak lugositasaval kapjuk.

Magat az 6lmot mar tobb mint 5000 éve ismeri és hasznositja az emberiség [8].
Kezdetben kiilonb6z6 szerszamokat és konyhai eszkozoket készitettek belSle, de a
vizvezetékrendszert is Olomcsovekbdl épitették ki. Kés6ébb vegyiiletei is igen
elterjedtté valtak. Az olomtartalmt festékek, és az ilizemanyagoknal hasznalt
kopogasgatlok (6lom-tetraetil) [9] felhasznalasaval nagymértékben megndvekedett
az 6lom kornyezeti terhelése. Az 6lom-tetraetil egy illékony fémorganikus vegyiilet,
mely a kipufogogazok apré szemcseméretti szallo poraival konnyen a levegébe jut,
ahonnan akar kozvetve a taplaléklancbol és kdzvetleniil belélegezve is bekeriilhet az
emberi szervezetbe. A szervezetbe kerilt fémion csak kis szazaléka szivodik fel, a
tobbi kitiriil. A szallé por mérete miatt legkdnnyebben a tiidébdl a tiidéhdlyagocskak
sejtfalan keresztiil keriil be a véraramba. A vérarambdl a vorosvértestekhez kotédve
jut el a csontokig, ahol a kalcium(Il)iont kiszoritva tarolodik. A szervezetbe keriilt
6lom tobb mint 90 szdzaléka inert formaban a csontokban talalhato. Az 6lom
kiiiriilésének felezési ideje igen hosszi, nagyjabol 20 év, mely miatt egy folyamatos,
viszonylag magas szinti 6lomkoncentracié all fenn a szervezetben. Nemcsak a
csontokban talalhato meg az 6lom, hanem példaul a vérben, azon beliil is leginkabb
(kb. 95%-ban) a vorosvértestben [10]. Funkciojuk miatt legféképpen a vesében és a
majban figyelték meg a fémion dusulasat. Az 6lom szamos rendellenesség okozoja
[11], [12], negativ hatasa van a hem bioszintézisére, a mitokondrium energia
metabolizmusara, a majfunkciora. Képes helyettesiteni a 1étfontossagi fémionokat
(mint példaul a Zn(IT)-, Ni(ll)- és Ca(Il)-ionokat) a metalloenzimekben és a
metalloproteinekben, melynek kovetkeztében drasztikus valtozas kovetkezik be azok
biokémiai funkcidiban. Erre példa a kalcium helyettesitése sok létfontossagh
folyamatban, mint példaul a Ca/Na ATP pumpaban és a Ca-koté fehérjékben (pl.
kalmodulinban), tovabba gatolja a Ca(Il)-ionok felvételét a mitokondriumban.
Noveli a cink kivalasztast, a cinkhiany fokozza az 6lom felvételét, az 6lom pedig

helyettesiti a cinket egyes cink-ujj fehérjékben (pl. TFIHIA) [13] is.
8
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Karcinogén hatast fejt ki, illetve fiziologias elvaltozasokat okoz a csontvelében, az
idegrendszerben [14] a vese és a maj miikédésében [15] is, de felel6s még a magas
vérnyomasért [16] és a vérszegénységért is. A gyermekeknél a tiinetek
fokozottabban jelentkeznek. Az & esetiikben az idegrendszeri és viselkedési
rendellenességek mellett [17] a fejlédésbeli lemaradas is megjelenik.

Mara mar nagymértékben csokkent az 6lom felhasznalasa. Nagyrészt kivontak az
lizemanyaggyartasbol, sok helyen megtortént a vizvezetékek cseréje is, de a
nagymértékil kornyezeti terheltség és a lasst felezési id6 miatt még most is jelentds
mennyiségben van jelen mind a levegdben szallo porként, mind a taplaléklancba
beépiilve.

Az Olom(IT)ion megkdtésére és eltavolitasara mar léteznek kezelések. Olyan
komplexképz6 agenseket alkalmaznak, melyek képesek nagy stabilitassal megkdtni
a szervezetbe keriilt 6lom(Il)iont, ezaltal a szervezetbdl kiiiriilve eltavolithat6. Ehhez
kiilonboz6 specifikus kelatképzoket (pl. BAL, Ca-EDTA, DMSA, DMPS, DTPA)
[18] hasznalnak, és egyre elterjedtebbé valik a kevert modszerek alkalmazasa,
vagyis a fent emlitett valamely két kelatképzo egytittes alkalmazésa, vagy az egyik
kelatképz6, és a Monensin nevii antibiotikum egyszerre térténé adagolasa [19], [20].
Ezek a ligandumok viszonylag nagy szelektivitassal kotik meg az 6lmot, de a kémiai
hasonlésaga miatt a Zn(IT)ion hasonl6 stabilitast komplexet képez a ligandumokkal,

ezaltal az 6lom(Il)ionnal egyiitt tavozik a szervezetbol.
2.1.2. A kadmium koordindcios kémidja és élettani hatasa

A kadmiumot 1817-ben fedezte fel Stromeyer, egy cinktartalmi asvanyban.
Mennyisége a foldkéregben 0,16 ppm. A Cd(ll)-ion b osztalyu, azaz soft
tulajdonsagi Lewis-savnak tekinthet6. Néhany Cd(II)-vegyiilet Szines, ami a
ligandumokrél a konnyen polarizalhatd fémekre irdnyuld toltésatvitellel
magyarazhatd. Egyes vegyiiletei reaktivak, sem levegdvel, sem vizzel szemben nem
stabilisak. Ilyen példaul a CdH,, mely még 0 °C alatt is gyorsan bomlik.

A Cd(II) koordinacios kémiaja valtozatos. Halogenidekkel (kivéve a fluort) [MXs]
és [MX,] Osszetételti komplexek képzddnek, melyek vizes oldatban is kelléen

stabilisak. O-donoratomot tartalmazé ligandummal altalaban tetraéderes komplexet
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alakit ki. N-donoratomot tartalmazé ligandumokkal, példaul ammonidval és
aminokkal nagy stabilitast komplexek keletkeznek. Cianidvegyiiletekkel oldoszert6l
fiiggben valtozatos molekulak alakulnak ki. Ilyen példaul a Cd(CN),-G-klatrat
kristaly (G=CCl,;, CMeCl;, CMe,...) [21] és (G=DMF, DMSO) [22]. Tiocianat
komplexben, a [Cd(SCN),J*-ionban a kénatom koordinalodik, eltéréen a
[ZN(NCS)4]* -iontol, ahol a nitrogén donoratom koodinalodik. A tiocianat lehet
hidligandum is, példaul a [Cd{S=C(NHCH,),}(SCN),] vegyiiletben, ahol az
oktaéderesen koordinalt Cd(II) linearis lancai vannak jelen.

Elektronszerkezete 5s°4d™. A d' elektronkonfiguricié esetén a kristalytér-
stabilizaciés energia nulla, emiatt a vegyiileteinek térszerkezete a Cd(II)-ion
méretétdl, polarizald erejét6l és a ligandum térszerkezetét6l fiigg. Leggyakoribb
oxidacids szdma a +2, komplexeiben koordinacios szama 2 €s 6 kdzott valtozik.
Emiatt peptidekkel alkotott komplexeinek szerkezete valtozatos, lehet linedris,
tetraéderes és oktaéderes geometridju is. Soft karakterti fémionként leginkabb a kén
donoratomot tartalmazo ciszteinnel 1ép kdlcsonhatasba nagy stabilitasti komplexeket
képezve, de a nitrogén donoratomot tartalmazé lancvégi aminocsoporttal, valamint a
hisztidin  imidazol nitrogénjével és az oxigén donoratomot tartalmazo
karboxilatcsoporttal (pl. aszparaginsav és glutaminsav karboxilatcsoportjai) is
képezhet kisebb stabilitdsa komplexet, viszont az amidnitrogén deprotonalodast a
fémion altalaban nem tudja indukalni [23]. Az oldallancban 1év6 donoratomok
nemcsak a kialakulo komplexek termodinamikai stabilitasat befolyasoljak, hanem a
keletkez komplexek koordinacidos geometrigjat is. A komplexek stabilitasa
novekszik a ligandumban 1év6 koordinacidra képes donorcsoportok szdmanak
novekedésével.

N-terminalisan szabad peptidek esetében, ha a peptid nem tartalmaz oldallancaban
koordinalédé donorcsoportot, a terminalis amino- és karboxilatcsoportok

részvételével egy ottagh kelatgytri alakul ki.

A kadmium sem az emberi, sem a novényi €s allati szervezetekben nem tolt be
semmilyen alapvet bioldgiai funkciot. Kimutattak viszont, hogy egyes ndvények a

szoveteikben képesek gy felhalmozni a kadmiumot, hogy annak semmilyen lathato
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nyoma nem jelentkezik. Ezen kadmium-toleranciaval rendelkezé névények kozé
tartozik a rizs, melynek elfogyasztasa Japanban, a masodik vilaghabori utan
megjelent itai-itai kor [24] kialakulasaért volt felelds. Toyama varos lakossaga a
kozelben 1évo, kadmiummal erésen szennyezett Jinzu folyd vizét hasznalta a
rizsféldek Ontézéséhez, mely altal a fém bekeriilt az emberi anyagcsere
folyamatokba, fokozva a csontok torékenységét, ami els6sorban idésebb ndéknél
jelentkezett. Ennek oka, hogy a kadmium hasonlé kémiai tulajdonsagokkal
rendelkezik, mint a kalcium, igy képes kiszoritani azt a csontokbol. A szervezetbol
valo kitiriilésének felezési ideje tobb mint tiz év, ezaltal megterheli a vesét is [25],
igy a kadmiumot a toxikus elemek kdz¢ soroljuk.

A kadmium kémiai tulajdonsagai nemcsak a kalciumhoz, hanem a cinkhez is
hasonlitanak. Ennek kovetkeztében képes kiszoritani a cink(Il)iont a fehérjékbol,
melynek koordinacios szférajaban sok kén donoratom talalhato. Erre példa a cink-ujj
fehérje, ahol a kadmium a cinket kiszoritva képes megvaltoztatni a transzkripcios
folyamatokat. A kadmium szallitasa elsGsorban az albuminnal és transzferrinel
torténik, az idegsejtekbe torténd bejutdsa a fesziiltségfiiggd kalcium csatornakon
keresztiil zajlik. A kadmium szervezetben valdo méregtelenitéséért a metallotionein
¢és a glutation a felelds [26]. A tioneinek kis molekulatomegii (6000-7000 Da)
fehérjék, melyek szerepe a cink és réz megkotése, valamint tarolasa. Szerepei kozé
tartozik a toxikus fémionok megkotésén tal a reaktiv oxigén specieszek
semlegesitése, illetve a sejtek redoxidllapotanak szabalyozasa is. Nemcsak a
cink(ll)ionok, hanem a kadmium(ll)ionok is képesek indukalni a tionenin
termelddést azaltal, hogy aktivaljak a cink- és kadmiumérzékeny transzkripcios

faktort.
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2.1.3. A nikkel koordindcios kémidja és biologiai szerepe

A nikkel a 22. leggyakoribb elem a foldkéregben. Egyes mikroorganizmusok és
baktériumok szamara létfontossagl, am az emberi szervezetben betoltott szerepét
még nem tisztaztak. Oxidacidos allapotai komplexeiben +1-t61 +4-ig létezhetnek,
ezek kozil a leggyakoribb a nagy stabilitdsu +2-es oxidacids allapot, melyben a
nikkel d® elektronszerkezetii. A komplexek szerkezeteinek geometriai kiilonbségét a
nikkel koordinaciés szamanak valtozdsa okozza. Mig a 6-os koordinacios szam a
paramagneses oktaéderes geometriat, addig a 4-es koordindcios szam paramagneses,
tetraéderes, illetve diamagneses, siknégyzetes geometriat eredményez. A szerkezet
valtozasaval az oldatok szine is valtozik. Az oktaéderes és tetraéderes geometridji
komplexek oldatainak szine kék, illetve zold szinii, a siknégyzetes szerkezet(i
komplexekre pedig a sarga, valamint vords szin a jellemz6. Vegyiiletei nagy részére
jellemzé a toxicitas. Ilyenek példaul a nikkel-oxidok és nikkel-szulfidok, melyek
rakkelté hatastak, illetve a konnyen felszivodd, erésen mérgezé nikkel-
tetrakarbonil.

A nikkel biologiai szerepét csak néhany évvel ezelbtt, 1975-ben kezdték felismerni,
amikor jelenlétét felfedezték az ureaz enzimben [27], melyet mar 1926-ban sikeriilt
kikristalyositani [28]. Ez az enzim felelés a novényekben a karbamid ammoniava
torténd hidrolizisének katalizalasaért, és a folyamat sordn semlegesiti a savas pH-t.
Az ureaz enzim miikodéséhez a nikkelen kiviil szén-dioxid, GTP (guanozin-
trifoszfat) és szamos egyéb fehérje sziikséges [29].

Emellett a nikkel megtalalhatd még a mikroorganizmusokban a nikkel-vas-
hidrogenazban is. Szerkezetileg a vas-kén fehérjékhez hasonlit, am az aktiv
szerkezeti egység egy cisztein-S hidakkal sszekapcsolt Ni-Fe centrumot tartalmaz,
¢s a kénatomot szelén is helyettesitheti. Szerepe a molekularis hidrogén vizzé
torténd oxidacioja reverzibilis folyamatokban [30]. Szintén mikroorganizmusokban
talalhato a Nikkel-SOD enzim, melyben a nikkel(ll)ionokat cisztein-S donoratomok
koordinaljak, és miikodése soran Ni(IT) - Ni(IIT) atmenet valosul meg [31]. Emellett
a nikkel még tobb masik enzim alkotoja is. Ilyen példaul a CO-dehidrogenaz,

melynek feladata a szén-monoxid szén-dioxidda torténé oxidacioja, valamint a
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metil-koenzim M reduktdz, ami a széndioxid metannd tOrténd atalakuldsat
katalizalja.

A nikkel kozvetve részt vesz a Helicobacter pylori altal okozott kronikus
gyomorfert6zEs, és egyéb betegségek (koztiik az akut vagy kronikus gyomorhurut és
a karcindbma) kialakulasaban is [32]. A baktériumnak a gyomorban 1év6 extrém
savas pH-ju (1,5-3,5) koriilmények taléléséhez sziikséges a nikkel homeosztazisa. A
Helicobacter pylori baktériumban a nikkel megkotésében fontos szeretet jatszik a
HspA (Heat Shock Protein A) peptid [33]. Ezen peptid modellvegyiileténél (Ac-
ACCHDHKKH) megallapitottak, hogy nikkelhez a két cisztein tiolatcsoportja, és a

koztiik 1évo amidnitrogén koordinalt,

2.1.4. A cink koordinacios kemidja és biologiai Szerepe

A cink a foldkéreg 24. leggyakoribb eleme, az emberi szervezetben a 2.
leggyakoribb nyomelem. Atlagos mennyisége egy 70 kg-os felnStt emberi
szervezetben 2 és 4 gramm koz¢é tehetd, melynek nagy része az izomszovetekben
(~57 %) és a csontokban (~29 %) talalhatd, de alkotdja a bérnek, a majnak, az
agynak és vérplazmanak is. Az egyik legkevésbé toxikus nyomelem, melynek
szamos hianybetegsége ismert, mint példaul a novekedési zavar (tdrpendvés),

lataszavar, borelvaltozas, hajhullas és sebesedés. Komplexeiben a cink oxidacids

£LO szama +2-es. 3d°

- i a0
4 R elektronszerkezetének

- His 119
Zn*}
g % . / kovetkeztében a komplexek
Yy
o "

szintelenek €s diamagnesesek,

His 96 s kozepes termodinamikai
a——
His 94 7 N stabilitassal rendelkeznek,

2. dbra: A szénsav-anhidraz enzim szerkezete | kinetikailag labilisak és nem
és az aktivhely felépitése [34].

vesznek részt

redoxireakciokban. A cink koordinacids szdma lehet 4 és 6, ezaltal tetraéderes és
oktaéderes komplexeket kialakitva. Szdmos cinktartalmi fehérje ismert, melyek

nélkiilozhetetlenek az él6lényekben lejatszodd folyamatok miikodéséhez. Koziilik a
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legismertebb a 2. abran lathat6, 1940-ben els6ként felfedezett szénsav-anhidraz
enzim, mely a viz reverzibilis reakciojat katalizalja szén-dioxiddal [35]. Az enzim
aktiv helyén talalhat6 egy cinkion, ami harom hisztidil oldallancot (His94, His96 és
His119) koordinal azok imidazolnitrogén atomjain keresztiil [36]. A negyedik
koordinacids helyet egy vizmolekula foglalja el, mely kozponti szerepet jatszik a
reakcio katalizisében.

Az 1990-es évek elejére mar tobb mint 100 cinktartalmii enzimet azonositottak.
llyen enzim a karboxipeptidaz-A, ami a szénsavanhidrazhoz hasonldan egy
cink(ll)iont tartalmaz, torzult tetraéderes geometriat kialakitva. Ez a szerkezet két
hisztidin (His69 és His196), valamint egy glutamat (Glu72) és egy vizmolekula
koordinaciojaval jon 1étre [37], [38]. Az inaktiv formajat a hasnyalmirigy termeli, és
csak az emésztécsatornadban  taldlhatd  tripszin  hatdsdra alakul  aktiv
karboxipeptidazza, vagyis egy fehérjebontd enzimmeé, mely a peptidek C-terminalis
peptidkotésének hidrolizisét katalizalja.

A cink hianybetegségének megfigyelése kapcsan kertiltek el6térbe az ugynevezett
cink-ujj fehérjék, melyek kb. harminc aminosavbol all6 szerkezeti egységekbol,
vagyis doménekbdl épiilnek fel, ahol a fémiont két cisztein és két hisztidin
koordinalja. Ezeknek a fehérjéknek szamos szerkezeti formajuk lehet, jelenleg tobb
mint tiz osztalyba sorolhatjuk &ket, valtozatos szerkezettel, fémkoté moddal,
funkcidval és reaktivitassal [39]. Egyik ilyen cink-ujj fehérje a 9 doménbdl felépiild
TFIIA protein, mely DNS-hez kot6 és aktivalo fehérje, transzkripcios faktor.

A cink tarolasa metallotionein formaban féleg a majban és a vesében torténik. A
metallotionein kis molekulatomegii fehérje, mely kb. 10-11 % fémion-tartalommal
rendelkezik. Harom tipusa ismeretes, az . tipus, ami az emldsokben talalhato, 60-62
aminosavbdl épiil fel, és ebben atlagosan minden harmadik aminosav cisztein [40].
A cink koztes tulajdonsaganak koszonhetden kialakithat kdlcsonhatast S-, N- és O-
donoratomot tartalmazé peptidekkel [41] s, jellemzbéen az N-terminalis
aminocsoporton, a cisztein tiolatcsoportjan és a hisztidin imidazol-nitrogénjén

keresztiil [42], [43].
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2.2. Az aminosavak és peptidek koordinacids kémidja

A Dbiologiai folyamatok modellezése végett az elmuilt évtizedek soran szamos
kutatocsoport foglalkozott mar az aminosavak, illetve peptidek kiilonb6zo
fémionokkal valo kolcsonhatasanak vizsgalataval, melynek koOszénhetéen
nagyszamu publikaciot talalhatunk az irodalomban [44]-[50]. Ezeknek koszonhetéen
szembetlinik, hogy a képzddd komplexek szerkezetét é&s stabilitdsat is
nagymértékben befolydsolja mind a donorcsoport mindsége, mind a fémion
sajatsagai.

Az aminosavak vizes oldatban ikerionos formaban vannak jelen, és egy proton
felvételére (pKyamoxit ~ 2-2,5), illetve leaddsara (pKamino ~ 9-10) képesek.
Atmenetifémionokhoz vald koordinaciéra az a-amino és a karboxilatcsoportokon

keresztiil képes igen stabilis, 6ttagu kelatgyirtit kialakitva (3.a. abra).

R

R o) R 2 o)
\ Vi \ b //
CH—C\ /CH—C\)\—N—CH—C\

HoN O HoN .0 o

‘MZ: \\M2+/
(a) (b)
3. dbra: Egy aminosav (a) és egy peptid (b)

atmenetifémionnal alkotott [ML] 6sszetételli komplexei.

A 3. abra a legegyszeriibb aminosavak és peptidek aminosavszerii (NH,,COQ") és
peptidszertt (NH,,CO) koordinacios modjat mutatja be. Amennyiben az aminosav,
illetve a peptid R csoportjai koordinaciora képes donorcsoportot jelentenek, abban
az esetben a képz6ddé komplexek szerkezete, és azok stabilitasa jelentdsen eltérhet
ett6l. A peptidekben talalhaté6 amidkdtés révén két donoratom, a karboniloxigén és
az amidnitrogén is részt vehet a fémion megkotésében, melynek kdszonhetden
valtozatosabb Osszetételll, nagyobb stabilitasi komplexek keletkezhetnek.

Mivel a peptidcsoport (-NH-CO-) igen gyenge savként, illetve bazisként viselkedik,
ezért a karbonilcsoport oxigénje csak extrém savas koriilmények kozott képes proton
felvételre (1gKyamonii ~ 1) [51], illetve az NH-csoport csak extrém ligos koriilmények
kozott képes leadni a protonjat. Ezekre csak kevés példa talalhatd az irodalomban

(pl. GlyTyr pKamia = 15,2) [52]. Elmondhato, hogy altalaban a peptidcsoport
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deprotonalodasi folyamatai a vizsgélt pH-tartomanyban (1 < pH < 14) csak
(bizonyos) fémionok jelenlétében szamottevoek. Az tgynevezett fémion indukalt
amidnitrogén deprotonalodas eldsegitésére képes példaul a Ni(Il)-, Cu(ll)-, és
Pd(I)-fémion [53] is, de néhany peptidnél kimutattak ilyen folyamatot Zn(I)- és
Co(ll)-ion esetén is. Ehhez sziikséges, hogy legyen a peptidlancban az
amidnitrogénnel kelatképz6 helyzetben egy tgynevezett horgonycsoport is (pl. a
lancvégi aminocsoport, a cisztein tiolat csoportja [54], [55] vagy a hisztidin imidazol
nitrogénatomja [56]), mely a fémionhoz koordinalodva elGsegiti az amidnitrogén
deprotondlodasat és a stabil kelatgytirti kialakulasat. Ebben az esetben jelentdsen
csokken a deprotonalodas folyamatara jellemzd pK érték a szabad ligandumra
jellemzo pK értékhez képest.

Az aminosavakhoz viszonyitva a dipeptidek esetében csokken az aminocsoport
bazicitasa (pKamino ~ 7-8) [55] és a karboxilcsoport savassaga (PKiarboxit ~ 2,9-3) [57],
mivel ez a két donorcsoport egymastél mar tavolabb helyezkedik el, mely
nagymértékben befolyasolja a keletkez6 komplexek szerkezetét.

Ezt bizonyitja az a tény is, hogy tovabbi, bar sokkal kisebb valtozasok figyelhetok
meg a lancvégi csoportok bazicitdsaban a donorcsoportok kozotti tavolsag
novelésével [42].

Az aminosavakkal ellentétben a peptidekben a nagyobb tavolsag miatt az amino- és
karboxilatcsoport nincs kelatképzé helyzetben, igy a kialakult komplex
szerkezetében csak az egyik donorcsoport vehet részt. Az elsédleges kotohely
szerepét egyértelmiien a fémion karaktere hatdrozza meg.

Oldallancban donoratomot nem tartalmazo, szabad terminussal rendelkezd peptidek
esetében leggyakrabban az N-terminalis aminocsoport a meghatarozé donorcsoport,
mely a hozzd legkozelebb esé karbonilcsoport oxigén donoratomjaval [ML]
Osszetételll komplexet kialakitva képez kelatgytiriit. A pH novelésével megtorténik
az amidnitrogén deprotonalodasa és koordinacidja, kialakitva az [MH L]
komplexet. A dipeptidek (NH,,N,COO") koordinaciéos modu (5,5) tag csatolt
kelatgytrat képeznek. Nagyobb tagszamu peptidek esetében lehetdség van tovabbi
amidnitrogének koordinacidjara. [MH ,L] osszetételii komplex esetében mar (5,5,5)

tagu csatolt kelatgyiiri alakul ki egy amino- és két deprotonalddott amidnitrogén
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részvételével. A fémion negyedik koordinacids helyét tripeptidek esetében a

‘1z /4 /4 r 7 R o
karboxilatcsoport, haromnal nagyobb tagszamu 1\CH_C//

. , . . ., . / \
peptidek esetében pedig a karboniloxigén foglalja el. O\C/N\ P
Tetrapeptidek  esetében  tovabbi  amidnitrogén \ mz J:

HC—_\ - \o

deprotonalodasaval [MH sL] 6sszetételt (NH2, N, N™ R1/ H. T
C

,N7) koordinacios moda (5,5,5) tagh csatolt o<’ R,

kelatkomplex alakul ki (4. bra). \

A b . K Idallancai 4. abra: Egy tetrapeptid
mennyiben az aminosava oldallancai | n\ap 11 komplexének

fémionmegkotésre képes donorcsoportot | szerkezete (M = pl.

tartalmaznak, az noéveli a fémion-ligandum Ni(l1), Cu(ll)).

kolcsonhatds sokszintiségét. Az aminosavak oldalldncainak mindsége szintén
befolyasolhatja a koordinacios modokat. Az aminosavakat csoportosithatjuk nem-,
gyengén-, illetve erdsen koordindlodd donoratomot tartalmazé aminosavakra. A
nem-koordinalédé oldalldncot tartalmazé aminosavak kozé tartozik példaul az
alanin, a valin, a leucin, az izoleucin és a fenilalanin is, melyek nem vesznek részt a
komplexképz6désben, de befolyasuk lehet a kialakult komplexek stabilitasara [58].
Gyengén koordinaloddé donorcsoportok példaul a karboxilat- (aszparaginsav és
glutaminsav) [59], az alkoholos hidroxil- (szerin és treonin) [60], a fenolos hidroxil-
(tirozin) [61]-[63], a tioéter- (metionin) [64]-[66] és az aminocsoport (lizin és
arginin) [67]-[70], melyek csak gyenge kolcsonhatast 1étesitenek a fémionnal a
komplexképz6dés soran [71].

Erdsen koordinalodd donorcsoportok kozé tartozik példaul a tiolcsoport (cisztein)
[72]-[75] és az imidazolcsoport (hisztidin) [76]-[80]. Ez utobbi aminosavak
jelentésen befolyasoljak a komplexképzodés folyamatat, illetve nagyobb stabilitast
komplexek kialakitasara képesek, mint a gyengén koordinaldédé donorcsoportot

tartalmazo aminosavak [81].
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2.2.1. Aszparaginsav-tartalmu peptidek komplexképzd sajatsagai

Az aszparaginsav az oldallancban gyengén koordinalédo karboxilat donorcsoportot
tartalmazza, mely nem viselkedik horgonycsoportként, de a képz6dé komplexek
stabilitasat novelhetjiik a peptidlancban 1év6 aszparaginsavak szdmanak novelésével.
Am nemcsak az aszparaginsavak szama, hanem a peptilancban 16v6 helyzete is
befolyasolhatja a komplexek stabilitasat, mely jol szemléltethet6 a GlyAsp és az
AspGly ligandumok példajaval [82].

Amennyiben az aszparaginsav N-terminalis helyzetli, ugy az p-alaninszert
koordinaciot alakit ki az Pb(I)-, Cd(ll)-, Ni(ll)- és Zn(II)-fémionokkal (NH,,p-
COO)) kotésmoddal [ML], illetve [ML,] komplexeket képezve.

Az igy kialakulo hattaghi kelatgyiiri sokkal stabilisabb, mint a szintén karboxilat
donorcsoporttal rendelkez6 glutaminsav (NH,,-COQ") kétésmoda komplexei, ahol
a hasonld koordinaciés mod eredményeképpen mar egy kevésbé stabilis, héttagh
kelat képzddik.

Egyes fémionok, pl. a Ni(Il), a Zn(II) és a Cu(Il) ltgos oldatban képes eldsegiteni az
amidnitrogének deprotonalodasat, dipeptidszerii koordinaciot kialakitva.

A karboxilatcsoport koorinacidja elsegiti a szomszédos N-terminus fel6li
amidnitrogén(ek) deprotonalédasat és koordinacigjat, és gatolja vagy nagyobb pH-
tartomany felé tolja az aszparaginsavtdl C-termindlis irdnyba talalhato
amidnitrogénét [83].

Ha az aszparaginsav az N-terminalistol szamitott masodik pozicioban helyezkedik

el, akkor az (NH,N .B- R
C00) donorcsoportok :z\ h /R \\ ) N/C{"
koordinaljak a fémiont, ha _M.'ll+ | c—0, c—o0
o-" N\ AN " -

pedig a harmadik | “N-/C\ HZC/\ ""r‘

- c / o 4
ozicidban taldlhatd, akkor Z T~cH FH—N
I(3 co0) < I NS
NH,,N" N, B- 3 v
e ) R N
kotésméddal alakul ki a 5. abra: Az aszparaginsavtartalmld peptidek
komplex, melyek | (NH,,N7,B-CO0") (bal) és (NH,,N",N",-COO") (jobb)
szerkezetét az 5. dbra kdtésmodijai.
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szemlélteti. Ilyen kotésmod kialakitdsara képes tobbek kozott a nikkel(II)- és a
réz(Il)ion is.

Az irodalomban szamos adatot talalhatunk aszparaginsav-tartalmi ligandumok
Ni(ll)-, Zn(1l)-, Cd(Il)-ionokkal alkotott komplexeirél, de csak kevés vizsgalat
tortént Pb(Il)-ionnal. Az eddigi eredmények azt mutatjak, hogy gyenge kolcsonhatas
jellemzé az Pb(IT)-aszparaginsav rendszerekre.

Az Pb(ll)-ion aszparaginsavval savas pH-n (pH~4,0 koriil) PbHL komplexet képez.
A pH noévelésével haromfoga koordinacioval PbL 6sszetételli, (NH,,COO,COO)
koordinacios modu komplex képzoédik. ~8,0-as pH koril pedig kialakul az PbH_,L
vegyes hidroxidokomplex, melynek képz6dése soran csapadék valik le.

A tobbi fémionhoz hasonloan a karboxilat-O részvétele stabilitasnoveld hatassal van
a kialakult, kelatgyiriis-szerkezetii komplexekre [84], [85], am az Pb(I)-ion
indukalt amidnitrogén deprotonalodasat csak kevés vegyiiletben tudtak kimutatni
(pl. N-tozil- és N-szulfonil-aminosavakban, N-benzoilglicinben [86], [83]).

A legegyszeriibb aszparaginsav tartalmt peptidek, a GlyAsp és az AspGly Pb(I)-
ionnal eltéré koordinacios moddal képeznek komplexet. [PbH,L]*" komplexet csak
az AspGly ligandum képez Pb(Il)-ionnal, melyben a két disszociabilis proton koziil
az egyik az oldallanc karboxilcsoportjanak protonja. A GlyAsp dipeptid esetében,
melyben az oldallanc karboxilatcsoportja kelatképz6 helyzetben van a C-terminalis
karboxilatcsoporttal, [PbH,L]* komplex nem képzédik. Az [PbHL]" komplex
mindkét ligandum esetében kialakul, ahol a horgonycsoport a C-terminalis
karboxilatcsoport. Az [PbL] komplex az N-terminalis ammoniumcsoport
deprotonalodasaval, az amino-N és a karbonil-O donorcsoportok altal stabil 6ttaga
kelatgytr(it kialakitva jon 1étre [82].

Az oldallancbeli karboxilatcsoport stabilitasnoveld hatasat csak az N-terminalis
karboxilatcsoporttal rendelkezé peptidben mutattak ki (AspGly), melyben az
aminocsoport és a karboxilatcsoport stabil, 6-tagi kelatgyiiriit képez (/. tabldzat)
[82].

Amidnitrogén deprotonalodast egyik peptid esetében sem mutattak ki se pH-

potenciometrias, se "H NMR vizsgalatok soran.
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1. tablazat: A kiilonbozo dipeptidek PbL komplexeinek pK-IgK értékei
(T=298K, 1 =0,20 M KNO).

lgB(PbL) pK-IgK
GlyGly 3,30 4,83
GlyGlu 3,45 4,85
Gluval 3,35 4,52
GlyAsp 3,70 4,68
AspGly 4,01 3,95

Az AspAsp, az AspAspAsp és az AspAspAspAsp peptidek Zn(II)- és Cd(II)-ionnal
alkotott MHL komplexeiben a fémiont minden esetben a karboxilatcsoport
koordinalja, az aminocsoport pedig protonalt. Ez ellentétben 4ll ugyanezen peptidek
Cu(ID-, Ni(ll)- és Pd(ID-ionnal alkotott rendszereivel, ahol az N-terminalis
aminocsoport a f6 fémionkoté hely. Az ML komplex stabilitasa a Cd(11)- és Cu(Il)-
ion esetében az aszparaginsavak szamanak novekedésével nd, Ni(IT)-ion esetében
csokken, mivel a p-karboxilat csoport kdtodésének stabilizald szerepe kisebb a
ligandum mérete miatt.

Biszkomplexek kialakulasa nem jellemz6 ezekre a rendszerekre, am kimutattak a
Cd(l)-AspAla, a Zn(I)-GlyAspGly, valamint a Zn(ll)-AspAspAsp és a Ni(Il)-
AspAsp, illetve Ni(I1)-AspGlu rendszerek vizsgalata soran is [87], [57].

2.2.2. Cisztein-tartalmii peptidek komplexképzd sajatsagai

A cisztein tiolcsoportja az aszparaginsav karboxilcsoportjaval ellentétben az er6sen
koordinalodé donorcsoportok kdzé tartozik, am a kotés erdsségét a fémion karaktere
nagymértékben befolyasolja. Mind a soft jellegti fémionokkal (pl. Cd(IT)-, Pd(l1)- és
Pt(I1)-ionok), mind a koztes fémionokkal (pl. Pb(I1)-, Ni(ll)- és Zn(I1)-ionok) erds,
kovalens jellegii kotést alakit ki a tiolatcsoport, mig a hard jellegli fémionokkal
gyenge kolcsonhatast 1étesit. A képz6d6 komplexek Osszetétele €s szerkezete igen
valtozatos lehet, melyet tobb tényezo is befolyasol.

Egyes fémionok esetében (pl. Pb(II)-, Ni(ll)-, Cd(Il)- és Zn(Il)-ion) a cisztein-
tartalm  N-termindlison nem  védett  peptidek  aminocsoportja  akar

horgonycsoportként is viselkedhet.
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Abban az esetben, ha az N-terminalis aminosav cisztein (pl. CysGly [73], [82]),

kialakul az ottagh kelatgylirti az (NH,,S) donorcsoportok részvételével. Ennek

koszonhetéen képzédhetnek

o (o]
biszkomplexek is, melynek .. E'z :2 N""J
kovetkeztében az N N H
M
amidnitrogén RN
s s

deprotonalodasa gatolt (6. | 6. abra: Az [ML,] komplex szerkezete, ahol M =
abra). Ekvimolaris fémion- | Ni(ll), Cd(l1), Zn(I1) vagy Pb(ll).

ligandum arany esetében megjelenhetnek tobbmagvu komplexek, melyek kén-hidas
szerkezetiiek.
A masodik helyen ciszteint tartalmazod peptidek donoratomjai mar a fémion

fliggvényében valtozhatnak.

SNy Bizonyos fémionok, példaul a Ni(ll)- és

\,!V'""N“z Pd(Il)-ionok  képesek  indukilni  az

N"' R amidnitrogén deprotonalodasat, ezaltal az

HN (NH,,N",S") donorcsoportokkal csatolt
‘55 o kelatrendszerii komplexeket alakitanak ki (7.

o

7. dbra: Az [MH.L] komplex abra), ahol a tiolatcsoport horgonycsoportként
. . -1

szerkezete, ahol M = Ni(ll), | viselkedik, mely szintén hozzajarul az
Pd(ll).

amidnitrogén deprotonalodasahoz. A tridentat

koordinacié miatt a koordinacids szféra nem telitett, igy lehet6ség van egy masik
ligandum belépésére is, igy ligandumfelesleg esetén biszkomplexek, 1:1 fémion-
ligandum aranynal pedig tiolathidas dimer komplexek képzddnek.

Harmadik helyen ciszteint tartalmazd peptidek esetében (pl. AlaAlaCys [55] és
GlyGlyCys [73]) szintén el6segithetik a Ni(ll)- és Pd(I)-ionok az amidnitrogének
kooperativ deprotonalédasat. Ekkor az (NH,,N",N7,S") csoportok koordinacidjaval
igen nagy stabilitasi [MH ,L] &sszetételi komplex alakul ki, mely altal a fémionok
koordinacios szféraja telitett, vagyis ebben az esetben tobbmagvii komplexek

kialakulasara nincs lehetdség.
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s s Amennyiben a cisztein nem a C-
'%» \ / - ',SS terminalison talalhato, u egyes
i 'V' " fémionok, pl. a ’cinlf(};l)- gyés
o'-, \o- kadmium(II)ion esetében kialakulhat a

S 5 stabil (S,COO) hattagn kelat,

8. abra: Az [ML,] komplex szerkezete, | valamint lehetéseg van a
ahol M = Zn(l1) és Cd(ll). biszkomplexek  megjelenésére (8.

abra), am ebben az esetben tiolatcsoporton koordinalédé fémion nem képes az
amidnitrogének deprotonalddasat eldsegiteni.

Az 6lom(Il) és cisztein kdlcsonhatasat viszonylag kevés irodalom targyalja. A 2.1.2.
fejezetben mar emlitett, cisztein-tartalmu fehérjéket, a tioneineket mar széles korben
vizsgaltak kiilonboz6é fémionokkal (pl. Cd(II), Hg(Il), Cu(I), Cu(Il), Ag(l), Au(l),
Bi(I1), As(lI1), Co(ll), Fe(ll), Pb(Il), Pt(ll) és Tc(I1V)) [88], [89]. A tioneinek
ciszteinben gazdag fehérjék (kb. 30% az Gsszes aminosavhoz viszonyitva), emiatt
nagy affinitassal képesek megkdtni a toxikus fémionokat, koztiik az Pb(Il)- és
Cd(In-iont is [90], [91]. A tionein 6lom méregtelenitsében vald szerepére tobb
irodalmi adatot is talalhatunk [92], [93], am ezeket nehéz rendszerezni [94]. A
publikaciok tobbsége spektroszkopiai adatokon alapszik, melyekben ramutatnak az
6lom és a tionein kélcsonhatasara [95], [96].

Olom(ll)ion jelenléte mellett legtobbszor a peptidek amidnitrogénjeinek
deprotonalodasa még lugos kdzegben sem jatszodik le, &m ezaltal kialakulhatnak a
vegyes hidroxidokomplexek. Az egy ciszteint tartalmaz6 ligandumok esetében a
leggyakrabban az (NH,,S") koordinacié a jellemz6. Amennyiben a peptidben a
masodik helyen 1év6 ciszteinhez kozel talalhatd még egy cisztein, kialakulhat a (S~
,S") koordinacid is [97].

Ezen kiviil vizsgaltdk még az Pb(II)-ion Ca(ll)-ion helyettesitd képességét a
kalmodulinban, illetve a Zn(Il)-ion helyettesité képességét az S-aminolevulinsav
dehidratazban, és bebizonyitottak, hogy ezeknek a folyamatoknak egészségkarositd
szerepilk van [98]. Két jelentds tanulmany, eltéré spektroszkdpiai modszereket

hasznalva bemutatta az 6lom(ll)ion nagyfoku affinitasat a kalmodulinhoz (CaM)
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[99], [100], ami egy létfontossag jelzéfehérje, és tobb mint 100 bioldgiai

folyamatban vesz részt.

2.2.3. Vegyes kotohelyii peptidek koordindcios kémidja

Ciszteint és aszparaginsavat is tartalmazo ligandumok és Pb(II)-ion kolcsonhatasat
S. Peng és munkatarsai vizsgaltak [101]. Az o6lommérgezések kezelésére addig
hasznalt kelatterapia nem tint hatékonynak, ugyanis eltavolitotta a szervezet
szamara fontos fémionokat is (pl. kalcium(II) és vas(IT)) [102], igy 0j kelatorokat
fejlesztettek ki [103], [104]. Az L-metioninnal Osszekapcsolt poli-o,B-DL-
aszparaginsav (PD) képes hatékonyabban eltavolitani az Pb(I)-iont az emberi
szervezetbdl [105]. Tovabba azt is megfigyelték, hogy az aminosavval modositott
PD kiilonb6zé nanoszerkezeteket és fokozottabb bioldgiai aktivitast mutat [106].
Ezért parositottak az L-ciszteint a PD-vel, kifejlesztve egy 0j kelatort. Ez az 0j
kelator a poli-a,B-DL-aszpartil-L-cisztein (PDC), mely képes nanorészecskét
kialakitani és szelektiven eltavolitani az Pb(II)-iont. Az egereken végzett
vizsgalatokbol megallapitottak, hogy a combcsontban felhalmozddott Pb(Il) 30
szazalékat, a majban és a Iépben felhalmozddott Pb(IT) 50 szazalékat képes
eltavolitani a PDC. Azoknak az egereknek a vizeletében és iiriilékében jelentésen
kevesebb mennyiségli 6lmot mutattak ki, melyek a kontrollcsoportba (normal
sooldat) tartoztak, illetve azon esetekben is, amikor a terapia soran PDC helyett DL-
penicillaminnal kezelték az alanyokat. Ez szintén azt timasztja ala, hogy a cisztein
¢és aszparaginsav tartalmi PDC hatékonyabban tavolitja el az egerek szervezetébol
az Pb(lIl)-iont, mint a penicillamin, mig a Iétfonotssagn fémionokat csak mininalis
mennyiségben tavolitja el.

A ciszteint és hisztidint is tartalmazo rendszerek vizsgalatabol altalanosan
megallapithatd, hogy bar mindkét aminosav erésen koordinalodd donorcsoporttal
rendelkezik, az oOlom koztes tulajdonsaganak koszonhetéen a cisztein kén
donoratomjaval sokkal erdsebb kolcsonhatast alakit ki, mint a hisztidin
imidazolnitrogénjével. Osszehasonlitva a legegyszer{ibb hisztidin és cisztein

tartalmu peptidek (HisGly és CysGly) olom(II)komplexeit, egyértelmiien latszik,
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hogy a CysGly nagyobb stabilitasu komplexeket képez az Pb(ll)-ionnal [82]. Ezért
habar a hisztidint tartalmazo ligandumok atmenetifém komplexeinek vizsgalataval
mar szamos kutatocsoport foglalkozott [107], [108], ezek kozott igen kevés
eredményt taldlunk az olom(Il)ion komplexeirdl. Emiatt kevés adat all
rendelkezésiinkre olyan ligandumokrol is, melyek cisztein és hisztidin aminosavakat
is tartalmaznak.

A legegyszerlibb ciszteint és hisztidint is tartalmazé ligandumok a CysHis és HisCys
peptidek, mely kiilonb6z6 formaival (H-CysHis-OH, Ac-CysHis-OH, H-CysHis-
NH,, Ac-CysHis-OEt, illetve ezek HisCys parjaival) kiilonbozé fémionokkal mar
végeztek szisztematikus vizsgalatokat [109]. A Zn(ll)-ionnal végzett kutatasok soran
megallapitottdk, hogy amennyiben az N-termindlison a ligandum nem védett, ugy az
aminocsoport horgonycsoportként viselkedik és (NH,S'), illetve (NH,Ni,) a
koordinacios mod. Az N-terminalison védett, a C-terminalison COO™ csoportot
tartalmazo ligandumok esetében a koordinaciosmod a (S,COO7), valamint (Nin,
COO0O)), am ekkor sokkal kisebb stabilitasu komplexek keletkeznek.

Szintén ciszteint és hisztidint tartalmazo ligandumok (példaul: Ac-HAAC-NH,,
AHAAC-NH,;, AAHAAC-NH; és ciklo-HisCys) vizsgalataibol kideriilt, hogy a
nikkel(IT)ion szdmara az N-terminalisan nem védett peptidek esetén az (NH;,Nin)
donorcsoport, az N-terminalisan védett ligandumok szamara pedig a (S, Nim)
donorcsoport az elsédleges kotéhely. Tovabba megallapitottak, hogy a cink(ll)- és
kadmium(Il)ion az (Nin, S°) kotésmoddal alakit ki makrokelatot a védett, nemvédett
és ciklikus ligandum esetében is [42], [110]. Am az AHAAC-NH; ligandum [NiL]*
és [ZnL]" komplexében az (NH,Ni,) donorcsoportok mellett a cisztein tiolat
csoportja is részt vesz a koordinacioban, vagyis a ligandum (NH;N;,S)
koordinacios moddal kotddik a fémionhoz.

Szintén ciszteint, hisztidint és aszparaginsavat tartalmaz az 0j tervezésii védett Ac-
SCHGDQGSDCSI-NH, dodekapepid, melynek Cd(Il)-iont tartalmazd rendszerét
széleskortien vizsgaltak. A kapott eredményebdl arra kovetkeztettek, hogy a
koordinacios mod igen valtozatos lehet a keletkezd komplexek Osszetételétol
figgden. Az UV-spektrofotometrias és 'H NMR vizsgalatok is alatamasztjak a CdS,

Osszetételll komplex kialakulasat. Az NMR vizsgalatok eredményei alapjan nem
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zarhatd ki a torzult tetraé¢deres geometriagju CdAS,NX oOsszetételli komplex is,
melyben a fémionhoz két cisztein tiolatcsoportja, a hisztidin imidazolnitrogénje és
(vagy a vizbol, vagy az aszparaginsavbol szarmazo) oxigén donoratom
koordinalodik, egy hurkot alakitva ki [111].

Mint lathato, pl. cink(ll)- és nikkel(Il)ionnal szamos kutatas folyt cisztein ¢€s
hisztidin donorcsoportot is tartalmazé ligandumokkal, am az 6lom(Il)ionnal vald
kolcsonhatas vizsgalatara vonatkozoan nem talaltam irodalmi adatot, melynek oka a
hisztidin és 6lom(Il) kozotti gyenge kdlesonhatas.

Ciszteint, hisztidint és aszparaginsavat is tartalmazd vegylilet a transzglutaminaz
(TG) enzim, melyet Heinrich Waelsch fedezett fel 1957-ben [112]. A TG-t
leginkabb a fehérjék kozotti intra- és intermolekularis kovalens kotések
kialakulasanak katalizatoraként ismerjik [113]. A TG-csalad egyik tagja a
transzglutaminaz 2 (TG2), mely 687 aminosavbol épiil fel. Szamos kiilonbozo
sejttipusban megtalalhatd, és a tobbi aktiv taghoz hasonléan kalciumfiiggd
transzamidalo aktivitassal rendelkezik [114]. Szerkezete négy globularis doménbdl
épiil fel. A 6 domén (140-460 aminosavak) tartalmazza a katalitikus triadot, vagyis
a cisztein-hisztidin-aszparaginsavat (Cys277-His335-Asp358) [115] és két triptofant
(Trp241 ¢és Trp332), melynek

szerepe a koztitermékek
stabilizalasa  [116]. A TG2
enzimben Osszesen hat Ca(I)-ion
kotohely van, melybdl 6t az enzim
allosztérikus aktivalasaért felelds.
Vagyis ha ezeket az akvitalasért
felelés Ca(Il)-ionokat helyettesiti
mas fémion (pl. Pb(Il) vagy Cd(Il)),

az enzim elveszti aktivitasat.

9. adbra: Az mTG szerkezete, és az aktiv
Az ecukaridta TG-t6l eltéréen a | rész aminosavai (Cys64-Asp255-His274)
[117].

mikrobialis transzglutaminaz

(mMTG) enzim aktivalasa fiiggetlen a Ca(ll)-iontdl. Az mTG, melyet 1989-ben
izolaltak Ando és munkatarsai, egy 331 aminosavbol allo, kb. 38 kDa tomegii
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monomer fehérje. A szekvencia-vizsgalatokbol nyert adatok, és a kristalyszerkezet
azt mutatja, hogy az mTG katalitikus aktivalasa a Cys64-tdl fiigg, mely a 9. abran
lathato katalitikus triad része (Cys64-Asp255-His274). Bar az enzim aktivalasa nem
fiigg a Ca(ll)-iontol, mégis érzékeny a tobbi kationnal szemben (pl. az Pb(ll)-,

Li(11)- Zn(11)- és Cu(Il)-ion) [118], melyek hatasara modosulhat, illetve megsziinhet
az enzim funkcioja.
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3. KISETLETI MODSZEREK ES ALKALMAZOTT TECHNIKAK

3.1. Felhasznalt vegyszerek

A szilard fazisu peptidszintézis soran felhasznalt 6sszes vegyszer, illetve oldoszer
kereskedelmi forgalomboél szarmazik, melyet tovabbi tisztitas nélkiil alkalmaztunk.
Minden Fmoc  (9-fluorenil-metoxi-karbonil)  védécsoportot  tartalmazo
aminosavszarmazékot (Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ser(Trt)-OH), a Rink Amide AM gyantat, és a 2-(1-H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium-tetrafluoroboratot (TBTU) a svéjci
Novabiochem forgalmazza. A 2,2’-(etiléndioxi)-dietantiolt (DODT), a dietil-étert
(Et,0O), az N-hidroxi-benztriazol hidratot (HOBt-H,0), az N-metil-2-pirrolidont
(NMP), az analitikai tisztasagii N,N-dimetil-formamidot (DMF), a trifluorecetsavat
(TFA) és a triizopropil-szilant (TIS) a Sigma Aldrich Co. forgalmazza. A 2-metil-
butan-2-olt és az N,N-diizopropil-etilamint (DIPEA) a Merck Kft., az
ecetsavanhidridet pedig a VWR International szolgaltatta. A piperidin, a diklor-
metan (CH,Cl,) és a 96%-0s ecetsav vegyiileteket a Molar Chemicals Kft-t6l

szereztik be.

A tisztasagellenorzés végett alkalmazott HPLC vizsgalatokhoz sziikséges
vegyszerek (HPLC-tisztasagu acetonitril (MeCN) és trifluorecetsav (TFA)) a Sigma
Aldrich Co. termékei.

A pH-potenciometrias vizsgalatokat CO, mentes kozegben végeztiik. A titraloszer
argon alatt tarolt kb. 0,2 mol/dm’-es, pontosan ismert koncentraciéji KOH-oldat
volt. Az oldategyensulyi és spektroszkopias vizsgalatok soran hasznalt Pb(NOs),-,
Cd(NOg3),-, CdSOy-, Ni(NOs),-, NiCl,-, NiSO,-, Zn(NO3),-, ZnCl,-térzsoldatok a
Reanal Finomvegyszergyar Zrt. a.l.t. mindségli vegyszereibdl késziiltek haromszor
ioncserélt vizben torténd oldassal. Az olom-trifluoracetat oldat (Pb(CF;COO),)
elkészitésé¢hez dlom-nitratot reagaltattunk ammonia-oldattal, melynek kdvetkeztében
6lom-hidroxid (Pb(OH),) csapadék valt le. A csapadékot dekantalas és vizes mosas
utan trifluor-ecetsavban (TFA) oldottuk. Az oldat savtartalmanak pontos

crer

koncentracidjat pH-potenciometrias titralassal, Gran modszert alkalmazva
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hataroztuk meg [119]. A pontos fémion-koncentraciokat oxinat formaban,
gravimetrids modszerrel hataroztak meg.

A Kkutatishoz hasznalt vegyiiletek kozil az AspAsp, az AspAspAsp, az
AspAspAspAsp, a GlyCys és az Acetil-cisztein vegyiileteket a svajci Bachem
cégtdl, a GlyAsp peptidet és az Acetil-penicillamint a Fluka cégtdl szereztiik be.
Az Ac-CGAK-NH; és az Ac-CGAH-NH, peptideket a SynPeptide Co. Ltd
gyartotta. Az Ac-SCCS-NH; peptidet Lukacs Marton, az Ac-CGAD-NH, peptidet
Palinkas Dora szintetizalta a Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoporban. Az AAC-OH
peptid Franciaorszagban késziilt egy korabbi irodalmi moédszer szerint [55]. A
fennmarado6 kilenc peptidet (Ac-AAAC-NH,, az Ac-SAAC-NH;, az Ac-CSC-NH,,
az Ac-CGSC-NH,, az Ac-CSSC-NH,, az Ac-CSSACS-NH;, a CSSACS-NH,, az
ACSSACS-NH, ¢és az SSCSSACS-NH,) szilard fazisu peptidszintetizatorral
allitottam el6 a Bioszervetlen Kémiai Kutatdcsoport keretein belill. Az 0Osszes

ligandum szerkezeti képlete a 10. abran lathato.

o)
| H Il
H2N—<.|‘,H—|C—N—(|3H—C—OH
C|:H2 GlyAsp
=
OH
o)
H I
H,N—CH-C—N—CH-C—OH
c|;H2 (|3H2 AspAsp
<|:=o ?—o
OH OH
o) o)
Il H Il H I
H2N—?H—C—N—Cl;H—C—N—(le—C—OH
<|:H2 clst cle2 AsSpASpAsp
= T
OH OH OH
| |l H |l H
HzN—cl;H—C—N—cI:H—c—N—cl;H—C—N—CH—C—OH
CH, CH, CH, CH, ASpASp-
| | | | AspAsp
<|3=o (|:=o $=o <|:=o
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10. abra: A vizsgalt ligandumok szerkezete.
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3.2. Szilardfazisa peptidszintézis

A szilardfazist peptidszintézis atyja a Nobel-dijas R. B. Merrifield [120]. Ennek a
modszernek az el6nye, hogy automatizalhato, ezaltal kevésbé idéigényes, mint a
manualis modszer. A felhasznalt ligandumokat a Liberty (CEM, Matthews, NC)
szilard fazisu peptidszintetizald késziilékkel allitottuk eld. Ennek Iényege, hogy az
aminosavakat egy oldhatatlan szilard hordozora, ugynevezett gyantara kapcsoljuk fel
kémiai kotéssel. Attol fiiggben, hogy a C-terminalisan -OH végli vagy -NH,
csoporttal védett peptidet szeretnénk eldallitani, ugy kell megvalasztani a gyantat is.
Esetemben az 6sszes elballitott peptid C-terminalisan védett volt, savamid csoportot
tartalmazott, igy a Rink Amid AM tipust gyantat hasznaltuk a szintetizalashoz, mely
Fmoc védéesoporttal van ellatva [121]. A peptidlanc szintetizalasihoz a gyantara
elészor a C-terminalisan 1évé aminosavat kapcsoltuk. Els6 1épésként eltavolitottuk a
gyantan 1évé véddcsoportot, hogy a szilard hordozén szabad aminocsoportot
kapjunk. Ez 0,1 mol/dm® koncentracioju HOBt - H,O és 20 V/V% piperidint
tartalmaz6 DMF oldat hozzaadasaval 180 masodpercen keresztiil 80 °C-on, 30 W
teljesitményli mikrohullammal tortént. Kovetkezé 1épésben négyszeres feleslegben
hozzdadtuk a C-terminalis fel6li elsé aminosavat (koncentracié: 0,2 mol/dm?,
oldoszer: DMF, funkcids csoportok aktivalasa: TBTU/HOBt/DIPEA elegye). Az
aminosav gyantahoz, illetve a kdvetkezd aminosavnak az el6z6 aminosavhoz valo
kapcsolasahoz szintén 30 W teljesitmény(i mikrohullamot hasznalt a késziilék 300
masodpercen keresztiil 80 °C-on (cisztein esetében 50 °C-0n). A hasitasi, majd
kapcsolasi 1épéseket ismételve kaptuk meg a végén az elére megadott aminosav-
szekvencianak megfeleléen a kivant terméket. Azokban az esetekben, amikor N-
terminalisan védett peptideket allitottunk elé, az wutolsé aminosav Fmoc
veéddcsoportjanak eltavolitdsa utan 5 V/V% DIPEA- és 6 V/V% ecetsavanhidrid-

tartalmu oldat hozzaadasaval értiik el az acilcsoport kialakitasat.

A szintézis végeztével a DMF eltavolitasa miatt mostuk a gyantat és a rajta 1évo
peptidet elészor diklormetannal, ezutan 96%-0s ecetsavval, 2-metil-2-butanollal és
végil dietil-éterrel. A peptid gyantardl torténd hasitisa és a véddcsoportok

eltavolitasa 94% TFA, 2,5% TIS, 2,5% H,0 és 1% DODT tartalmu elegyben tortént
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szobah6émérsékleten. Végiil a peptid kicsapasahoz a hasitoelegyet hideg dietil-éterbe
csepegtettilk. Az igy kapott fehér vagy piszkosfehér csapadékot vakuumsziird
segitségével sziirtiik ki, szaritast kdvetden vizben oldottuk, majd lefagyasztottuk a
liofilizalashoz.

A szintézisek soran 0,25 mmol anyagmennyiségl peptidet kivantunk eldallitani. A
PepDriverl szoftver (mely a peptidszintetizaldo késziilék vezérléséért felelés) az
eldéllitani kivant anyagmennyiség megadasa utdn kiszamolja az aminosavak,
reagensek és olddszerek sziikséges mennyiségét. Minden esetben tiz szazalék
felesleggel dolgoztunk.

A szintézis elso fele, vagyis az aminosavak kapcsoldsa €s az utols6 aminosavon 1évo
Fmoc védoécsoport eltavolitasa (illetve sziikség esetén az eldallitandd peptid
acilezése) az automata peptidszintetizatorral tortént. A szintézis tovabbi 1épéseit -
vagyis a gyanta mosasatol kezdve a liofilizalasig - mar mechanikusan végeztiik.

A liofilizalt termék tisztasagat nagynyomasu folyadékkromatografias (RP-HPLC)
modszerrel ellendriztiik. Ehhez egy analitikai Teknokroma Europa Peptide C18 (250
mm x 4,6 mm, pélusméret: 120 A, szemcseméret: 5 pm) tipusu kolonnat és Jasco
MD-2010 plus diédasoros detektorral rendelkezé Jasco késziiléket hasznaltunk. A
detektalas 222 nm-en tortént, ez a peptidkotésre jellemzd elnyelési hullamhossz
maximuma. A vizsgalatok soran gradiens eluciot alkalmaztunk. Eluensként 0,1
VIV% TFA-t tartalmazo vizet és acetonitrilt hasznaltunk, ahol az acetonitril aranya a
nulladik perctdl a tizendtodik percig 20 V/V%-ra nétt, majd a tizen6tddik perctdl a
huszadik percig 0 V/V%-ra csokkent, az aramlasi sebesség pedig 0,8 — 1 ml/perc
kozott valtozott adott peptidenként.

Az SSCSSACS-NH, peptid szennyez6ktdl valo elvalasztasahoz a W. R. Grace and
Co. Vydac C18 félpreparativ kolonnajat (250 mm x 10 mm, polusméret: 300 A,
szemcseméret: 5 pm) hasznaltuk. Az eluens Osszetétele azonos az analitikai
vizsgalatoknal hasznaltakkal, 3 ml/perc aramlasi sebességet alkalmaztunk.

Az elkésziilt peptidek azonossagat €s tisztasagat vizsgaltuk még HPLC modszer

mellett ESI-MS, NMR ¢és pH-potencias modszerekkel is.
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3.3. pH-potenciometria

A pH-potenciometria az oldategyenstlyi vizsgalatok egyik legfébb modszere,
melynek segitségével tanulmanyozhatjuk a komplexképzédési folyamatokat. Am
ahhoz, hogy ezt a modszert alkalmazni tudjuk, sziikséges, hogy a komplexképzddés
megvaltoztassa a ligandum deprotonalddasi folyamatait, mely altal valtozik az oldat
pH-ja is. Ekkor a H™-ion és az M™ fémion kozotti kompeticiot az (1)
reakcioegyenlettel adhatjuk meg, a bruttd komplexképzddési folyamat altalanos
alakjat pedig a (2) egyensulyi reakcio egyenletével irhatjuk le (a 2. egyenlet a

toltéseket a konnyebb kezelhetdség miatt nem tartalmazza):

nHL + M™t = ML ™Y 4 pyt 1)
pM +qH +rL = MyH,L, 2
ahol H: a hidrogénion, L: a ligandum teljesen deprotonalt formaja, M™: a fémion és
p,q.r: sztochiometriai egyiitthatok.
A kialakulo komplexek Osszetétele és stabilitasi allandoi is meghatarozhatoak a pH-

potenciometriaval, a stabilitasi szorzatot a (3) egyenlet irja le:

_ [MquLT]
Brar = [M]P[H]4[L]" ©)

A ligandum protonalddasi allandoinak kiszamolasara a SUPERQUAD [122], a
fémkomplexek stabilitasi szorzatainak meghatarozasahoz pedig a PSEQUAD [123]
szamitogépes programot hasznaltuk. A szdmolasokhoz az alabbi bemeneti adatok
szlikségesek: a fémion, a hidrogénion €s a ligandum analitikai koncentracioja, az
egyedi részecskek (hidroxido- és MyH(L, fémkomplexek) pontos vagy becsiilt
stabilitasi szorzatai, a vizionszorzat, az lrving-faktor [124] (melyet a diffuzios
potencial figyelembevételének érdekében alkalmazunk), a titraloszer pontos
koncentracidja, valamint a primer térfogat (ml) — pH adatparok. A kiindulasi
komponensekre felirhaté anyagmérleg egyenletekkel (4-6) megadhatjuk a stabilitasi
allandok értékeit:

cu = [M] + X1 i Bpgr [MIF [HIF[L]] (4)

ey = [H] + Zi1 i Bpqr [MI7 [HIF (L]} (5)
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cp = [L]+ X1 71 Bpgr IMIP[HIT [L]] (6)

Abban az esetben, ahol vegyes ligandumt rendszert vizsgaltunk, a komponensek
szdma harom helyett négyre valtozik, igy az anyagmérleg is négy komponensre
irhaté fel. A program, felhasznalva a kiindulasi adatokat és a becsiilt stabilitasi
szorzatokat, a stabilitdsi allandokat a Newton-Raphson iteracioval kozeliti
mindaddig, amig el nem éri a ¥ (Vinsrr — Vizamitore)> Szamértéke a minimumot,
kozelités pontossagat a |Vipsrr — Vszamitorel atlagértéke, vagyis az illesztési
paraméter adja meg. A program kiszamolja az adott részecskék stabilitasi allandoit
¢és azok hibajat, illetve a standard deviaciot a titralasi gorbe egyes pontjaiban. Ezen
felil kirajzolja a részecskék koncentracid-eloszlasi diagramjat is, a pH
fiiggvényében egy adott komponensre nézve. Ez az eloszlds megszerkeszthetd a
MEDUSA [125] nevii programmal is, melyekhez a stabilitasi allandok, illetve a
kiindulasi ligandum- és fémkoncentracié megadasa sziikséges.

Az Pb(Il)-iont tartalmazé rendszerekben minden esetben figyelembe vettik a
hidrolizis allandokat, melyeket korabban mar meghataroztak [97], [126]:

2. tablazat: Az Pb(Il)-ion vizes kizegben mért (¢ = 0,001-0,006 mol/dm®)
irodalomban meghatdarozott hidrolizis dallandoi.

lgB
[PbH_,]* -7,32
[Pb,H_]* -19,98
[PbeH_¢]* -42,62

A kiértékeléseknél minden esetben figyelembe vettiik a csapadékképzodést, az
adatsorokat a csapadék megjelenéséhez tartozé pH-ig hasznaltuk fel.

Kisérleteinket vizes oldatokban végeztiik el. A homérséklet allando, 298 K-en vald
tartasahoz ultratermosztat berendezést alkalmaztunk. A pH-potenciometrias
vizsgalatok elvégzéséhez a fémiontdl fliggden két kiilonbozd titratort hasznaltunk.
Az 6lom(Il)ion komplexeinek meghatarozasahoz a Mettler TS50 automata titratort

alkalmaztuk, amelyhez 6.0255.100 Methrom DoubleJunction iivegelektrodot
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csatlakoztattunk. A titralas soran a mintaba argongazt vezettiink, mely az oxigén
kizarasa mellett a minta allando kevertetését is biztositotta.

A nikkel(Il)-, kadmium(ll)- és cink(I)iont tartalmaz6 rendszerek esetében a
MOLSPIN nevii késziiléket hasznaltuk, a titrald oldat adagolasat a rendszerhez
csatlakoztatott, Hamilton fecskenddvel ellatott Mol-AcS mikrobiiretta biztositotta. A
pH méréshez Methrom 6.0255.100 kombinalt iivegelektrodot hasznaltunk. A
kevertetést a magneses keverdmag biztositotta, az oxigén kizarasara szintén
argongazt alkalmaztunk a minta gazterébe valo bevezetéssel.

Mindkét berendezés esetében mérdoldatként pontosan ismert (~0,2 mol/dm®)

cre

koncentracioji  karbonatmentes kalium-hidroxid-oldatot adagoltunk, melynek
gazterébe ugyancsak argongazt vezettiink. Ezen oldat pontos koncentraciojat a
0,0500 mol/dm® kalium-hidrogén-ftalat oldattal hataroztuk meg. A pH-mérék
kalibralasahoz szintén 0,050 mol/dm® kalium-hidrogén-ftalat oldatot hasznaltunk,

melynek pH-ja 298 K-en 4,005. A mintidk Osszeallitisa soran hasznalt HCI- és

crer

sres

oldattal torténd titralassal hatdroztuk meg. A titralasi adatok kiértékelése a Gran-féle
linearizacion [119] alapuld programmal tortént. A vizsgalando mintak (kiindulasi)
ligandum koncentracioja 1,010 és 1,5:10"> mol/dm?® kozétt, a fémion — ligandum
ardny 2:1 és 1:3 kozott valtozott. A mintdk allandd ionerésségét 1 mol/dm® (a
mintakra nézve 0,2 mol/dms) koncentraciojd  KCl- illetve KNO;-oldatok

hozzaadasaval biztositottuk. Mivel az ionerGsség megegyezik a titraldo oldat

crer

crer

Ahhoz, hogy a keletkezett komplexek szerkezeti jellemzdit megadhassuk, tovabbi
vizsgalati modszerek alkalmazasa sziikséges, ugymint ‘H NMR és CD
spektroszkopia, valamint UV-lathaté spektrofotometria. Ez altal képet kaphatunk a
keletkezett komplexek szerkezetér6l és a komplexképz6désben részt vevo

csoportokrol is.

35



Toxikus femionok szelektiv megkdtésere alkalmas peptidek tervezése, szintézise és
fémkomplexeik vizsgalata

3.4. UV-lathat6 spektrofotometria

Az elektrongerjesztési spektroszkopidk analitikai célokra talan legtdbbet alkalmazott
moddszere az UV-lathat6 spektrofotometria, amelynél gerjesztés hatasara a molekula
elektronpalyai kozott [étrejovo energia 4atmenetekrél nyerheté informadcio.
Fémkomplexek képzddése soran felhasadnak a kdzponti ion d-péalyai, és eltérd
energidjuak lesznek a ligandum elektromos terének hatdsdra. A spektralis
vizsgalatok eredményeképpen egy adott komplex szerkezetére, geometridjara, a
koordinalodé donoratomok szdmara ¢és mindségére tudunk kovetkeztetni. Az
abszorpcios maximum értékét a koordinalédéd csoportok kémiai mindsége €s szama
jelentésen befolyasolhatja.

A nikkel(IT)-komplexekre a leginkabb a 4-es és 6-0s koordinacios szam jellemzd. A
6-os koordinacios szami oktaéderes geometriaji  komplexekhez harom
spinmegengedett d-d atmenet tartozik, melyek a Laporte-szabalyban
megfogalmazott tiltds kdvetkeztében kis intenzitasuak (gmax < 30 dm3-m01’1-cm’1):
A = 1430-770 nm (PA,—°T>), A, = 910-500 nm (*A,—°Ty(F)), As = 520-370 nm
CA—>To(P)). A kdzépsd oktaéderes sav felhasadasa mutatja a komplex geometriai
torzulasat. Létezik még egy kisebb intenzitasu, spin tiltott ((A,—'E) atmenet is, de
ez altalaban csak vallként jelenik meg valamelyik csucson.

Az el6zbekkel ellentétben a 4-es koordindcios szamu nikkel(ll)-komplexek
spektrumaban A = 900-500 nm hulldmhossz tartomdnyban mar nagyobb intenzitast
savokat (¢ ~ 100-1000 dm*mol *-cm™) talalhatunk. A diaméagneses, siknégyzetes
komplexek szintén 4-es koordinacios szamuak, amelyek fleg erés terti ligandumok
(pl. fehérjék amidnitrogénjei) kolcsonhatasa révén képzddnek. Ezeknek a
komplexeknek a nagy intenzitasu (¢ ~ 50-500 dm*mol -cm ™) elnyelési savja A =
400-550 nm hullamhossz tartomanyban jelenik meg, az oldatot gyakran sarga,
narancssarga vagy voroses szin jellemzi. Emellett 430 nm alatt talalhaté még egy
masodik, intenzivebb sav is, mely gyakran toltésatviteli eredetii.

Az Pb(ll)-komplexek oldatbeli szerkezetének UV-lathato spektrofotometriaval vald
meghatarozasat a 6s elektronok tavoli UV elnyelése és ennek a ligandum-

koordinalodasra vald érzéketlensége, a kadmium(I)ion esetén pedig a telitett
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vegyértékelektronhéj neheziti [127]. Azonban az irodalomban ismert az 6lom(II)
hidrolizisének ¢és kén-donoratomokkal rendelkez6 ligandumokkal alkotott
komplexeinek tanulmanyozasa a ligandum—fém toltésatviteli savjanak kovetésével
[128].

Tiolcsoportot tartalmazo ligandumok (példaul: Ac-Cys és Ac-Pen) o6lom(ID)-
komplexeinek UV-spektrumaban ~277-278 nm hullamhossz koriil jelenik meg az
abszorpcios maximum, a szabad ligandumokkal szemben, ahol ~235-238 nm
hullamhossznal széles vall van a spektrumban. Az Pb(Il)-Cys rendszernél 298 nm-
nél detektaltak az abszorpcios maximumot, mely a S~ 3p — Pb(Il) 6p ligandum-fém
toltésatviteli savhoz tartozik [129]. Az 6lom(II)-glutation rendszer esetében 334 nm
hulldamhossznal detektaltak abszorpcidés maximumot, mely a harom tiolatcsoport
koordinaciojahoz rendelhet6 [130].

Cisztein tartalmu vegyiiletek Cd(II)-komplexeinek UV spektrumaban az abszorpcios
maximum 231-232 nm hullamhosszisag koriil talalhato, melyhez a Cd—S™~ fém-
ligandum toltésatviteli savot rendelték hozza. 232 nm hulldmhosszon detektaltak a
TRIL16C ligandum harom kén koordinalt kadmium komplexét 22600 M ‘cm™
értéki extincios koefficienssel. Analog kisérletek a TRIL12C hasonlé eredményeket
produkaltak, ahol szintén harom kén donoratom koordinalédott a fémionhoz. Az
abszorpcios maximumot 231 nm hullimhosszon, 20600 M ‘cm™ extincios
koefficiens értékkel detektaltak [131].

A spektrumsorozatokat Perkin Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras
spektrofotométerrel 1,000 cm-es kiivettaban vettiik fel, dlom(I1)- és kadmium(II)iont
tartalmazo rendszerek valtozasanak vizsgalatahoz 200-400 nm kozotti, nikkel(IT)iont
tartalmazod rendszerek esetében pedig 200-900 nm kozotti  hullamhossz
tartomanyban. A mintdk koncentracidja 1-107* és 1-107° mol/dm? kozott véltozott, a
fémion-ligandum arany 2:1 és 1:3 kozott volt. A spektrumokat kiilonb6z6 pH-kon
detektaltuk, melyhez a 6.0234.110 Methrom kombinalt iivegelektroddal
Osszekapcsolt Methrom 827 pH lab hordozhaté pH-méré késziiléket hasznaltuk. A
pH allitasahoz KOH-, HCI- és TFA-oldatokat hasznaltunk.

Az olom(Il)-komplexek esetében nem tudtuk a pH-potenciometrias vizsgalatoknal

mar hasznalt Pb(NOj),-oldatokat hasznalni, ugyanis a fémoldatban 1évé NO;3 -ion
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abszorpcios elnyelése ugyanabban a hullamhossz tartomanyban van (~277-278 nm),
mint a tiolatcsoporté. Emiatt 6lom(l1)-nitrat oldat helyett a felhasznalt vegyszereknél
leirt modon  elkészitett  olom(ll)-trifluoracetait  oldatot  hasznaltunk a
spektrofotometrias mérések soran. A Cd(Il)- és Ni(I)-tartalmid rendszerek
vizsgalatahoz kb. 0,1 mol/dm® pontosan ismert koncentracioju CdSOg4- , NiSOy-,
illetve NiCl,-oldatot hasznaltunk.

A spektrumok kiértékelése a gyartd altal rendelkezésiinkre bocsajtott program, és az

MS Office Excel segitségével tortént.

3.5. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A CD spektroszkopia azon modszerek kéz¢ tartozik, mely a polarizalt fény és egy
optikailag aktiv anyag kolcsonhatdsdn alapulnak. A fehérjék (mint a legtobb, €16
szervezet altal szintetizalt molekula) optikailag aktivak, azaz az oldatukon
keresztiilbocsajtott polarizalt fény sikjat elforgatjak, vagy a sikban polaros fényt
elliptikussa teszik. Optikailag aktiv egy molekula, amely aszimmetrikus (mas néven
kiralis), vagyis masodrendii szimmetriaelemmel (tiikkorsikkal, inverzios centrummal,
tikrozéses forgatassal) nem rendelkezik, szerkezete nem esik egybe a sajat

titkorképével.

A fémkomplex optikai aktivitasa szarmazhat a komplex molekula vagy a ligandum
sajat asszimetrigjatol. Optikailag aktiv kozegben két cirkularisan polarizalt
fénysugar kiilonbozé mértékben nyeldédik el, igy azon athaladva amplitaddjuk is
kiilonbozni fog, amely elliptikus polarizaciohoz vezet. A mintan athaladé fény
elnyel6désére érvényes a Lambert-Beer torvény. Az optikailag aktiv mintara
jellemzd CD spektrumot megkaphatjuk a hullamhossz fiiggvényében abrazolt balra
€s jobbra cirkularisan polaros fény abszorpcids koefficiensek kiillonbségébdl (Ae =
Epa—€jobb). FONtos, hogy mind az optikai forgatoképesség, mind a cirkularis
dikroizmus fiigg a hullamhossztol. Az optikai forgatoképességi diszperziot és a
cirkularis dikroizmust egylittesen hivjuk Cotton-effektusnak.

A CD-spektroszkopiat széles korben hasznaljak a nikkel(ll)-peptidkomplexek

szerkezetének feltérképezésére [132]-[134]. Tripeptidek esetén, erésen koordinalédo
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oldallanc hianyaban nagy stabilitasu, [MH ,L] Osszetételtl, siknégyzetes komplexek
alakulnak ki az aminocsoport, két amidnitrogén és a karboxilatoxigén részvételével.
Abban az esetben, ha a tripeptidben tetszéleges helyzetben nemkoordinal6dod
oldallancok (—R) talalhatoak, akkor a komplex varhaté Cotton-effektusa[135] az
alabbi egyenlet alapjan szdmithato ki:

Ag/{(—y—z: Ag).LX—Gly—Gly+ Agfly—Y—Gly+ ASAGly—Gly—Z (7)

ahol Ay ~Y%: az X-Y-Z tripeptid [MH_,L] 6sszetételii komplexének egy adott (1)
hullamhosszon mért Cotton-effektusa. A komplexben kiilonb6z6 helyzetben 1évé
(Ry, Rz vagy R3), de azonos kémiai mindségli optikailag aktiv csoportok kiilonb6zo
nagysagu Cotton-effektust eredményeznek a kovetkezo sorrend szerint:

Agfly—X—Gly S Agfly—cly—x S Ag/{(—Gly—Gly ®)
Ez azzal magyardzhatdo, hogy a kozponti fémionhoz kapcsolodd kiilonbozo
donorcsoportok nem azonos hatasfokkal tovabbitjak a tripeptid —R oldallancai altal
hordozott kiralis informaciot a kromofor csoport, vagyis a fémion felé. Ez a hatas a
kisérleti tapasztalatok alapjan az aldbbi sorrendben csokken: N~ > COO™ > NH,.
Minél kozelebb van a kromofor csoporttol (kdzponti fémiontdl) a kiralitadscentrum,
annal intenzivebb effektust eredményez.
A ligandumaink nikkel(I1)-komplexeinek CD spektroszkopias szerkezetvizsgalatat a
Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszék JASCO-810 tipust késziilékén
végeztik. A mintdk fémion-ligandum aranya 2:1 és 1:5 kozott valtozott. A
spektrumokat szobahdmérsékleten, kiillonbozé pH-értékeken rogzitettiik, melyhez a
6.0234.110 Methrom kombinalt iivegelektroddal 6sszekapcsolt Methrom 827 pH lab
hordozhat6 pH-méré késziiléket hasznaltuk. A spektrumokat 220-800 nm
hullamhossztartomanyban 1,000 mm és 1,000 cm tthosszh kiivettakban rogzitettiik.
Az adatok kiértékelése a gyartd altal mellékelt szoftveren, illetve az MS Excel

program hasznalataval tortént.
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3.6. NMR spektroszkopia

A 'H NMR magmégneses magrezonancia spektroszkopiat egyrészrol alkalmazhatjuk
a ligandum tisztasagénak ¢€s szerkezetének azonositasara, masrészrol kovethetjiik a
pH fokozatos emelésével lejatszodo komplexképzodési folyamatokat Pb(l1)-, Cd(I1)-
vagy Ni(ll)-iont tartalmazo oldatokban, azonosithatjuk a keletkez6 komplexek
szerkezetét, meghatdrozhatjuk a koordinacidban résztvevd funkcids csoportokat.
Ezekre utalhat a jelek kémiai eltolodasa, szélesedése, illetve multiplicitasanak
valtozasa. Az dlom(Il)ion és kadmium(Il)ion esetében a részecskék ligandumcsere
sebessége az NMR skalan nézve gyors, a jelek ellaposodnak.

Az 'H NMR spektrumokban a jelhozzarendelést 2D NMR spektroszkopiai
mérésekkel kiegészitve tudtuk elvégezni. Az 'H COSY NMR egy homonukleéris 2D
technika, mely a skalarisan csatolt protonok k6zotti korrelaciot mutatja. Tobbnyire a
geminalis ({Ju) és vicinalis (3Jun) csatolasok lathatoak [136].

Az 'H-C HSQC spektroszkopia a kiilonbozo, skaldrisan csatolt magok kozotti
korrelaciot mutatja. A kétdimenzids spektrum keresztcsicsa az egyik dimenzidban
az 'H kémiai eltolodasa, a masik dimenzidban a protonhoz kapcsolodd *C mag
kozotti korrelacio. Ebben az esetben egykotéses korrelaciot detektalhatunk [137].

Az NMR-méréseket a Bruker AM 360 MHz FT-NMR, illetve a Bruker Avance
DRX 400 MHz FT-NMR késziiléken végeztiik, a kiértékeléshez a TopSpin 3.5 és a
MestReNova 9.0 szoftvereket hasznaltuk.

A mintak oldoszereként az Eurisotop altal forgalmazott, 99,8% izotoptisztasagu D,0O
szolgalt. A ligandumok koncentracioja 0,005 mol/dm?®, a fémion-ligandum arany 0:1
és 2:1 kozott valtozott, melyeket D,O-ban oldott Pb(NO3),, Cd(NO3), és Ni(NO3),
hozzaadasaval értiink el, belsé standardként trimetil-szilil-propansav (TSP) natrium
sojat hasznaltunk. A spektrumokat kiilonb6z6 pH-kon vettiik fel. A pH beallitasahoz
NaOD- és DNOs-oldatokat hasznaltunk, a pH mérését a 6.0234.110 Methrom
kombinalt tivegelektroddal 6sszekapcsolt Methrom 827 pH lab hordozhaté pH-mér6
vizben oldott kalium-hidrogén-ftalat pufferoldatra kalibraltuk. A D,O-oldatban mért
pH* értékeket az alabbi egyenletet felhasznalva konvertaltuk at pH értékekké [138]:
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pH = pH* - 0,930 + 0,40 9)

3.7. Tomegspektrometria (ESI-TOF-MS)

Az eléallitott ligandumok egységességét HPLC technikaval ellendrizni tudtuk, mig a
ligandumok Gsszetételének azonositasara, illetve a kétmagvi komplexek 1étezésének
bizonyitasara ESI-MS és ESI-MS/MS technikat alkalmaztunk. A mintak oldasahoz
haromszor ioncserélt vizet hasznaltunk. A vizsgalat gazfazisban tortént, melyhez a
gaz hallmazallapotot elporlasztasos ionizacioval értikk el. Mivel a képzddo
részecskék lagy ionizacion mentek keresztiil, a fragmentacio csekély mértékii volt,
ezaltal a komplex molekulatomegének ismeretében hozzarendelhetoek a direkt jelek.
A jelek asszignacioja a spektrumok tomeg/toltés (m/z) értéke és a jellemzd

izotopeloszlés alapjan tortént.

A méréseket Dr. Csire Gizella végezte maXis Il MicroTOF-Q tipusa Qq-TOF MS
késziiléket (Bruker Daltonik, Bréma, Németorszag) hasznalva ESI ionforras mellett.
A minta aramlasi sebessége 3 pl/perc volt, melyet fecskenddpumpa (ColeParmer
Ins. Co., Vernon Hills, IL, USA) segitségével biztositottak. A spray fesziiltsége 4
KV, a szarito gaz (N,) homérséklete 200 °C, az aramlasi sebessége pedig 4 1/min
volt. Az MS/MS mérések esetén litkdzési gazként is nitrogént hasznaltunk. Az
{itkdzési celldban 1,2:10° mbar nyomast alkalmaztunk. A ligandumok
tomegspektrumait pozitiv médban, a negativ toltésii komplexek tomegspektrumait
pedig negativ modban rogzitettiik.

fémkomplexek esetében a fémion-ligandum arany 2:1 volt. A kivant pH-értéket 0,2

mol/dm® KOH oldattal allitottuk be, a fémkomplexek vizsgalatahoz hasznalt fémion

srer
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Aszparaginsavat tartalmazé peptidek 6lom(Il)komplexei

Ahhoz, hogy megallapithassuk a ligandumban 1év6 karboxilatcsoportok szamanak és
az 6lom(Il)ionnal kialakitott komplexek stabilitasanak Osszefiiggését, 6sszesen négy
kiilonb6z6 ligandumot vizsgaltunk pH-potenciometrias modszerrel. A vizsgalt négy
ligandumban (GlyAsp, AspAsp, AspAspAsp és AspAspAspAsp) rendre harom,
négy, Ot és hat deprotonalodasra képes csoport van, melyek koziil minden esetben az
egyik az N-termindlis ammoéniumcsoport, a tdbbi disszociabilis proton az
aszparaginsavak karboxilcsoportjaibdl szarmazik, melyeknek makroszkopikus
allandoit az 3. tablazatban tiintettem fel. Ezek jol egyeznek a mar korabban kozolt
irodalmi értékekkel [87].

3. tablazat: A vizsgadlt, aszparaginsav tartalmu ligandumok deprotonalodasi (pK)
dllandéi (T = 298 K, I = 0,20 mol/dm> KNOs).

GlyAsp AspAsp AsSpAspAsp  AspAsSpAspAsp
pK(COOH), 2,72(8) 2,76(2) 2,45(2) 2,40 [87]
pK(COOH), 4,22(4) 3,46(1) 3,24(1) 2,94(1)
pK(COOH); 4,47(1) 3,96(1) 3,66(1)
pK(COOH), 4,83(1) 4,30(2)
pK(COOH)s 5,03(2)
pK(NHY) 8,36(1) 8,16(1) 8,12(3) 8,3(1)

A legnagyobb pK érték minden esetben az ammoniumcsoporthoz rendelhetd. A

szabad ligandumok és az Pb(II)-AspAsp rendszer titralasi gorbéit a 11. abra

=

Pb(1)):
Pb(ll):L=1:3
=15
M ivalens
2 ; 1'1 5 6

Ligekvivalens
11. abra: A ligandumok titralasi gorbéi (bal) és az Pb(ll)-AspAsp rendszer
titralasi gorbéi (jobb).

szemlélteti. Lathatd, hogy a peptidekben 1évé aszparaginsavak karboxilcsoportjainak

42



Szunyog Gyorgyi - egyetemi doktori (PhD) értekezés

deprotondlodasi folyamatai atfedd folyamatként zajlanak le, igy a pK értékek nem
rendelhetdek az egyes karboxilatcsoportokhoz.

Az olom(Il)iont és aszparaginsav-tartalmu peptidet tartalmazé rendszerek pH-
potenciometrias vizsgalatait az alabbi aranyoknal végeztiik el: Pb(Il):GlyAsp = 1:3,
1:2 és 1:1, Pb(Il):AspAsp = 1:5, 1:3 és 1:1, Pb(Il):AspAspAsp = 1:4, 1:2,5 és 1:1,
Pb(I1):AspAspAspAsp = 1:3 és 1:1. Mind a négy vizsgalt peptid esetében az 1:1 és
1:2 fémion-ligandum &sszetételi oldatokban ~7,0-8,0 pH koriil csapadék valt le, 1:3
aranynal ~ 9,0-11,0 pH koril alakult ki csapadék, nagyobb ligandumfelesleg
alkalmazasa esetén csapadéklevalas nem tortént. A peptidek 6lom(Il)ionnal alkotott

komplexeire jellemz6 allandok a 4. tablazatban talalhatoak.

4. tdblazat: A ligandumok oSlom(1l)komplexeinek stabilitdsi dallandoi (Igfpqy) és
lépesézetes deprotondlodasi (pK) alland6i (T = 298 K, I = 0,20 mol/dm® KNOs).

GlyAsp AspAsp AspAspAsp  AspAspAspAsp

HL 8,36 8,16 8,12 8,15
PbH,L 19,65(5) 21,58(5)
PbH,L 15,07(3) 16,19(3) 17,71(6)
PbHL 10,45(7) 11,11(3) 12,07(2) 13,55(5)
PbL 3,6(1) 4,63(4) 5,00(3) 6,27(9)
PbH_,L ~3,58(5) ~2,65(4) 3,12(4) ~2,4(1)
PbH ,L ~1363(6)  -12,7(2) ~13,32(5)
pK(PbH,L/PbH,L) 3,46 3,87
pK(PbH,L/PbHL) 3,96 4,12 4,16
pK(PbHL/PbL) 6,85 6,48 7,07 7,28
pK(PbL/PbH.L) 7,18 7,28 8,12 8,67
pK(PbH,L/PbH,L) 10,05 10,05 10,20
1gA(PbHL)-pKamino 2,09 2,95 3,95 5,25
1gBA(PbL)-pKamino 4,76 3,53 3,12 1,88

Mind a négy ligandum esetében megallapithatjuk, hogy csak 1:1 0Osszetételi
mononuklearis  komplexek jelennek meg, biszkomplexeket még nagy

ligandumfelesleget tartalmazo oldatban sem tudtunk kimutatni.
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Ligandumfelesleget tartalmazo rendszerek esetében vegyes hidroxidokomplexek

keletkezése is feltételezhetd (12. abra).

1,00 4 [PbH_,L]+ 1,00 -
5 = [PbH_ L],
5 PbH_,L]3- =2 ’
&,0.80 1 Ph(1l) PRLETY Bomo - .
e | SN e Pb(ll) [PBLF-
260 0 [PbL]2-/ % o S S
g ) \ . ! \\'l g 0,60 [PbH,L] / \ ll
\ ) / \‘l ,( / /
0,40 {[PbH;L] , I\ ! \ 040 4y \ ¢ / A\
RN NS I Y AN VAN PR S
0,20 - N R N AR 020 / £ of /0 \
ll)\\ A i N VR i ? 2" N
0,00 N v . 0,00 £ —l o’ ;
3,00 5,00 7,00 9,00 PH 11,00 3,00 5,00 7,00 9,00 pH
12. dbra: Az Pb(l1):AspAspAsp = 1:4 (bal) és az Pb(ll):AspAspAspAsp = 1:3 (jobb)
rendszerek részecskeeloszlasi diagramja (cL=1,4-107> M).

Az AspAspAspAsp esetében az PbH3L részecske pH~3,0 koriil jelentds
mennyiségben van jelen. Az PbHsL = PbH,L + H (pK(PbHsL/PbH,L)) és a PbH,L
= PbHL + H (pK(PbH,L/PbHL)) folyamat megfelel a komplexben kotott
ligandumok karboxilcsoportja disszociacios allandéinak. Ezekben a komplexekben,
mint horgonydonor, egy vagy tobb karboxilat oxigén koordinalodik az Pb(II)-
ionhoz, és a terminalis aminocsoport protonalt marad a protonalt részecskékben.
Azonban a PbHL = PbL + H folyamat disszociacios allandoja (pK(PbHL/PbL))
minden esetben kisebb, mint a terminalis aminocsoport pK értéke. Ez azt jelenti,

hogy az PbL komplexben a terminalis aminocsoport részt vesz az Pb(Il)-ion

1 - o r 7
S - megkotésében. A pK(NHF) =
(%) \
081 AspAspAspAsp lgB(HL) és a pK(PbHL/PbL)
\
06 - \ értekek kozotti kiilonbség 1,0-1,7
h \
\ kozott van, ami utalhat az
04 -
AN aminocsoport jelentds mértéki
02 | ~ AspAspAspAsp
' TR L AL R LI TR kdlcsonhatasara vagy a negativ
______ AspAsp  ~_ _ GlyAsp
0 Fote=— s SSSwCSs toltés  csokkenésére is. A
2 3 4 5 6 pH 7| )
13. 4bra: Az Pb(ll) megoszldsa a Asp- kolcsonhatas erdssége csokken a
tartalmi peptidek kozétt (ci=c,=ci3=cu=cw | karboxilatcsoportok szamanak
=110 M). o as
0" M) novelésével (az AspAsp;

AspAspAsp és AspAspAspAsp sorrendben), melynek oka valdsziniileg a sztérikus
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hatas. A karboxilatcsoportok Pb(I)-ionhoz valdé koordindcidjat korabban mar
igazoltak a szilard Pb(HASp)(NO;)- és Pb(Asp)-komplexek rontgendiffrakcios
vizsgalataval is [139].

A 2. tablazat adataibdl, illetve a 13. abran jol latszik, hogy a komplexek stabilitasa
hatarozottan n6 a S-karboxilat csoportok szamanak ndvelésével, €s nem befolyasolja

a ligandum mérete, illetve annak megnovekedett negativ toltése.

Ezen ligandumok komplexképzodését mar vizsgaltak kutatocsoportunkban mas
fémionokkal is, melyek a 14. abran lathatoak. Altalanossagban elmondhaté, hogy
az oldallancok karboxilatcsoportjai hatassal vannak a komplexképzédésre. Am ez a

hatas fiigg ezeknek az oldallancoknak a helyzetétdl és szamatol is.

1
[y

I_qumina
W N

IgB'(ML)
S

Fe(ll) Co(ll) zn(N) cd(u) Pb(l) Ni(ll) Cu(l)

14. abra: Az AspAsp, AspAspAsp és AspAspAspAsp peptidek ML komplexeinek
stabilitasa (M = Fe(ll) [87], Co(ll) [87], Zn(Il) [87], Cd(lI) [87], Pb(ll), Ni(ll) [57] és
Cu(ll) [240].

Az aszparaginsav f-karboxilat csoportjainak hatasa egyértelmii, azok kozvetleniil
kotddnek a fémionhoz, mely a komplexek megnovekedett stabilitasat eredményezi.
Az irodalmi adatokbol gy tinik, hogy a y-karboxilat csoportnak nincs hatasa a
komplex kialakulasanak folyamatara, a részecskék Osszetétele €s a stabilitasa ugyan
az, mint a Gly, peptidben.

Az ébra jol tiikrozi, hogy ezen peptidekkel a legnagyobb stabilitdsu komplexeket a
Cu(Il) és Ni(I) képzi. Az Pb(ll)-, a Zn(l1)-, illetve a Co(ll)-ionok kozel azonos

stabilitassal alakitanak ki komplexeket, mig a vizsgalt fémionok kozil a Cd(Il)-
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ionnal alakulnak ki a legkisebb stabilitasii komplexek. Ezek alapjan az alabbi

stabilitasi sorrendet lehet felirni: Cu(Il) > Ni(Il) > Pb(Il) ~ Zn(II) ~ Co(II) > Cd(I).

4.2. N-terminalisan védett egy, illetve két ciszteint tartalmazo peptidek

Ahhoz, hogy megérthessiik a nagyobb tagszamu, két ciszteint tartalmazo peptidek
fémkomplexeiben a tiolatcsoportok szerepét, eldszor kisebb tagszamu egy-, illetve
két ciszteint tartalmazé peptidek vizsgalatira volt sziikség. Igy kiilonbozd
fémionokkal (Pb(II), Cd(II), Ni(Il), Zn(II)) megvizsgaltunk 6t-6t olyan egy, illetve
két ciszteint tartalmazd peptidet, melyek N-terminalis vége acetilcsoporttal védett,
igy csak a tiolatcsoport, illetve az egyéb koordinalodéasra képes donorcsoportok
részvétele befolyasolja a kialakuld komplexek Osszetételét, és a keletkezett
komplexek koordinacios modjat.

Az egy és két ciszteint tartalmazd peptidek protonalddasi és deprotonalodasi

allandoit az 5. és 6. tabldzat tartalmazza.

5. tablazat: Az egy ciszteint tartalmazo ligandumok protondlodasi (Igfh) és
deprotonalodasi (pK) dllandoi (T = 298 K, 1 = 0,20 M KNO3).
Ac-AAAC  Ac-SAAC Ac-CGAK Ac-CGAH Ac-CGAD

195, 8,64(1) 8,79(2) 10,38(1) 8,40(2) 8,61(5)
g8, 18,65(1)  14,92(2)  13,09(7)
Ky 8,64 8,79 8,27 6,52 4,48
K, 10,38 8,40 8,61

6. tablazat: A két ciszteint tartalmazo ligandumok protondlodasi (Igh) és
deprotonalodasi (pK) dllandoi (T =298 K, 1 = 0,20 M KNO3).
Ac-SCCS  Ac-CSC  Ac-CGSC  Ac-CSSC  Ac-CSSACS

lgB: 8,98(1) 9,16(3) 8,98(1) 9,34(1) 8,82(1)
98, 17,11(1)  17,27(5)  17,00(1)  17,64(1) 16,91(1)
Ky 8,13 8,11 8,12 8,30 8,09
K, 8,98 9,16 8,98 9,34 8,82

Az egy ciszteint tartalmaz6 N-terminalison védett tetrapeptidek koziil kettd, az Ac-
AAAC-NH, és az Ac-SAAC-NH, csak egy donorcsoportot, a tiolatcsoportot
tartalmazza. Az Ac-CGAK-NH, ligandumban a tiolatcsoport mellett a lizin

aminocsoportja, az Ac-CGAH-NH, tetrapeptidben a hisztidin imidazolcsoportja, az
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Ac-CGAD-NH,-ben az aszparaginsav  karboxilatcsoportja is  potencialis
tetrapeptidben (8,27 és 8,79 kozotti), és ezek koziil a legnagyobb értékek a csak
tiolcsoportot tartalmazo peptideket jellemzik.

A két ciszteint tartalmazo N-terminalisan védett tri-, tetra- és hexapeptidekben a
tiolatcsoporton kiviil mas koordinaciora képes csoport nem talalhato, a kiilonbség a
peptidekben a ciszteinek egymashoz viszonyitott pozicioja. A pK; értékeik ~8,1-8,3
koriiliek, pK, értékeik pedig egy lg egységgel nagyobbak (9,0-9,3), igy a két

tiolcsoport deprotonaldodasa minden esetben atfedo 1épésben zajlik.

4.2.1 Az 6lom(IDkomplexek

Az egy ciszteint tartalmazo tetrapeptidekbdl kett6 esetében (Ac-AAAC-NH, és Ac-
SAAC-NH,) a pH-potenciometrias mérések soran a ligandumfelesleget tartalmazo
oldatokban ~7,0-es pH koriil csapadék valt le, (ami feltehet6leg semleges toltésii
vegyes hidroxidokomplex), igy 1:1 fémion-ligandum aranyu oldattal vizsgalat nem
tortént. Az Ac-CGAH-NH, és az Ac-CGAK-NH; peptidek esetén 1:2 és 1:1 fémion-
ligandum aranyt oldatok pH-potenciometrias vizsgalatat is elvégeztiik, mely soran
csak ekvimolaris oldatban valt le csapadék (pH ~7,6-on és pH ~8,5-6n). A
keletkezett komplexek Osszetételét és azok stabilitasi allandoit a 7. tablazatban
tiintettem fel.

7. tabldzat: A ligandumok élom(I1)komplexeinek stabilitasi allandoi (T =298 K, | =
0,20 M KNO3).

lgp Ac-AAAC Ac-SAAC Ac-CGAK Ac-CGAH
[PbH,L,]* 31,48(5)
[PbHL,]" 22,2(1)
[PbL] 12,0008)  11,41(5)
[PbHL]* 15,46(12)  12,46(6)
[PbL]" 6,2(1) 6,4(1) 6,14(5)

Az egy ciszteint tartalmazé ligandumok, az egyéb donorcsoportok ellenére is csak a
tiolatcsoporton keresztiil koordinaléodnak az o6lom(I)ionhoz, amelyet a vizsgalt

peptideknél az alabbi eredmények igazolnak.
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Osszevetve az Ac-AAAC-NH, és az Ac-CGAH-NH, [PbL] komplexének stabilitasi
allandgjat, az értékek kozel megegyeznek, ami igazolja a fenti megallapitast. Az Ac-
CGAH-NH, [PbHL]** komplexének deprotonaldodasara jellemzd pK értéke  (lgf
(PbHL)-lgp(PbL)) a szabad ligandum hisztidin imidazolnitrogénjének pK értékéhez
kozeli érték (12,46-6,14 = 6,32 (pKyis = 6,52)), azaz az [PbL]" komplexben sem
feltételezhetd az imidazolcsoport kotédése. A biszkomplexek esetén két ligandum
koordinalddik a fémionhoz a tiolatcsoportjan keresztiil.

Ennek igazolasara felvettiik az Pb(IT):Ac-CGAH-NH, 1:2 aranyu rendszer pH-fiiggé
'H NMR spektrumat,

melybdl latszik, hogy az | == Nim
2

azonos pH-kon felvett szabad J l J

ligandum és az Pb(Il)-iont is | MU_ULLJLJL

tartalmazo rendszer

spektrumaiban a hisztidin

imidazol nitrogénjeihez rl l M .

tartozd jelek gyakorlatilag

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
nem tolédnak el, am a f1 (ppm)

15. dbra: Az Ac-CGAH-NH, ligandum (1.) és az
Pb(l1)-Ac-CGAH-NH, 1:2 rendszer (2.) 'H NMR
drasztikus valtozas figyelhetd | spektruma (pH = 9,6).

cisztein metiléncsoportjaban

meg. A 15. abran bemutatott spektrumokbdl lathatd, hogy 9,6-0s pH-n a szabad
ligandum cisztein -CH, csoportjanak jele 2,86 ppm kémiai eltolodasnal, az [PbL,]
komplexben ugyanez a jel 3,57 ppm kémiai eltolodasnal talalhatd, ami bizonyitja,
hogy a donorcsoport nemcsak deprotonalodik a pH novelésével, hanem
koordinalodik is.

Az Ac-CGAK-NH, [PbH,L,]** komplexében a fémionhoz két tetrapeptid
koordinalodik a tiolatcsoportokon keresztiil, €s mindkét lizin aminocsoportja
protonalt forméban van. Az [PbHL,]" és a [PbL,] komplex képzédése soran (16.
abra) a két lizin oldallanc 1épcsbzetes deprotonalodasa jatszodik le (lgf PbH,L,—
PbHL, = 9,48 ¢és lgp PbHL,—lgs PbL, = 10,2). Kozel azonos értéket kapunk a lizin
pK értékéhez, ami alatdmasztja a lizin ammoniumcsoportjanak deprotondlodasat, és

azt, hogy a deprotonalt lizin aminocsoportja nem vesz részt a fémion megkotésében.
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1 -
1 Ac-CGAK-NH, S|P
Z08 [PbH,L,]%
- e
Pb(I1):L=1:2 2os
o \
s {PbHL,J*
T Pb(II):L=1:1 0,4 -
0,2 4 N fesss,
lugekvivalens 0 e Nt
-1 0 1 2 3 4 4 5 6 7 8 9 PH 10
16. abra: Az Pb(ll) : Ac-CGAK-NH, rendszer titralasi gérbéje (bal, c,=1,0 mM) és a
Pb(ll):L = 1:2 részecskeeloszlasi diagramja (jobb, ¢,=0,1 mM).

Az Ac-CGAK-NH, és az Ac-CGAH-NH,; [PbL,] komplexeinek stabilitasi allandoi
kozel azonosak, ami alatamasztja, hogy az Pb(lIl)-ionhoz mindkét ligandum csak a
tiolatcsoportokon keresztiil koordinalodik.

A komplexekben részt vevd tiolatcsoportok szamanak igazolasahoz felvettiik a
ligandumok kiilonb6z6 6sszetételi olom(ll)komplexeinek UV  spektrumait (8.
tablazat), melyet kiegészitettiink az Ac-CGAD-NH, ligandum
6lom(Il)komplexeinek adataival. A vizsgalt rendszerek koncentracidja a tizede volt
a pH-potenciometria soran alkalmazott koncentracioval, igy csapadékképzddést a
vizsgalt pH-tartomanyokban nem tapasztaltunk.

8. tablazat: Az olom(ll)-ligandum 1:3 aranyu rendszerek spektralis adatai a
koordinacioban részt vevd tioldtcsoportok szamanak fiiggvényében (T=298 K).

Ac-SAAC- Ac-CGAK- Ac-CGAH- | Ac-CGAD-
koordi NH, NH, NH, NH,

pH -nalt S € € € €
tartomany széma A M Iy M A M- Iy M

nm ] nm 1 nm 1 nm 1

cm cm cm cm

~4,8-6,2 1S 273 2000 | 276 1200 | 271 3500 | 274 1650
~6,3-7,4 2S 314 1800 309 2700 | 308 1000
~7,5-110 | 3S 333 2000 | 335 1200 | 334 1900

Osszehasonlitasképpen felvettik az Acetil-cisztein (Ac-Cys) és az Acetil-
penicillamin (Ac-Pen) 1:2 és 1:1 fémion-ligandum aranyu rendszerek pH-fiiggé UV
spektrumsorozatait (9. tdbldzar) [141]. A kapott eredmények alapjan
megallapithattuk, hogy ezen ligandumok monokomplexeihez rendelhet6 abszorpcios

maximumok 276 és 277 nm, a biszkomplexeihez rendelhetd abszorpcids
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maximumok pedig 309 és 311 nm hullamhossznal jelentkeznek. A harom tiolatkén
koordinacidjara az irodalomban talalhatd Osszehasonlitdo adat, a glutation [PbL;]
komplexéhez egy 334 nm-nél megjelelend abszorpcidos maximum rendelheté [142]
(9. tdbldzat).

9. tablazat: A ligandumok 6lom(ID)komplexeihez rendelheté abszorpcios maximumok
hullamhossza és molaris abszorpcios koefficiens értéke.

Ac-Cys Ac-Pen Glutation [142]
komplexek
Osszetétele M £ A & M £
(nm)  M'em™®) | (om) (M'em™) | (hm)  (Mem™)
[PbL] 276 2400 277 2800
[PbHxL,] | 309 2600 313 2200
[PbLs] 334 3500

Ezekbdl az adatokbol latszik, hogy a koordinalodott tiolatcsoportok szdmanak
novekedése a nagyobb hullamhossz iranyaba tolja el az UV spektrumok abszorpcios
maximumat.

Bar a pH-potenciometrids vizsgalatok alapjan az Ac-SAAC-NH, peptiddel csak
monokomplexek képzddését feltételeztiik, a spektralis valtozasok (vagyis, hogy az
abszorpcids maximum folyamatosan eltolodik a nagyobb hullamhossz iranyaba) arra
utalnak, hogy az Pb(ll)-ion koordinacids szférajaban egynél tobb kén donoratom van
jelen. Ez azt jelentheti, hogy pH > 6,0 felett [PbL]x (x >1) polimerszerkezetii
komplexek képzddnek a tiolatcsoportokon keresztiil, vagy nagyobb pH-n (igen hig
oldatban) bisz- és triszkomplexek is megjelennek.

Az el6z6ekhez hasonléan az Ac-CGAK-NH, és Ac-CGAH-NH, ligandumok
esetében is kialakulhat a bisz-, illetve triszkomplex is, vagyis kot6dhet ketto,
valamint harom ligandum a fémionhoz tiolatcsoportjaikon keresztiil. Ezeket a
részecskéket pH-potenciometrias vizsgalatokkal meghatarozni nem tudtuk, mivel a
komplexképzédés pH-tartomanyaban mar a tiolcsoportok deprotonalt forméaban
vannak jelen. Am az UV-spektrumsorozatok 309, illetve 334 nm hullamhosszon
megjelend abszorpciés maximumai egyértelmiien a kettd, valamint harom kén
donoratom koodinécidjat tamasztjak ala.

Az Ac-SAAC-NH; és Ac-CGAD-NH, komplexeiben 1év6 két kén donoratom

koordinacioju komplexekre kapott spektralis adatok Osszhangban vannak a masik
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két ligandum adataival, minden esetben ~310 nm hullamhossz korill van az

abszorpcids maximum a spektrumokban.

Az N-terminalisan védett, két ciszteint tartalmazo peptidek esetén az alabbi fémion-
ligandum aranya rendszerekkel végeztink pH-potenciometrids méréseket:
Pb(11):Ac-SCCS-NH, = 1:2 és 1:1, Pb(Il):Ac-CSC-NH, = 1:5 és 1:1, Pb(Il):Ac-
CGSC-NH; = 1:2 és 1:1, Pb(II): Ac-CSSC-NH, = 1:3, 1:2 és 1:1, valamint Pb(II):Ac-
CSSACS-NH, = 1:3 és 1:1. Ezek kozill az Ac-CSC-NH, és az Ac-CGSC-NH,
peptidek o6lom(IT)-rendszerének pH-potenciometrias vizsgalatai soran még a
ligandumfelesleget tartalmazo oldatokban is tortént csapadéklevalas pH ~7,0 koriil.
Mivel ezen két rendszer esetén még az UV spektroszkopia vizsgalatok soran
hasznalt hig oldatokban is kialakult csapadék, ezért UV spektroszkopias
vizsgalatokat nem végeztik el. Az Ac-SCCS-NH, esetében csak 1:1 fémion-
ligandum aranyu oldatban (pH ~ 8,0-on) valt le csapadék, am az Ac-CSSC-NH, és
az Ac-CSSACS-NH; peptidek esetében még ekvimolaris oldatban sem képzodott
csapadék a vizsgalt pH-tartomanyban (pH ~ 3,6 - 11,0). A pH-potenciometrias
adatok kiértékelése soran kapott stabilitasi allandokat a 10. tdbldzatban tintettem
fel:

10. tabldazat: A ligandumok olom(l1)komplexeinek stabilitasi allandoi (T = 298 K, |
= 0,2 M KNO3).

Ac- Ac-
Igp Ac-SCCS-  Ac-CSC- cGsc.  ACCSSC- oonrg
NH, NH, NH, NH, NH,
[PbL,]* 15,5(2)
[PbL] 10,86(4) 13,73(2) 11,32(2) 11,72(3) 10,81(5)
[PbH_; L] 0,6(2) 1,03(5) —0,4(1)

A két ciszteint tartalmazd N-terminalisan védett peptidek koziil mindegyik képez
6lom(Il)ionnal [PbL] komplexet, melyek stabilitasi allandoi a 10,81-es és 13,67-es
értékek kozott valtozoak, egyértelmi trendet nem lehet felirni. Ekkor a ligandum két
tiolatcsoporton keresztiil koordinalja a fémiont. A koordinaciés modok igazolasara
felvettik a rendszerek pH-fiiggé UV spektrumjait. Leolvastuk az abszorpcios
maximumokhoz tartozé hullamhossz és molaris abszorpcids koefficiens értékeket, és

ezeket az adatokat a 11. tabldzatban tintettem fel.
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Az PbL komplex esetében nem zarhatjuk ki a polimerszerkezetii komplex
kialakulasat sem, vagyis az PbyLyx sztochiometriat, ahol X > 1. Ezt a fotometrias
vizsgalatok eredményei egyértelmiien alatamasztjak, mivel azt tiikrozik, hogy az

Pb(11)-ion ketténél tobb kén donoratomhoz kétédik.

11. tablazat: Az olom(I)-ligandumok 1:3 aranyu pH-fiiggd spektrumainak spektralis

adatai (T=298 K).

Ac-
koordinalt AC"S’SCS' AC'I\?SSC' CSSACS-
kén pH- 2 pH- 2 NH,
donoratom | tartomany € tartomany € €

. A ‘1 A A =t
szama M M M
nm 1 nm -1 | nm 1
cm cm cm
2S 10,0-11,0 | 311 3600 | 4,0-5,5 318 3000 | 318 800
3S 4,6-9,5 338 5700 |5,5-11,0 |331 2000 335 1100

Az Ac-SCCS-NH, peptid [PbL] komplexének abszorpcids maximuma 338 nm
hullamhosszra tehet6 (17. abra), mely a harom kén donoratom koordinacidjara utal,

vagyis ez a polimer szerkezetii komplexek képzddését is alatamasztja.

0,5 4
A g
04 - g
£
03 - S
s0,
0,2 4
0,1 4
0 T T 1
250 300 350 A (nm) 400
17. abra: Az Pb(ll):Ac-SCCS-NH, (L) = 1:3 rendszer pH-figgé UV
spektrumsorozata (bal) és a részecskeeloszlasi diagramja (jobb), rajta a 338 nm-
en detektalt abszorpcids maximumok molaris abszorpcids koefficiens értékei a
pH fliggvényében (pontok) (cL=1,2-10 M).

A 9,0-es pH-n felvett 1:3 fémion-ligandum aranyt UV spektrumban, ahol a
részecskeeloszlasi diagram alapjan az [PbL] és az [PbL,]* komplexek 50-50%-ban
vannak jelen (17. abra), még a harom kén koordinacidjara jellemz6é abszorpcios
maximum jelenik meg. Az utobbi esetben az [PbL,]* biszkomplex kialakul4saval az
egyik ligandum két foggal, mig a masik ligandum csak az egyik tiolatcsoporttal

koordinalodik a fémionhoz.
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Az ekvimolaris oldatban és a ligandumfelesleget tartalmazo rendszer 11,0-es pH-n
felvett spektrumaban, ahol az [PbH ;L] részecske az uralkodo, eltolodik 311 nm
hullamhosszra az abszorpcidos maximum, azaz két kén donoratom van jelen a
koordinacios szféraban, ami a vegyes hidroxidokomplex képzddésére utal.

Az Ac-CSSC-NH; ¢és az Ac-CSSACS-NH, peptidek Pb(Il)-ionnal alkotott 1:1
aranyu rendszereinek spektrumaban az abszorpcidés maximum 318 nm-nél jelenik
meg, az 1:3 aranyd rendszerben ez a csucs eltolodik 8,0-as pH felett 331 és 335 nm-
re. Mivel mindkét aranynal csak 1:1 Osszetételit mononuklearis komplexeket irtunk
le, ezért mig az els® esetben két, addig a masodik esetben harom cisztein
koordinalodik a fémionhoz, ami szintén a polimerszerkezetii komplexek kialakulasat
feltételezi mindkét ligandum esetén, melynek Osszetétele [PbyLx], ahol x=>2.

Az eddigi eredmények alapjan megallapithato, hogy a kis tagszamii N-terminalisan
védett egy, illetve két ciszteint tartalmazo peptidek a legtobb esetben polimer
szerkezetli komplexeket is képeznek az oOlom(IT)ionnal savas pH-tartomanyban.
Emellett hig oldatban lagos pH-tartomanyban bisz- vagy triszkomplexek is
megjelenhetnek, de ezek stabilitaisa a pH-potenciometridss mérésekbdl nem
hatarozhatd meg. A polimer szerkezetii komplexek kialakuldsa tobb esetben
csapadék kivalasat eredményezi, mely magyarazhato azzal, hogy az Pb(ll)-ion nagy

affinitassal 1ép kolcsonhatdsba a kén donoratommal, illetve a tiolatcsoport hajlamos

kénhidas szerkezetet SM

kialakitani. Mivel ezek a 19

vizsgalt peptidek kis 8

tagszamuak, méretik nem ; il m il il

akadalyozza a polimer 5

szerkezet  kialakuldsat —az cg;\" ‘?Q'o ev‘-l‘ &7‘3‘ f_,é‘? S';"‘,g 6?95"
dlom(INion koriil. L AR R v"’é

A ligandumok | 18, 4bra: A peptidek pM értékei (c,=1,0 - 107
fémionmegkoté képességének | M, cep=1,0- 10 M).

osszehasonlitasara kiszamoltuk a pM értékeket (pH=7,4, c¢,=1-10"° mol/dm?,
cv=1-10"° mol/dm®) (18. abra). Azon peptidek esetében, ahol mar 7,4-es pH alatt

csapadék valt ki a titralas soran, nem adhat6é meg ez az érték.
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Az oszlopdiagrambol egyrészt lathatdo, hogy mig az egy ciszteint tartalmazo
ligandumok pM értéke minden esetben csupan ~6,5 koriil van, addig a két ciszteint
tartalmazo peptidek esetén ez az érték ~9,5 koriili. Ez jelentds fémmegkotésbeli

kiilonbséget jelent az egy- €s két ciszteint tartalmazo ligandumok kozott.

4.2.2. A kadmium(ll)komplexek

Az Cd(Il)-ligandum rendszerek pH-potenciometrias vizsgalatait mindharom peptid
(Ac-AAAC-NH,, Ac-SAAC-NH; és Ac-CSSACS-NH,) esetében 1:2 és 1:1 fémion-
ligandum aranyu oldattal végeztiik el. A vizsgalatok soran a Cd(II):Ac-AAAC-NH,
= 1:2 és 1:1 rendszerek esetén is csapadék valt le 6,0-os pH felett. A Cd(ll):Ac-
SAAC-NH; rendszer esetén csak ekvimolaris oldatban képz6dott csapadék (pH >
9,0 felett). A Cd(I):Ac-CSSACS-NH, = 1:2 és 1:1 aranyu rendszerek vizsgalata
soran nem tapasztaltunk csapadékképzddést. Az Ac-AAAC-NH,, az Ac-SAAC-NH,
és az AC-CSSACS-NH, peptidek Cd(ll)-ionnal minden esetben képeznek
biszkomplexeket (12. tdblazat), de ezen ligandumok kadmium(ll)-komplexeinek
koordinacios modja eltér a kén donoratomok szama miatt.

12. tablazat: A peptidek Cd(lIkomplexeinek stabilitasi allandoi (T = 298 K, | =
0,20M KNOs).

Peptid sorszama 1. 2. 3. 4, 5.
& AC AC AC oAk COAH-
1,2, AAAC- SAAC- CSSACS-
4.5 3 NH; NH, NH, NH, NH;
v [143] [143]
[CdLH] 15,67 12,32
[CdL] [CdL] 11,47(3) 6,22
[CdH ;L] 0,83(5)
[CdH,L,] 31,79
[CdHL,] 22,90 19,41
[CdL,] [CdL,]* 11,71(3)  11,72(2) 18,6(1) 12,86 12,62
[CdH ,L,] 0,97(3) 2,31 2,28
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Az Ac-AAAC-NH; esetében csak biszkomplexek képzodését mutattuk ki, ahol a
fémionhoz két peptid cisztein tiolatcsoportjai koordindlnak. Hasonlé eredmények
figyelhetoek meg az Ac-SAAC-NH, peptid esetében is, ahol szintén egy
donorcsoport taldlhaté a ligandumban. Am ebben az esetben kialakul a vegyes
hidroxido részecske is, vagyis a [CdH ;L,], majd a pH tovabbi emelésével egy
kadmium(Il)-hidroxid csapadék valik le. Az Ac-CSSACS-NH, N-terminalison

védett hexapeptid az el6z6 két peptidhez képest két tiolat donorcsoportot tartalmaz.

cdL L]z
PH | Ac-csSAcs- B B— g gy fedd ()
11 oA = s N
e i = \
i Sos 1 '
9 4 ~Cd(II):L = 1:1 o Vo
% 06 \:
g ;
1 04 - _:‘.‘
Cd(II):L =1:2 '
5 0,2 \
\
AY
‘ -
lagekvivalens o T g T y . : )
3 T 1 3 4 5 6 7 8 9 10PH11

-1 0 1 2 3 4 5 6
19. dbra: A Cd(l1):Ac-CSSACS-NH, rendszertitralasi gorbéje (bal) és a Cd(Il):L = 1:2
rendszer részecskeeloszlasi diagramja (jobb), c,=1,3 mM.

A keletkezd komplexek sztdchiometridja megegyezik az elézbekkel. A masik két
ligandumhoz hasonléan megjelent a [CdL,]* biszkomplex, ahol két ligandum két-
két kén donoratomja kotddik a fémionhoz (19. abra). Az Ac-SAAC-NH,-hoz
hasonloan kialakul a vegyes hidroxidokomplex, am ez a részecske csak igen nagy
pH-n jelenik meg. Emellett ebben az esetben monokomplex képzodését is
kimutattuk, melyben egy ligandum kétfoguan, a két tiolatcsoporton keresztiil
koordinalja a fémiont.

Jancso Attila és munkatarsai vizsgaltak az N-terminalisan védett -CXXC- motivumi
Ac-DCSSCY-NH, peptid Cd(ll)-ionnal alkotott rendszerét [144]. Megallapitottak,
hogy a mono- és biszkomplexek mellett kétmagvi komplexek is kialakulnak. A
[CAHL]  komplexben mindkét tiolatcsoport és az aszparaginsav f-karboxilat
csoportja is koordinalédik a Cd(II)-ionhoz, a tirozin fenolos -OH csoportja pedig
protonalt marad a protonalt részecskében [144]. Az aszparaginsav oldallanca mar
deprotonalt formaban van a komplexképzédés pH-tartomanyaban, de a Cd(Il) +

[HL]* = [CdHL] folyamat szamolt stabilitasi allandojanak értéke (IgK = 12,56)
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alatamasztja a B-karboxilat csoport részvételét. Ez az érték kozel megegyezik a (y-
GluCys),-Gly peptid {CdS,0,} koordinacios modi komplexének szamolt logK, ™ =
12,57 értékével [145], és szignifikansan nagyobb, mint a csak két tiolatcsoporton
keresztiil koordinalt Ac-CSSACS-NH, hexapeptid monokomplexének 1gK = 11,47
értéke.

Osszevetve az egy-, illetve két ciszteint tartalmazéo Ac-AAAC-NH, és az Ac-
CSSACS-NH; ligandumok Cd(Il)-ionnal alkotott rendszereinek spektralis adatait és
stabilitasi allandoit, egyértelmiien latszik, hogy a koordinacioban részt vevé kén

donoratomok szamanak novekedésével n6 a komplex stabilitasa (13. tabldzat).

13. tablazat: A peptidek Cd(I)-komplexeinek spektralis adatai (T = 298K).

Ac-SAAC- Ac-AAAC- Ac-CSSACS- Ac-DAAC-NH,
NH, NH, NH, [146]
)\'max Ms—l 7\' max Ms—l 7\' max Mg—l 7\' max Mg—l
nm 1 nm 1 nm 1 nm 1
cm cm cm cm
CdL 250 10000 | 216 4000
CdL, | 245 9500 220 8300 241 25000 | 216 10000

Korabban szamos tiolatcsoportot tartalmazo ligandum Cd(II)-komplexeinek UV
spektroszkopias vizsgalatat végezték el, és megallapitottak, hogy a Cd(II)-ionhoz
koordinalodé S-donoratomok szamanak ndvekedésével a molaris abszorpcids
koefficiens értéke jelentés mértékben névekszik. Az irodalombdl ismert Cd(l1):Ac-
DAAC-NH, rendszerben szintén megjelenik a monokomplex, melyben a
koordinacios mod (S7,07), vagyis a komplexben egy kén donoratom talalhato, a
biszkomplexben, vagyis a [CdL,]* részecske koordinacios szférajaban pedig két kén
donoratom talalhat6. Ennek megfeleléen az adott részecskékhez tartozé molaris
abszorpcios koefficiens 4000 és 10000 M *cm* [146].

Az Ac-SAAC-NH, ¢és az Ac-AAAC-NH, Cd(Il)-tartalmi rendszereiben a
biszkomplexekben a Cd(ll)-ionhoz két ligandum egy-egy tiolatcsoporton keresztiil
koordinalodik, vagyis két tiolatcsoport talalhatdé a koordinacids szféraban, ami
Osszhangban van a molaris abszorpcios koefficiens értékekkel (9500 és 8300 M~
'em™), ami a fentick alapjan a két tiolatcsoport kénatomjanak koordinacidjat

tamasztja ala.
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Az Ac-CSSACS-NH; : Cd(I1) rendszer esetében a [CdL] komplexben a fémionhoz a
peptid kétfoghi koordinacioval kotédik, amit alatdmaszt a 250 nm hullamhosszon
l6v6  abszorpciés maximumhoz tartozd 10000 Mem™ érték. A [CdL,]*
komplexben, ahol két peptid két-két tiolatcsoporton keresztiil k6tédik a fémionhoz,
az abszorpcios maximum eltolodik 241 nm hullamhosszra. Ekkor a biszkomplex
moléris abszorpcids koefficiens értéke 25000 M *cm ™, ami a korabbi adatok alapjan

megfelel a négy kén donoratom koordinacidjanak [147].
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4.2.3. A nikkel(I1)komplexek
Az Ac-AAAC-NH,, az  Ac-SAAC-NH, és az Ac-CSSACS-NH, ligandumok

esetében a nikkel(IT)ion szamara a kén donoratom a f6 kot6hely, kialakitva a NiL
komplexet. A pH emelésével atfedé 1épésben ketté, majd még nagyobb pH-n a
harmadik amidnitrogén is deprotonalodik kialakitva az NiH,L ¢és NiH L
komplexeket (14. tablazat). A pH-potenciometrias és spektroszkopias vizsgalatok
pH-tartomanyaban (~11,0-es pH-ig) csapadék megjelenését nem tapasztaltuk.

14. tablazat: A peptidek nikkel(Il)komplexeinek stabilitasi allandoi (T = 298 K, I =
0,20 M KNO;, ill. KCl a 4. és 5. esetben).

Peptid sorszama 1. 2. 3. 4. 5.
i Ac- Ac- AC  CGAK ComH-
1.2, AAAC-  SAAC- CSSACS-
4.5 3 NH, NH, NH, N NH
v [143]  [143]
[NiHL]* 14,36
[NiL]" [NiL] 3,3(1) 7,54(4) 4,44

[NiH L] | [NiHLL]? | -11,73(2) -12,01(9) -9,85(6) 11,44 -11,80
[NiH,L]> | [NiHSL]® | -19,83(2) -19,36(2) -20,99(7) -22,24 20,77

[NiH,L,]* 28,15

[NiL,] 7,86
pK amid, , 7,52 8,70 8,12
pK amids 8,10 7,35 11,14 10,80 8,97

Az amidnitrogének deprotonalodasat befolyasolja a koordinaciora képes

donorcsoportok szama és mindsége is. Amennyiben a ligandum tartalmaz egy

PHH Ac-AAAC-NH/

ol M |Accssacsa, er o
VA

Jo— Ni(I):L|= 1:2 % N =1
7 Ni(IT):L =1:1 7 // Ni(ID){L = 1 :2
5 5
. lagekvivalens . ugekvivalens
-1 . 0 1 2 ; 4 5 é -1 il (:.l 1 2 3 4 5 6 7

20. abra: A Ni(ll):Ac-AAAC-NH, (bal) és a Ni(ll):Ac-CSSACS-NH, (jobb) rendszerek
titralasi gorbéi (cL=1,3 mM).

masodik donorcsoportot is, Ugy az amidnitrogének deprotonalodasa nagyobb pH-n

jatszodik le, mint abban az esetben, ha a peptid csak egy tiolatcsoporttal rendelkezik
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(20. abra). A kialakul6 komplexek 6sszetételében nincs eltérés, am a koordinacios

moddokban vannak kiilonbségek.

A nikkel-komplexek | 15 -
koordinacids modjainak ;510
7o reso s
megallapitasdhoz CDh- |3
<

spektroszkopias vizsgalatokat
végeztink. A detektalt CD 0 -
spektrumokat Gsszevetettiik a

korabban mar vizsgalt egy- és

, -10
tartalmazo

két  ciszteint
peptidek 11,0-es pH felett,
Ni(ll)-ligandum = 1:2 aranyu

detektalt CD

oldataiban

Ac-CSSACS

21. abra: A Ni(ll):L = 1:2 aranyu rendszer CD
spektruma, (L= Ac-AAAC-NH,, Ac-DAAC-NH,
[146], Ac-HAAC-NH, [42], Ac-SAAC-NH,, Ac-
CSSACS-NH, és Ac-CSSC-NH,'"), pH ~ 11,0.

Ac-CSSC

A (nm) 620

spektrumaival (21. abra). Az Ac-AAAC-NH,, az Ac-DAAC-NH,; [146], az Ac-
HAAC-NH, [42] és az Ac-SAAC-NH, ligandumokban ezen a pH-n a fémionhoz a
peptid a (S,N,N,N") donorcsoportokon keresztiil koordinalodik. Ezzel szemben az
Ac-CSSACS-NH, esetében 11,0-es pH-n még a [NiH,L]* az uralkod6 részecske

(22. abra), melyben a koordinacios mod
hasonléan az Ac-CSSC-NH, peptidhez':
(SN ,N,S).

ligandummal ellenben, ezen a pH-n nem

Vagyis a masik ot
egy, hanem két cisztein koordinalodik a
nikkel(ll)ionhoz. A pH
(~11,5-6s pH koril) a

emelésével
harmadik

amidnitrogén is  deprotonalodik  és

14

Moltort [Ni(11)]

22,

Ni(1l)

abra:
NH,=1:3 rendszer részecskeeloszlasi
diagramja (cL=1,3-10" M).

7 8 9 10 pH11

A Ni(Il):Ac-CSSACS-

kiszorul a koordinacids szférabol a C-terminalistol tavolabbi kén donoratom, a

peptid a nikkel(I)ionhoz a (S,N",N",N") donorcsoportokkal kotédik. Ezt tamasztjak
ala az amidnitrogének pK értékei (14. tablazat). Az Ac-CSSACS-NH, peptid

harmadik amidnitrogénjéhez tartozé pK érték 11,14; ami kb. harom Ig egységgel

! Lukécs Marton eredménye, még nem kozolt adat.
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nagyobb, mint az Ac-AAAC-NH,, az Ac-SAAC-NH, és az Ac-DAAC-NH;

esetében, ahol mar 9,0-es pH felett a NiH s az uralkodo részecske.

4.2.4. A cink(ll)komplexek
A Zn(I1):Ac-AAAC-NH, és a Zn(I):Ac-CSSACS-NH, rendszerek 1:2 és 1:1
fémion-ligandum aranyt pH-potenciometrias vizsgdlatait is elvégeztik. Mig a
Zn(I1):Ac-AAAC-NH, = 1:1 aranyu rendszer esetén pH ~7,0 koriil csapadék valt le,
Zn(I):Ac-CSSACS-NH, = 1:1

csapadékképzodést nem tapasztaltunk. Ligandumfelesleget tartalmaz6 oldatok

addig a Osszetételli rendszer esetén
titralasakor egyik rendszer esetében sem volt csapadékképzédés. Az eddig vizsgalt
fémionokkal ellenben a cink(Il)ion esetében nagyobb eltérést tapasztaltunk az egy és
két ciszteint tartalmazé ligandumok komplexképzddése soran (15. tdbldzat).

15. tabldzat: A peptidek cink(l)komplexeinek stabilitdsi allandoi (T = 298 K, | =
0,20 M KNOg, illetve KCl a 3., 4. és 5. ligandum esetén).

1. 2. 3. 4, 5.
lgp Ac- Ac- Ac- Ac- Ac-
1., 3., ) AAAC- CSSAC SAAC- CGAK-  CGAH-
4.5, ! NH, S-NH,  NH,>  NH,[143] NH,[143]
[MHL]* 11,60
[ML] 9,16(1)
[MH,L,]* 22,60
[MHL,]* 21,35 18,94
[ML;] [ML)* | 9,55(5) 17,07(8) 9,75 12,44
[ML3] 13,9(1)
[MH_L,] 1,72 1,16 3,57
[MH_,L,]* -8,70
[MH_L] 0,88(4)
[MH_,L]* -9,82(4)
[MH_;Ls] 4,87(9)

Az Ac-CSSACS-NH, esetében kialakul a ZnL komplex, ahol egy tiolatcsoport
koordinalja a fémiont, a pH ndvelésével kialakul a trisz-, valamint biszkomplex is,

majd nagyobb pH-n a vegyes hidroxidokomplexek képz6dnek (23. abra).

? Luk4cs Marton eredménye, még nem kozolt adat.
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1 =  sessrresceeseeessee,, 1 4
1-
Zn(ll) [ZnL,]> [znHH
0,8 - 0,8 - ot
Eu,s Eu,a - /
£ £ : kS
u_g 0,4 - S04 - [znH_ L/,
E s A
= - =
02 [ZnH < 02 \/
Y '
g /
0 ' . N~ : . — 0 A
3 a4 5 6 7 8 9 10pH 11 3 4 5 6 7 8 9 10 pH 11
23. abra: A Zn(l1):Ac-CSSACS-NH, = 1:3 és 1:1 rendszerek részecskeeloszlasi
diagramjai (cL= 1,1 mM).

Osszehasonlitva az Pb(I)-, Ni(Il)-, Zn(I1)- és Cd(II)-ion Ac-AAAC-NH,, Ac-
SAAC-NH,;, Ac-CGAK-NH,, Ac-CGAH-NH,, ¢és az Ac-CSSACS-NH,
ligandummal alkotott rendszereinek pH=7,4-en szamolt pM értékeit® (c,.=1,0 -10™°
M, cy=1,0 -10° M), az egy ciszteint tartalmazé ligandumok nem mutatnak
szelektivitast egyik fémionra nézve sem, pM értékiik minden esetben kozel 6,0 (24.

abra).

A hexapeptid esetén a

Qzn(ll)
m Cd(ll)
Pb(ll)
m Ni(ll)

kiilonb6zo fémionoknal

jelentésebb eltérés van a
pM értékekben: a Cd(Il)-
és Pb(Il)-ion pM értéke

jelentésen nagyobb, mint a

masik két fémion pM-

értéke, de igy se

mondhatjuk a peptidet | 24. dbra: A Zn(ll), Cd(ll), Pb(ll) és Ni(ll) pM értékei
a kiléonbo6z6 ligandumok fliggvényében.

egyértelmlien szelektivnek

az adott fémionra. Nemcsak a ligandumon beliil van eltérés a kiilonb6zé fémionok
pM értéke kozott, de a tobbi, egy kén donoratomot tartalmazé ligandumhoz
viszonyitva az Ac-CSSACS-NH, jelent6sebb fémionmegkotd képességgel bir (24.

abra).

¥ A Zn(Il) : Ac-SAAC-NH, rendszerhez tartozo adatok Lukacs Marton eredményei.
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4.3. N-terminalisan nem védett, két ciszteint tartalmazo peptidek

A CSSACS-NH, és az ACSSACS-NH, ligandumok sav-bazis folyamatait korabban
mar tanulmanyoztak [43], és a kapott eredmények alapjan megallapitottak, hogy a
csoportok deprotonélédésa az aldbbi sorrendet koveti: pK(NHZ) < pK(N-terminalis
Cys) < pK(C-terminalis Cys). Hasonld kovetkeztetéseket vontunk le az SSCSSACS-
NH, ligandum képzd6dési allandoibol és pK értékeibol (16. tdbldzat).

16. tablazat: A ligandumok protonadlédasi (Igf) és deprotondlodasi (PK) dllandéi
(T=298K, 1 =0,20 M KNO3 és KCI).

CSSACS-NH, ACSSACS-NH,  SSCSSACS-NH,
KCl KNO; KNO; KNO;
lgB(HL) 9,08(1)  9,08(1) 8,96(1) 8,83(1)
lgB(H,L) 1721(1)  17,32(1) 17,19(1) 16,89(1)
RGAR 23.62(2)  23,83(1) 24,74(1) 23,73(1)
PKL(NH) 641(2)  6,51(1) 7,55(1) 6,84(1)
PK,(SH) 8,13(1)  8,24(7) 8,23(1) 8,06(1)
pKs(SH) 9,08(1)  9,08(1) 8,96(1) 8,83(1)

A 7 kortiili pK érték féleg az ammoniumcsoport deprotonalddasahoz tartozik, mig a
két cisztein oldalldncanak tiolatcsoportjaihoz nagyobb pK értékek tartoznak. Ezen
felvetéseket a ligandumok 'H NMR spektrumainak segitségével bizonyitottuk.
Hasonldan a masik két peptidhez az ammonium- és tiolatcsoportok deprotonalodasi
folyamatai atfedé 1épésben zajlanak, de a mikrokonstansok kiszamolasa nem
lehetséges a cisztein és a szerin metilén, illetve metin csoportjainak jelentds atfedése
miatt. Masrészr6l a ligandumok elsé pK értékeinek sorrendje az alabbiak szerint
alakul: pK;(CSSACS-NH,) < pK;(SSCSSACS-NH;) < pK;(ACSSACS-NH;). A
CSSACS-NH; pK; értéke jelentésen kisebb, mint a masik két peptidé, ami a tiolat-
és terminalis aminocsoport intramolekularis kolcsonhatasanak koszonhetd., A
terminalis aminocsoport és a cisztein oldallinca kozotti tavolsdg ndvelése
magyarazatot ad az ACSSACS-NH, nagyobb pK; értékére. Hasonlo trend figyelhetd
meg a CysGly [82] (pK; = 6,89) és az AlaCys [148] (pK; = 7,96) pK; értékei kozott.
Az AlaCys és az AlaAlaCys [148] (pK; = 7,97) pK; értékei hasonloak egymashoz,
ellentétben az ACSSACS-NH; és SSCSSACS-NH, pK; értékeivel. A kiilonbséget a

jelenleg tanulmanyozott ligandumok terminalis aminocsoportjanak deprotonalddasi
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folyamataiban az SSCSSACS-NH, molekula N-terminalis szeril oldallancanak -OH
csoportja okozza. A terminalis aminocsoport és az N-terminalis szeril -OH csoportja
kozotti kolesonhatas lecsokkenti a pK(NHT) értékét. Hasonld hatast figyeltek meg a
szerin oldallancoknal a triszerin és a tetraalanin 9sszehasonlitasa soran (SSS [149]:
pK(NH}) = 7,13 és AAAA [150]: pK(NHZ) = 8,13), illetve a patkany amilin
fragmense és annak mutansai esetében [149] (SSNN-NH,: pK(NHZ) = 6,99; SSAA-
NH,: pK(NHF) = 7,11 és AANN-NH,: pK(NH) = 7,86). A hasonlo pK; és pKs
értékeket az eredményezi, hogy a ciszteinek kornyezete azonos mindharom

peptidben.

4.3.1. A CSSACS-NH, peptid

4.3.1.1. A ligandum Pb(11)-komplexei

Az Pb(I1):CSSACS-NH; rendszer 1:2 és 1:1 aranyt pH-potenciometrias vizsgalatat
is elvégeztiik, mely soran nem tortént csapadékképzodés sem az 1:1, sem az 1:2
fémion-ligandum  aranyt rendszerek tiralasa soran. A CSSACS-NH,
olom(IT)komplexeinek sztochiometriai €és stabilitasi allandoéit a 17. tdblazatban
gyljtéttem  Ossze, Osszehasonlitasképpen kiegészitve ugyanezen ligandum
kadmium(Il)- és  cink(Ikomplexeinek, illetve a CysGly ligandum
olom(I)komplexeinek adataival.

17. tabldzat: A CSSACS-NH, Pb(Il)-, Cd(ll)- és Zn(Il)-komplexeinek, valamint a

CysGly Pb(Ikomplexének stabilitasi allandoi (T = 298 K, | = 0,20 M KNO; (Pb(Il)
¢s Cd(ll) esetében), és 0,20 M KCI (Zn(ll) esetében).

IgpB CSSACS-NH;, CysGly[82]
Pb(11) Cd(IN[43]  Zn(11)[43] Pb(11)
[MH,L]* 17,96
[MHL]* 18,57(4) 18,87 16,79 13,78
[ML] 12,83(7) 14,38 12,02 10,40
[MH_ L] 2,8(1) 3,20 2,99 2,32
[MH,L,] 28,46
[MHL,] 23,26
[ML,)* 15,96
[ML3]* 19,0
pK(MHL/ML) 5,74 4,49 4,77 3,38
pK(ML/MH_;L) 10,0 11,18 9,03 8,08
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Jol lathatd ezekbdl az adatokbol, hogy a harom fémion esetében a komplexek
sztochiometridja hasonld és azok stabilitasa a Cd(II) > Pb(Il) > Zn(II) sorrendet
kovetik. Csak 1:1 fémion-ligandum 0sszetételli komplexek képzddnek ¢és a
fizioldgias pH koriil (pH ~ 6 - 8) az [ML] komplex a meghatarozo.

Mindharom fémion esetében a molekula N-terminalis része a f6 kotShely. Az
[MHL]" komplexben az aminocsoport és az N-terminalis cisztein tiolatcsoportja
koordinaldodik az 6lom(I)ionhoz, a masik, C-terminalishoz kozeli tiolatcsoport még
protonélt forméban van jelen. Kordbban, a CysGly ligandum [PbHL]" komplexében
is azonos koordinacios modot bizonyitottak, ahol szintén (N,S) donoratomok kotik a
fémiont és a karboxilcsoport még protonalt alakban van. Mindkét esetben a IgK(M +
HL) érték megbecsiilhetd6 a CSSACS-NH, esetében a 1gf(MHL) — pK(SH(atl))
(18,57 — 8,66 = 9,91) és a CysGly esetében a 1gf(MHL) — pK(COOH) (13,78 — 3,17
= 10,61) érték kiszamolasaval. Figyelembe véve ezeknek a molekulaknak a jelentGs
méretbeli kiilonbségeit, ezek az értékek jo egyezésben allnak egymaéssal. Az
[POHL]" komplex deprotonalodasa eredményezi az [PbL] komplex kialakul4sat, és
ez a folyamatot pK = 5,74-en jellemzi. Ez az érték kisebb, mint a szabad ligandum
pK értéke, de kb. egy log egységgel nagyobb, mint a Zn(II)- és Cd(IT)- komplexekre
jellemzé pK értékek. Ez azt jelenti, hogy a ligandum koordinacidja mindharom

fémion esetében haromfogl, de a C-terminalis tiolatcsoport stabilizalé hatasa az

6lom(IT)ion esetében a legkisebb. ) L% il —

A CSSACS-NH, ligandum [PbL] z:’°'3 ] ’ : N
komplexének a CysGly [PbL] %0’6 | & ” -
komplexéhez képest nagyobb | = PoHALI | o, 8
stabilitasa IS alatamasztja a = &
CSSACS-NH, molekula | |
harmadik donorcsoportjanak 48 s am  m &0 smpie
koordinacidjat. 25, abra: Az Pb(l1):CSSACS-NH, = 1:2 aranyu
it componplon | (Tl oranic
levd  (NH2,S,S) koordinacid | nm  hulldmhosszon 1év6  abszorpcids
akadalyozza az [PbL] részecskék értékek adott pH-kon (cL=0,2 mM).
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hidrolizisét, vegyes hidroxidokomplex csak pH > 9 felett alakulnak ki, és csapadék
megjelenését sem figyeltiik meg a vizsgalt pH tartomanyaban (25. abra).

Tovabba a C-termindlis tiolatcsoport koordinacidjanak stabilizald hatasat igazolja,
hogy a CysGly esetében az [PbL] komplexben kisebb a pK(hidrolizis) =
pK(ML/MH_4L) értek.

A komplexek kialakulasa UV spektroszkopiaval is kovetheté. A ligandum
tiolcsoportjanak deprotonalddasi folyamata egy nagyon intenziv (¢ ~ 10000
M7*ecm™) 230 és 240 nm hullimhossz kozott megjelené savval tarsul. A
tiolatcsoport 6lom(Il)ionhoz val6 koordinacidja soran egy 0j abszorpcids sav jelenik
meg 290-330 nm hullamhossz tartomanyban. Az 1:2 és 1:1 fémion-ligandum
aranynal felvett Pb(IT):CSSACS-NH, rendszer pH-fiiggé spektrumsorozatai nagyon
hasonlitanak egymashoz, mely azt tdmasztja ald, hogy ugyanolyan komplexek
keletkeznek ekvimolaris oldat esetén, mint ligandumfelesleg alkalmazasa soran. Ez
egyezik azzal a ténnyel, hogy a titralas soran még a ligandumfelesleget tartalmazo
oldat esetén sem tudtuk kimutatni a biszkomplexeket. Ezen spektrumok adott
komplexekhez tartozd Amax €s & értékeit az 18. tabldzatban gyujtottik Ossze.
Osszehasonlitasképpen feltiintettem a kordbban mér bemutatott Ac-Cys és Ac-Pen

ligandumok 6lom(I1)komplexeinek spektralis adatait.

18. tdbldzat: Tiol funkcios csoportot tartalmazo ligandumok élom(11)komplexeinek
spektroszkopias adatai (x =0 — 2)

CSSACS-NH, Ac-Cys Ac-Pen
Amax € Amax € Amax €
(mm) (M'em®) (m) (M'em™) (nm)  (M'em™)
[MHL]® | 293 3000
[ML] 306 4000 276 2400 277 2800
[MHxL,] 309 2600 313 2200

Az [PbHL]" részecske Amax értéke 293 nm, ami megfelel az egy tiolatcsoport
kotodésnek. Hasonldan egy tiolat donoratom kdti meg a fémiont az Ac-Cys és az
Ac-Pen [PbL] komplexeiben [82], és a jellemz6 Amax érték ezekben a komplexekben
a 276 nm és 277 nm hullamhossz. Tobb tiolatcsoport koordinacidja az abszorpcios
maximum értékét altalaban a nagyobb hullamhossz felé tolja, ami lathat6 az Ac-Cys
és az Ac-Pen [PbL,]> komplexeibsl. A CSSACS-NH, ligandum [PbL]
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komplexének esetében hasonld eltolodast figyelhetiink meg annak kdszonhetoen,
hogy két kén donoratom van a koordinacios szféraban.

Masrészrél az Pb(II)-CSSACS-NH, = 1:1 aranyt oldatanak 'H NMR vizsgalata
alatamasztja a ligandum haromfogi koordinacidjat. A szabad ligandum és annak
Pb(11)-iont tartalmazoé rendszerének 'H NMR spektrumait pH = 7,90-n detektaltuk.
Az oOlom(IT)iont tartalmazo rendszer jelei kiszélesedtek, ellentétben a csak
ligandumot tartalmazd minta jeleitdl, ami bizonyitja a komplexképzddést, valamint
az CHs(Ala) dublett jelének csekély valtozasa és a két CH,(Cys) jelének drasztikus
valtozdsa alatdmasztja, hogy mindkét tiolatcsoport koordinaloédik az [PbL]

komplexben.

4.3.1.2. A ligandum Ni(l11)-komplexei

A Ni(I1)-CSSACS-NH, 1:2 aranyt rendszer titralasa soran mar 6,0-os és 7,0-es pH
kozott csapadék valt le, igy a kiértékelés soran egyetlen komplex, a [NiH,L;]
részecske stabilitasi allandojat tudtuk meghatarozni, melynek értéke: 33,22(1). (T =
298 K, 1

0,20 M KCI). Az 1:1 fémion-ligandum aranya rendszer pH-
potenciometrias vizsgalatat nem végeztiik el.

Az irodalomban talalhaté CSSA-Pen-S-NH, és Pen-SSACS-NH, ligandumok

nikkel(Il)-rendszereit a teljes pH-tartomanyon lehetett vizsgalni pH-
potenciometriasan, igy ezen o)
ligandumok esetén a keletkezd o o ﬁ% Nt
komplexek Osszetétele igen Q HO

valtozatos. A [NiH,L,] komplexek

stabilitasi allandéi jo egyezésben o o
allnak a CSSACS-NH, ligandum | ™ M o
HN OH
[NiH,L,] komplexének stabilitasi | © " s o
HO
allandojaval (IgB(CSSA-Pen-S-NH,): e PoNH, FN

33,46 1gf(Pen-SSACS-NH,):
34,95 [151], am lathatd, hogy az N-

és
26.

terminalis penicillaminnak

abra:

[NiH,L]
szerkezete (pH = 5,4).

H2N""l\gi\)/<
's.

A CSSACS-NH,
komplexének

feltételezett

OH
o

ligandum
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stabilizalo szerepe van. A 26. abran lathaté [MH,L,] dsszetételii biszkomplexben a
fémion szamara a f6 kothely az N-terminalis amino- és tiolatcsoport. Ez a komplex
mindharom ligandum esetében a fiziologias pH koriil (6,0-8,0 pH) alakul ki, mig a

C-terminalishoz kozeli tiolcsoport protonalt formaban van. A biszkomplexben egy

21 cssacs-nH, Ni(Il)-ionhoz két ligandum
E1- l L it koordinalodik  2X(NH,,S")
:E';o ): AN, e kotésmoddal, igy a nikkel

s BT LS s50 2™ 1 Loordinacios szférdja telitetté
=

T valik. Ezt a koordinacios
CysGly

h PenSSACS-NH modot a CD-spektroszkopia
-3 4 egyértelmiien alatamasztja.
g A 27. abra az 1:2 fémion-
27. é4bra: A Ni(ll)-ion CSSACS-NH,, a CSSAPenS- | ligandum aranynal 5,0-6s pH
NH, [151], a PenSSACS-NH, [151] és a CysGly v e
[152] ligandumokkal alkotott 1:2 aranyu koril  felvett  spektrumot
rendszereinek CD-spektrumai (pH ~ 5,5). mutatja be, egyiitt a CysGly

[73], CSSA-Pen-S-NH, [151] ¢és Pen-SSACS-NH, [151] ligandumok
nikkel(11)komplexeinek CD-spektrumaival. Lathato, hogy a CSSACS-NH, ligandum
Ni(ll)-iont tartalmazo oldatban felvett spektruma jol egyezik a masik harom
ligandum nikkel(I1)komplexeinek CD-spektrumaival.

A IgK (M+2HL) folyamatra jellemz6 allando értéke (1gf[MH,L;] — 2-1gf(HL) =
15,06), kozel azonos a CysGly IgB(NiL,) értékéhez, a 17,77-hez. Ez alatamasztja,
hogy a CysGly ligandum [NiL;] komplexének koordinaciés modja megfelel a
CSSACS-NH; ligandum [NiH,L,] komplexének koordinaciés modjaval, vagyis az
(NH,S") kotésmoddal.

A pH-potenciometrids vizsgalatok soran pH > 6,0 felett csapadék jelent meg, mely
polimer szerkezetii komplexek képzédésére utal. Ezt azt jelenti, hogy a polimer
szerkezeti komplexek kialakulasa a masodik, vagyis a C-terminalishoz kdzelebbi
cisztein tiolcsoportjanak deprotonaldédasaval parhuzamosan torténik. A kialakult
csapadék miatt a ligos pH-tartomanyban keletkez6 komplexek pontos Gsszetételét,
¢s azok stabilitasi allandoit meghatarozni nem tudtuk, mivel az fiigg a fémion-

ligandum aranytol, a minta koncentraciojatol és a pH-tol is. A CD-spektroszkopias
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vizsgalatok lehet6séget adtak a kis mennyiségben keletkez6 monokomplexek
szerkezetének megadasara.

A CD-spektroszkdpias vizsgalatok elvégzéséhez a keletkezett csapadékot leszirtiik,
de a visszamarado, tiszta oldat tovabbra is szines maradt. Ez arra utal, hogy kis
koncentracioban keletkeztek monomer 6sszetételii komplexek is, igy ~11,0-es pH-n
az ~5,0 pH-n felvett spektrumokhoz képest jelentdsen eltér6 CD-spektrumokat
kaptunk.

A ~11,0 pH-n felvett 6
Ni(I1)-CSSACS-NH;

rendszer CD-spektrumai

CSSACS-NH, PenSSACS-NH,

- - o
\417{1./ // 520 A (nm) I 620

CSSAPenS-NH,

jo egyezést mutatnak a

szintétn ~11,0 pH-n 2
felvett CSSA-Pen-S-NH,,
a Pen-SSACS-NH, és az

Ac-AAAC-NH, 5 /

Ac-AAAC-NH,

ligandumok Ni(ll)-ionnal 9
alkotott komplexeinek 28. abra: A Ni(II)-ion CSSACS-NH,, CSSAPenS-NH,,
] PenSSACS-NH, és Ac-AAAC ligandumokkal alkotott 1
CD-spektrumaival ~ (28. | ., aranyu rendszereinek CD-spektrumai (pH ~11,0).

abra).

Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a ligos pH-tartomanyban [évé egymagvi
komplexekben a fémion a C-terminalis részhez kotdik az alabbi koordinacioval:
(SN ,N,S) vagy (S,N,N,N).

A 19. tablazat adatai szintén a CD-spektrumok hasonlosagat, és igy a C-terminalis

tiolatcsoport €s a megeldz6 amidnitrogének kooordinalodasat tamasztjak ala.
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19. tablazat: A Ni(l)-ligandum [:1 ardnyi rendszereinek spektralis adatai (1. nm-
ben kifejezve és Ae: M "cm *-ben kifejezve), (pH ~11,0).

Ac-AAAC- Ac-CSSACS- CSSACS- CSSA-Pen-S- | Pen-SSACS-
NH, NH, NH,* NH, NH,
A Ae A Ag A Age A Age A Age

518,0 +2,15|537,0 +0,09 | 5245 +2,72 | 5150 +1,22 |529,0 +0,58
4385 3,73 | 4445 0,76 | 4440 520 |4395 —-2,05]|4455 -1,68
320 +0,32 | 3340 +0,27 | 3375 +1,29 | 3345 +1,07 |331,0 +0,35
287 -2,11 | 2830 +0,15 | 284,55 4,97 |2820 3,82 2885 -0,28
2605 6,01 | 2615 -1,06 |2640 6,21 | 2650 3,78 | 2635 0,77
234 +8,27 | 2345 +6,75 | 2340 +8,08 | 237,0 +3,76 | 235,0 +2,23

*A molaris abszorpcios koefficiensek becsiilt értékek.

Mivel az UV spektroszkopias mérések soran hasznalt minta a pH-potenciometria
soran hasznalt mintahoz képest tizszeres higitasa volt (c,=1,50-10"* mol/dm®), igy
ebben az esetben a vizsgalt pH-tartomanyban nem jelent meg csapadék, ezaltal a
komplexek kialakulasat UV spektroszkopiaval is nyomon kovettiik. A 29. abran
lathatd Ni(I1):CSSACS-NH; | 15

1:2 ardnyt rendszer pH-fiiggd
spektrumsorozata. A 313 nm i
hullamossznal 1év6
abszorpcios csiics maximuma

0,5

8,64-es pH-n van.

Az ennél nagyobb pH-n

felvett spektrumok 200 250 300 350 A (nm) 400

abszorbancia ertéke | 59 &bra: A Ni(ll)-CSSACS-NH, 1:2 ardnyd
lecsokken, és a 271 nm-en | rendszerének pH-fuggd UV spektrumsorozata
(¢,=1,50-10"* mol/dm?)

1évé abszorpcidés maximum

eltolédik 261 nm hullamhossz iranyaba, mely a komplex szerkezetvaltozasat
igazolja. A 313 nm hullamhosszon leolvasott abszorpcios értékekb6dl szamolt
molaris abszorpcidos koefficiensek értékét abrazolva a hozzaadott lug

anyagmennyiségének fliggvényében, egy maximumgorbét kapunk (30. abra).
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6000
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(M-*cm™)

4000

2000

0

lugekvivalens
0 3 6 9 12

30. abra: Adott pH-kon a Ni(Il)-CSSACS-NH,
1:2 rendszer 313 nm-en szamolt molaris
abszorpcids koefficiensei a szamolt
Idgekvivalens fliggvényében

Ennek maximuma 3
lugekvivalensnél van, ami azt
jelenti, hogy a ligandumban
mindharom donorcsoport
deprotonalodott formaban van
jelen. Ez alatdmasztja azt a
feltételezést, hogy a C-terminalis
tiolcsoportok deprotonalédasaval
parhuzamosan a biszkomplexek
mellett  polimer  szerkezetii

komplexek is  megjelennek,

amelyek a pH emelésével részben monomer komplexekké alakulnak, és a Ni(IT)-ion

a C-terminalis részhez kotddik [153].

4.3.2. Az ACSSACS-NH, peptid

43.2.1.

A ligandum Pb(11)-komplexei

Az Pb(I1):ACSSACS-NH,=1:2 és

1:1 aranyt rendszerek pH-potenciometrias

vizsgalatat végeztiik el, mely soran nem valt le csapadék egyik fémion-ligandum

aranynal sem. Az Pb(Il)-ACSSACS-NH, rendszer komplexeinek Osszetétele és

stabilitasi alland6i a 20. tdblazatban taldlhatdak, kiegészitve az irodalombol

szarmazo Cd(II)- és Zn(IT)-komplexek [43], illetve az AlaCys 6lom(IT)komplexének
[82] adataival.
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20. tablazat: Az ACSSACS-NH, dlom(1l)-, kadmium(ll)- és cink(Il) komplexeinek,
valamint az AlaCys 6lom(Il)-komplexének stabilitasi allandoi (T = 298 K, I = 0,20

M KNO; (Pb(1l) és Cd(Il) esetében), és 0,20 M KCI (Zn(Il) esetében)

lgps ACSSACS-NH, AlaCys
Pb(Il) Cd(11) [43]  Zn(11) [43]  Pb(Il) [140]
[MH,L]** 20,49
[MHL]* 18,39(3) 19,23 17,00 15,99
[ML] 10,15 (7) 11,98 9,88 8,3
[MHL] 0,0(5) 3,41 1,92 0,80
[MH,L,] 31,9(1) 34,35 32,68 30,1
[MHL,] 23,6(2) 26,40 24,94 22,0
[ML,]* 15,0(1) 17,29 16,80 13,7
pK(MHL/ML) 8,24 7,25 7,12 7,7
pK(ML/MH,L) 101 8,57 7,96 75
pK(MH,L,/MHL,) 8,3 7,95 7,74 8,1
pK(MHL,/ML,) 8,6 9,11 8,14 8,3
lg(Ky/Ko)" 4,9 4,11 1,32 1,88
Ig(Ky/Ky) 5,3 6,67 2,96 2,9

A tablazat adatai tiikrozik, hogy mind az Pb(II), mind a korabban vizsgalt két fémion

esetén mono- €s biszkomplexek képzddnek. Ennek eloszldsat mutatja be a 31. abra

ligandumfelesleg és ekvimolaris rendszer esetén.

Méltért Pb(ll)

o
)

31. abra: Az 6lom(I1)-ACSSACS-NH, = 1:1 (feltl) és 1:2 (alul) fémion-ligandum
aranyu rendszer komplexeinek koncentrdcié eloszlasi gérbéi (cL=0,3 mM)

1% Pb(n)

o
©

=
'S
"

o
N

=)

[PbHL]*

1 1. Pb(n)

=]
)
s

Méltért [Pb(1I)]
‘: e
-—

[PbL]2
R
[PbHL,] /

4,0 5,0 6,0

8,0

9,0 PH 10,0

4,0 5,

0 6,0 7,0

8,0 9,0pH 10,0

Bér azonos sztdchiometridju komplexeket irtak le a Cd(Il)- és Zn(II)-ACSSACS-

NH, rendszerekben is, de néhany komplexben a koordinacios mod eltérd. Zn(1l) és

Cd(I) esetében a protonalt mono- és biszkomplexekben (S7,S7) kotésmodot

allapitottak meg, és az [ML] komplexben az aminocsoportnak csak gyenge

kolcsdonhatasa mutathatd ki. Az [PbHL]" és az [PbL] komplexben szintén (S7,S)

koordinacios mod valosul meg, 18 tagi makrokelat kialakulasaval.
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A stabilitasi sorrend mindkét komplex esetében, hasonloan a CSSACS-NH;
ligandum komplexeinek stabilitdsdhoz a Cd(Il) > Pb(II) > Zn(II) sorrendet koveti.

A feltételezett koordinacios modokat alatamasztjak az Pb(I1)-AlaCys rendszer
komplexeinél kapott eredmények [82] (20. tdbldzat). Ebben a ligandumban a C-
terminalis tiolatcsoport az els6dleges kotéhely és az Pb(ll)-iont a (S, COO)
donorcsoportokon keresztiil koti meg ez a dipeptid. Ezek alapjan elmondhatjuk,
hogy az (NH,,S") koordinacié nem kedvezményezett, ha a cisztein a masodik helyen
van a peptidlancban, azaz az NH, és a S~ donorcsoportok nincsenek kelatképz6
pozicidban.

Az [PbHL]" komplex deprotonalédasi folyamata nagyobb pH-n jatszodik le az
ACSSACS-NH, peptid esetében a CSSACS-NH, ligandumhoz képest, ¢és a
pK(MHL/ML) érték kozel all a szabad ligandum pK értékéhez.

Ezek az adatok bizonyitjak a ligandum kétfogt koordinaciojat az [PbL] komplexben,
ami megmagyarazza az [PbL] komplex Kisebb stabilitasait a CSSACS-NH;-hez
képest.

A 'H NMR adatok is alatamasztjak ezt a feltevést. A spektrumokat Pb(11) : ligandum
= 1:1 aranyu D,0 oldatban vettem fel, kiillonb6z6 pH-kon (21. tdbldzat). pH ~3,60
koriil még nincs komplexképzédés, mig pH ~6,50 és pH ~9,50-en az [PbHL]" és az
[PbL] komplexek az uralkodo részecskék (31. abra).

21. tablazat: A szabad ligandum és az ekvimolaris Pb(Il) : ACSSACS-NH,

rendszerben a ligandum megfeleld jeleinek kémiai eltoléddsai (ppm) az *H NMR
spektrumokban kiilonbézd pH-kon.

2X Cys- Ala(1)- Ala(5)-

pH CH, +Pb(11) CH. +Pb(11) CH, +Pb(11)
35 2,95, 3,0 1,54, 1,52, 1,40, 1,38,

’ 2,97 (széles) 1,55 1,54 1,42 1,40
65 2,95, 2) 1,51, 1,51, 1,41, 1,38,

' 2,96 1,53 1,53 1,43 1,40
95 2,86, b) 1,26, 1,27, 1,41, 1,38,

’ 2,88 1,27 1,29 1,42 1,40

a) széles, nem kellden felhasadt jelek
b) nem értékelhetd jelek
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A cisztein metiléncsoportjahoz tartozé dublett jelnek a jelentds kiszélesedése
alatamasztja a két tiolatcsoport koordinaciojat a monokomplexben. Az alanin
metilcsoportjanak éles jelét minden spektrumban tudtuk asszignalni. A terminalis
alanin metilcsoportjanak NMR jelei 1,55 ppm-tél 1,26 ppm-ig tolodott a pH~ 6,0-
10,0 kozotti tartomanyban, mig a masik Ala oldallancanak metilcsoportja nem
tolodott el a vizsgalt pH-tartomanyaban. Olom(Il)ion hozzaadasat kovetéen sincs
mérheté valtozas a terminalis alanin jelében, pedig a ligandum teljes mennyisége
kotott az 6lom(Il)komplexben. Ez a megfigyelés egyértelmiien azt bizonyitja, hogy
az N-terminalis aminocsoport a protonalt komplexben protonalt formaban van jelen,
és a két tiolat rész a f6 fémionk6téhely. A pH tovabbi emelésével a metil protonok
jelei eltolédnak a nagyobb kémiai eltolodas iranyaba, de ez a szabad ligandummal
parhuzamos folyamat, ami arra utal, hogy a terminélis aminocsoport nem vesz részt
a fémion megkotésében.

Mas részr6l a két tioldt kénatomjanak koordinacids szférdban valo jelenléte
lehetdséget ad még egy ligandum megkotésére biszkomplexet kialakitva, és ezek a
komplexek talstulyban vannak ligandumfelesleg jelenlétében.

Az UV spektroszkopias mérések tovabbi bizonyitékot adnak a két tiolatcsoport
koordinacidjara mind az [PbHL]®, mind az [PbL] komplexben, mert mindkét
komplexet hasonld Amax €s € értékekkel lehet jellemezni (22. tablizat), és ezek a
paraméterek megfelelnek az 6lom(Il)ion koordinacios szférajaban jelenlévd két

kénatomnak (hasonléan az [PbL,]*" komplexhez az Ac-Cys esetében).

22. tablazat: Tiol funkcios csoportot tartalmazo ligandumok olom(Il) komplexeinek
spektroszkopiai adatai (x = 0 — 2).

Ac-Cys Glutation[142]  ACSSACS-NH, SSCSSACS-NH;

xmax M{il . xmax M{il . %max M{-il . 7‘vmax Mg—l .
(Mt M M (M

[PbHL]" 312 3600 307 2800

[PbL] 276 2400 277 2800 303 5000 307 3000
[PbHyL,] 309 2600 313 2200 333 4500 331 6000
[PbLs] 334 3500
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Az Pb(I)-ACSSACS-NH; 1:2 aranyt rendszer UV spektrumsorozatanak

abszorpcids maximuma szignifikansan eltolodik a nagyobb hullimhossz felé, és az

Uj abszorpcios sav Amax = T
: TR E:
333 nm hullamhossznal éog | oH = 11,0
jelenik meg (32. abra). | §"
. ? \

Ez az  abszorpcids | 0.6 \
maximum megfelel a 0.4 4
biszkomplexnek (31.

0,2
abra), amelyekben igy

_ Ny 0 . T
85 koordinéci6 250 300 350 A (nm) 400
feltételezheto.
Hasonlo spektralis | 32. dbra: Az Pb(ll) : ACSSACS-NH, = 1 : 2 aranyu
. rendszer UV spektrumainak pH-fliggd sorozata.

paraméterekkel

jellemezhetd a glutation [PbL3] komplexe (Amax = 334 nm, € = 3500 M *-cm ™) (22.
tablazar) [142]. Kovetkezésképpen a masodik ligandum csak egyfoguan kotédik az
egyik tiolatcsoporton keresztiil. Ez azzal a megfigyeléssel is egyezésben van, hogy a
ciszteinben gazdag kornyezetben 1évé Pb(II) gyakran koordinalodik trigonalis
piramis geometriaban, ahol a maganos par a trigonalis piramis cstcsan talalhato.

Ez a trigonalis piramis geometria jellemzé az 6lom(IT)-glutation [PbL3] komplexére
is, valamint az 6lom(IT)iont k6t6 ciszteingazdag, cinkkotd fehérjékre [154]-[156] is,
példaul a szilard fazisu Pb(I)-ALAD (aminolevulinsav dehidrataz) metalloenzimre
[157]-[159], vagy az 0] tervezésii TRI peptidcsalad [160] 6lom(IT)komplexeire is.

A biszkomplexekben a két ligandum eltér6 koordinaciés modja magyarazza a
szokatlanul nagy lg(K./K,)"™ és a 19(Ky/K») értéket (20. tdbldzat).

Nagyobb pH-n az Pb(Il) komplexképzddési folyamatai teljesen eltéréek a Zn(Il)-
vagy Cd(ll)-ionhoz képest. Lugos oldatban az (NH;,N",S") koordinacioju [ZnH ;L]
¢s [CdH ;L] komplexek keletkeznek, am az 6lom(Il)ion nem képes indukalni az
amidnitrogének  deprotonalodasat, igy az [PbH ;L]  részecskék vegyes

hidoxidokomplexek, melyek pH ~10,0 koril vannak jelen.
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4.3.2.2. A ligandum Ni(l11)-komplexei

A pH-potenciometrias mérések soran a Ni(l11)-ACSSACS-NH; 1:2, 1:1 és 2:1 aranyt
rendszerek vizsgalatat végeztiik el, mely soran a vizsgalt pH-tartomanyban (pH =
5,0-11,0) az oldat szine folyamatosan sotétedett vilagosbarnatol sotétbarna sziniig,
am csapadékképzodést nem tapasztaltunk. A kiértékelés soran egy- €s kétmagva,
illetve biszkomplexeket tartalmazé modellel tudtuk illeszteni a titralasi adatokat.
Ezen komplexek stabilitasi allandéit a 23. tdbldzat tartalmazza, melyet
kiegészitettiink az ADAAAC-NH, [146] és az AHAAAC-NH; [42] ligandumok
nikkel(lIl)komplexeinek irodalmi adataival is.

23. tablazat: A ligandumok nikkel(Il)komplexeinek stabilitasi allandoi (T = 298 K, |
= 0,20 M KCI).

komplexek ADAAAC- | AHAAAC-
t')sszeptétele ACSSACS-NH, NH, NH,
Igf koordinacios mod lgp lgp
NiHL 13,08
NioL, 24,62(4) 2xX(NH2,N,S')
NiL 5,27 7,62
NiH,L, 32,81(7) (NH,N',S) + S
(NH;,N,S) + S (2.
NiHL, 25,1(2) ligandum aminocsoportja
deprotonalt)

. NH,,N",S") + S (a mésik két
NIH..L, 7.1(3) (N tiolat )depro‘fonélt)
NiH_;L 2,80(8) (NH,,N',S, S) 2,96 1,10
NiH_,L -11,03
NiH_sL —-21,08
NioH oL -1,8(1) (NH2,N',S) + (SN
NigHsL | -9,88(6) | (NH,N,S)+(S.NN)
NigH4L [ -19,7(1) | (NHzNS) +(S,N N ,N)
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Ligandumfelesleget  tartalmazd 1 -
Ni(l1)

d tében fiziologias pH-
rendszer esetében fiziologias p - i

, , : 2+ H + ——
n az uralkoddo részecske a [NiH,L,] [NiHL] -

Méltort [Ni(11)]

[NiH,L,] protonalt biszkomplex,
melyben az egyik ligandum

(NH,,N",S") donorcsoportjain és

val6szinlileg a masik ligandum

5 6 7 8 9 10 PH
33. abra: A Ni(ll):ACSSACS-NH,=1:2 aranyu
koordinalodik a fémionhoz, a | rendszer részekcseeloszlsi diagramja

(S) donorcsoportjan keresztiil

nem koordinalodé donorcsoportok pedig protonaltak. Ezzel a komplexszel
parhuzamosan képzédik a [NiLy] 1:1 aranya dimer részecske, de ez
ligandumfelesleg esetén kisebb mennyiségben jelenik meg, mint ekvimolaris
oldatban (33. abra).

Nagyobb pH-n, az ammoéniumcsoport deprotonalodasaval kialakul a [NiHL,] ", majd
atfedd 1épésben a két tiolcsoport deprotonalddasaval a [NiH ;L,]*> komplex.
Ezeknek a folyamatoknak a lejatszodasat tamasztjdk ald a deprotonalddasi
folyamatokra jellemd pK értékek. A pK(NiH,L, = NiHL,+H") = IgB(NiH,L,)-
IgB(NIHL,)=7,71 érték az ammoniumcsoport deprotonalddasara, mig a pK(NiHL, =

NiH L, + 2H"uw, = (IgB(NiHL,)-1gB(NiH 1L,))/2=9,0 a tiolcsoportok
deprotonalodasara utal. Ezen 10 -,

- | \ Ni(l1):PheCys=1:10
részecskékkel parhuzamosan £ \ / pH=10,20

[*] \
képz6dik a [NiH ;L] is, de | & \\

. . w5 \
az csak kis mennyiségben | < o 1} Ni(ll):GC:Ac-Cys=1:1:2
‘o, A pH=9,73

jelenik meg.
Ezek alapjan a [NiH,L,], a 0 =
300 i 700
[NIHL,]  és  [NiHL,J* " A (nm)
Ni(I1):ACSSACS=1:2 -

Ni(11):ACSSACS=1:2
H=7,29
komplexekben a 5 | PHT. oH=10,05

koordiniciés mod azonos i ,
34. abra: A Ni(ll):ACSSACS-NH,=1:2 (pH=7,29 és

(NH,NS™ + §7), csak a | 10,05), a Ni(ll):PheCys-NH,=1:10 (pH=10,20) és a
deprotonalodott Ni(Il):GlyCys:Ac-Cys=1:1:2 (pH=9,73) CD-
spektrumai (cL=1-10">M)
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donorcsoportok szama valtozik. Ezt alatamasztja, hogy a ligandumfelesleget
tartalmazo rendszerben a pH ndvelésével a CD-spektrum alakja nem, csak az
intenzitasa valtozik (34. abra).

A koordinaciés mod igazolasahoz kiilonb6zé modellvegyiileteket vizsgaltunk. A
Ni(l1):PheCys = 1:10 aranyu oldatanak 10,2-es pH-n felvett CD-spektruma a [NiH_
1L,]* komplexhez rendelhetd [55]. A PheCys ligandum [NiH_;L,]*" részecskéjében
a koordinaciés méd azonos az ACSSACS-NH, ligandum [NiH_L,]*> komplexével
[161], melyet alatamaszt a két rendszer CD-spektrumanak jo egyezése (34. abra).

A [NiH,L;], a [NiHL,] és [NiH ;L,]* komplexek koordinaciés modjanak tovabbi
igazolasara 9,82 pH-n felvettem a Ni(ll):GlyCys:Ac-Cys=1:1:2 aranya vegyes
ligandumu rendszer CD-spektrumat, valamint elvégeztem a Ni(Il):GlyCys:Ac-
Cys=1:1:1 vegyes ligandumu rendszer pH-potenciometrids vizsgalatat. A kapott
adatokbol meghataroztuk az [NiH ;AB]*" vegyes komplex stabilitasi allandojat: 1gf
= 6,31(8), (M = Ni(ll), A = GlyCys, B = Ac-Cys). Ebben a vegyes komplexben
kialakulé kotésmod szintén jol modellezi az (NH,,N',S™ + S7) koordindciés modot,

ugyanis a keletkez6 komplex kialakuldsdban részt vesz mindkét ligandum

tiolatcsoportja, valamint a GlyCys P—

dipeptid N-terminalis amino- és go,s N i/N‘,/H\fol’ [NIH AR
amidnitrogén donorcsoportja is. A E

Ni(I):GlyCys:Ac-Cys= 1:1:2 LR

rendszerben keletkezd komplexek o

eloszlasat a 35. abra mutatja be. = R

Lathato, hogy pH ~ 10,0 koriil T e ;* —
100%-ban a vegyes komplex van | 5g - oo o: A Ni(I):GlyCys(A):Ac-Cys(B) =
jelen. A Ni(ll)-GlyCys-Ac-Cys | 1:1:2 rendszer részecskeeloszlasi
vegyes ligandumu rendszer | diagramja (cL=0,001 mol/dm’).

spektrumanak alakja és a molaris abszorpciods értékek kozelisége igy alatamasztja,

hogy mindkét tiolatcsoport rész vesz a koordinacidban.
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1 ~Ni(l) — — 1600 A nikkel(Il)-ACSSACS-NH,
= [Ni,L,] L]
:E- 08 /‘* I E 1:1 aranyu rendszer esetében
=Y ! I =<
£ ! A I [NiH_ L] 1200§ fiziologias pH koriil (~6,0-0s és
S 1 / = v ! E A
g '/' \'I | 00~ | 7.5-€s pH kozott) az uralkodd
0,4 - ) I/ ‘\\ komplex a [Ni,L;] dimer
! : 2 \
024 ! Nielsl \ 400 részecske (36. abra), melyben a
» ® / \\
4 “ ligandumok a fémionhoz a
0 . v e . 0
5 6 7 8 9 10 pH 2X(NH,,N",S") donoratomokkal
36. abra: A Ni(ll)-ACSSACS-NH,=1:1 rendszer | tiolathidon keresztiil
részecskeeloszlasi diagramija, illetve a 350 nm- Koordinalnak .
en szamolt molaris abszorpcids koefficiens oordinalnax, cs
értékek (a pottyok) a pH-fliggvényében | ligandumokban 1évo C-
(cL=0,001 M)
terminalis tiolcsoportok még
protonaltak. Ez a koordinaciés mod /\
i a Ni N .S NH
megegyezik a Ni(ll):GlyCys = 1:1 és \ L 2
a Ni(Il):PheCys = 1:1 rendszerekben N,2+
fiziologias pH koriil  kialakuld \
[NizH,sz]z’ Osszetételll komplexek N_
koordinacios modjaval, mely | 37 dbra: Az [Ni,H_,L,]* sematikus
. . . abraja. (L = GlyCys, PheCys)
rendszerek esetében mindkét

fémionhoz egy-egy ligandum (NH,,N",S") koordinacioval kotédik, és a két egység

tiolathidon keresztiil alakitja ki a dimer szerkezetet (37. abra).
Ezt a koordinacidos modot igazolja a Ni(IT): ACSSACS-NH, = 1:1 és a Ni(ll):GlyCys
= 1:1 rendszerek UV-Vis spektrumainak jo egyezése is (24. tdbldzat).

24. tablazat: A Ni(ll) ACSSACS-NH; és GlyCys ligandumokkal alkotott 1:1 aranyt
rendszereinek UV-Vis spektrofotometrias adatai.

atmenet ACSSACS-NH, GlyCys [161]

A & pH A g pH
d—d 457 246 464 285
SONiZ* | 350 970 7,05 344 e 89
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A pH emelésével fokozatosan kialakul a [NiH ;L] komplex, vagyis a dimer

szerkezet atrendez6dik. Ennek a dimer-monomer atalakulasnak a folyamatat jol

38. abra: A Ni(ll):ACSSACS-NH,=1:1 rendszer
pH-fliggs CD-spektrumsorozata (cL=1.0-10> M)

. nyomon lehet kovetni az
T
__S ekvimolaris  rendszer pH-
|
= 1 fiiggd UV-Vis spektrumainak
1 Y 10,90
< - ’ , , .
350 nm-en szamolt molaris
X ’,L 6'/05 A (nm) abszoprcids koefficens
0 - : \
300 E 700 | értékeivel (38. abra). A S
2 —Ni(ll) toltésatviteli  sav
<, - 7,02 intenzitisanak csokkenése

nem parhuzamos a [Nipl;]

komplex mennyiségének

csokkenésével, eltolodik a nagyobb pH felé. Emiatt feltételezheté a [NiH jL,]

komplex megjelenése is, am ezt a részecskét pH-potenciometrias mérések soran
kimutatni nem tudtuk. Tovabba ezt igazolja a Ni(II): ACSSACS-NH, = 1:1 rendszer
pH-fiiggd CD-spektrumsoroztata is (38. abra). A 6,05-6s és 7,02-es pH-n felvett

CD-spektrumok alakja jo egyezésben all egymassal, mivel a vizsgalt pH-

tartomanyban még a dimer szerkezetli [Ni,L,] komplex van jelen. Ett6l jelentésen

eltér az er6sen lugos, 10,90-es pH-n felvett CD-spektrum, ahol feltételezhet6leg mar

csak a monomer szerkezet(i [NiH ;L] részecske van.

A [NiH_;L] mar ~9,0-es pH-t6l az

uralkodo  részecske, melyben a

koordinacio a peptid (NH,,N',S°,S)
donorcsoportjain  keresztiil  valosul
meg ugy, hogy az N-terminalis vég
(NH,,N,S") csoportjai a Ni(ll)-ionhoz
koordinalva kialakitjak a stabil (5,5)-
tagi csatolt kelatrendszert, a C-
terminalis S~ csoport koordinacidja
révén pedig kialakul

meg  egy

makrokelat gytira (39. abra),

o s N

L o

HN M S\)\(
N
H

39. abra: Az ACSSACS-NH, ligandum
[NiH_;L]” komplexe (pH=10,0).
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Ezt a koordinacios modot A4 |
tamasztjak ala a ~10,0-es pH-n I§ __— Ni(11):GC:Ac-Cys=1:1:2
elvégzett CD-spektroszkopias %2 1
<

mérések (40. abra). Korabban Ni(11):HCDLPCGVY-NH,=1:1
mar vizsgaltadk a Ni(I1)-SOD- o S U Y
enzimet modellezd 390 508 ‘/""" A (nm) 700
Ni(Il):HCDLPCGVY -NH, Ni(11):ACSSACS-NH,=1:1

2

rendszert, ¢és megallapitottak, ) o o
40. abra: Az (NH,,N,S,S") koordinacios méd

hogy a pH-potenciometrids | megjelenése a Ni(ll)-ligandum rendszerekben
vizsgalatok soran csak | (pPH~10,0, cL=1,0-107°M)

monokomplexek képzddnek, és a lugos pH-tartoméanyban keletkezé [NiH_;L]*
komplexben a koordinacios moéd (NH,,N,S,S") [162]. Ezen peptid N-terminalis
ciszteinjének pozicioja megegyezik az ACSSACS-NH, peptidben 1évé N-terminalis
Ni(ll):ACSSACS-NH, = 1:1 aranyu rendszer CD-spektrumanak alakja jo
egyezésben all a Ni(I1):HCDLPCGVY-NH, = 1:1 és a Ni(II):GlyCys:Ac-Cys = 1:1:2
aranyu rendszerek CD-spektrumaval. Ennek oka, hogy a kiilonbozé ligandumok
Ni(ll)-ionnal alkotott adott komplexeiben a koordinalodé donorcsoportok azonosak

(25. tablazat), csak kémiai kornyezetiik tér el egymastol.

25. tablazat: A ligandumok Ni(ll)-ionnal alkotott rendszereinek (NH,,N',S,S)
koordinacios modu komplexei ~10,0-es pH koriil.

Vizsgalt rendszer pH Komplex
Ni(Il):ACSSACS-NH,=1:1 ~9,0-10,0 [NiH_;L]
Ni(ll): HCDLPCGVY-NH,=1:1[162] | ~10,0 [NiH_,L]*
Ni(IDGIlyCys(A):Ac-Cys(B)=1:1:2 ~10,0 [NiAH_;B]*

Az [NiH ;L] komplex stabilitasi allanddja nagyobb, mint az ADAAAC-NH; és az
AHAAAC-NH, ligandumok NiH ;L komplexeinek stabilitasi allandoi. Az
AHAAAC-NH; esetében a siknégyzetes szerkezetii [NiH ;L] az uralkodo részecske
7,0-es pH felett, melyben az (NH2N ,Ni,S) koordinacios modot UV-Vis
spektrofotometriaval igazoltak, vagyis hasonloan az ACSSACS-NH, [NiH ;L]
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komplexéhez, az N-terminalis rész (NHp,N ,Nin/S") koordinacidja mellett a C-
terminalis tiolatcsoport is rész vesz a fémion megkotésében.

A Ni(I1):ACSSACS-NH; = 1:1 rendszer lugos oldataban (pH = 9,0-10,0) képzddo
[NiH ;L] komplexében, és a Ni(I[): ACSSACS-NH; = 1:2 gyengén savas pH-n (pH
~6,0-7,0) képz6do [NiH,L,] komplexében azonos donorcsoportok, vagyis az
(NH,,N",S",S") csoportok koordinaljak a fémiont, melyet mind a CD-, mind az UV-

Vis spektrumok alakjanak hasonldsaga alatamaszt (41. abra).

31 3000 .
T T e—  Ni(ll):L=1:2
: Ni(Il):L=1:2 : |' s
% X i(l):L=1: .
%2 h l" \‘/ pH=6,79 % 2000
A
] \
1 4 \ Ni(I1):L=1:1
B \ o Ni(l1):L=1:1 pH=10,02
;N\ pH=9,98 1000 +
/ ‘\ | A (nm)
0 X "1 8 -2l
3¢0 4 0 l 700 | 0 NZ==F
AN G2 0 r r - .
1 ]) Sao’ 300 400 500 600 A (nm) 700
41. abra: A Ni(ll):ACSSACS-NH; (L) 1:2 aranyu (pH~6,7-6,8) rendszer CD- (bal) és
1:1 ardnyu (pH~10,0) rendszer UV-Vis (jobb) spektrumai
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A Ni(ll)-ligandum  2:1
arany rendszerben
fiziologias pH koriil (~5,5-
7,5 pH kozott) az uralkodo
részecske a [Ni,L,] komplex
(42. abra). A pH novelésével

az N-terminalis (NH,,N",S)

és a C-terminalis

(S'N)

donorcsoportok részvételével

fokozatosan kialakul a
kétmagvi [NiH,L,]*
részecske.

A pH tovabbi novelésével
egy
deprotonalodik. fgy az N-
terminalis (NH,,N",S") és a
(S,N,N)

még amidnitrogén

C-terminalis
donorcsoportokon  keresztiil

kialakul @  [NiHsL]

= oL \Ni(ll)
= \ [Ni,H_,L)?
2 4 ; 2 ’
= 08 A [Ni,H_,L]
:0 N
= \ / \ .
o . ’ ,
s 0,6 | \ [leH_zl.] / (S
N e - / \\,’
. ' -
0,4 - [NiL, Y F4 N
N3y \\
.\’/ N \
0,2 4 [NinLz]z’ J ’\\ \‘ ..' ) "
7 ~ .’f//[N'H L]
" bt et NS
5 6 7 8 9 10 PH
368.014 Ni;H4L]>Z  -MS
Int. g 369.012 [NiH_qL]
x10*
6
4 _ 370.010
368.515 369.513}

; | |

370.1511 37|1.009
2000 368,020  369.018 [Ni,C,;H3,Ns01052]%, M=368,020

370.016
368.521 | 369.519

‘ ‘ 370.517 371.015
|

| "
371.0

| J 1 J

368.0 369.0

370.0 372.0 m/z

42. abra: A Ni(ll)-ACSSACS-NH, 2:1 rendszer
részecskeeloszlasi diagramja (fent) (cL=1,0-10"°
mM, pH=10,0) és a [Ni,H_4L]* komplexhez
tartozé MS-spektrum (lent)

komplex, mely 9,0-es pH-n az uralkodo részecske. Erésen ltgos oldatban egy tjabb

amidnitrogén deprotonalddik, kialakitva a [NioH 4L]* részecskét, melynek 1étezését

tomegspektrometrias méréssel is igazoltuk (42. abra).
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A kétmagva komplexek
kialakulasat igazolja az is, hogy a
~9,0-es
Ni(l1):ACSSACS-NH, = 1:2 ¢s

rendszerek CD-

pH-n felvett

1:1 aranya

Ni(l1):L=2:1

2

felvett CD-spektrumai (cL=1,0-10")

43. abra: A Ni(Il):ACSSACS-NH; (L)= 1:2, 1:1
és 2:1 ardnyu rendszerek ~9,0-es pH-n

spektrumaitol jelentdsen eltér a
fémionfelesleget tartalmazo
rendszerben szintén 9,0-es pH-n
felvett, CD-spektrum (43. abra).

Osszevetve az ACSSACS-NH,,

az AHAAAC-NH,

¢s az ADAAAC-NH,

ligandumok  Ni(ll)-komplexeinek

stabilitasat, egyértelmiien a két tiolatcsoportot tartalmazoé ligandum esetében

képz6dnek a legstabilabb komplexek. Ezt jol szemlélteti a 44. abra, ahol a
Ni(Il):ACSSACS-NH,:AHAAAC-NH,:ADAAAC-NH, = 1:1:1:1 aranyt rendszer

predominancia gorbéi | 11
lathatoak. A hisztidint és | g
t ’
ciszteint tartalmazo | 2
‘§O,6
ligandumok kisebb stabilitast
0,4
komplexet  képeznek. A
tiolatcsoport mellett karboxilat 0,2
donorcsoportot tartalmazo 0
ligandum Ni(ll)-komplexei
pedig  elhanyagolhatoak a
masik két rendszerhez képest

Ni(l1) ACSSACS-NH

AHAAAC-NH,

--" S.  ADAAAC-NH,
- - P

7 e

C *

44. dabra: A Ni(ll):L=1:1 ardnyd rendszerek
komplexeinek
=ACSSACS-NH,, AHAAAC-NH, és ADAAAC-NH,)

6 7 8 9

részecskeeloszlasi gorbéi (L

(44. abra).
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4.3.3. Az SSCSSACS-NH, peptid

4.3.3.1. A ligandum Pb(11)-komplexei

A Pb(I1):SSCSSACS-NH,=1:2, 1:1,5 és 1:1 aranyt rendszerek pH-potenciometrias

vizsgalatat végeztilk el, melyek soran csapadékképzédést nem tapasztaltunk. A

harmadik helyen ciszteint tartalmazo oktapeptid o6lom(Il)ion komplexeinek

vizsgalatat kiegészitettiik a kadmium(II)-, cink(ll)- és nikkel(Il)ion komplexeinek

vizsgalataval. Az els6 harom fémionnal alkotott komplexek stabilitasi allandoinak

értékeit a 26. tabldzat tartalmazza.

26. tabldazat: Az SSCSSACS-NH, dlom(1)-, kadmium(ll)- és cink(Il)komplexeinek
stabilitasi allandoi (T = 298 K, I = 0,20 M KNQOs)

Pb(11) Cd(1) Zn(11)

[MHL] 17,76(1) 18,15(2) 15,56(2)
[ML] 10,66(3) 11,77(5) 8,54(6)
[MH_,L] 1,41(4) 1,69(5) 0,61(3)
[MH_,L]* —9,53(4)
[M,HsLs]" 56,6(2)
[MH,L,] 31,61(6) 30,69(3)
[MHL,] 24,04(7) 26,61(7)
[ML,]* 15,89(6) 17,6(1) 16,60(6)
pK(MHL/ML) 7,10 6,38 7,02
pK(ML/MH_;L) 9,25 10,08 7,93
pK(MH,L,/MHL,) 7,57 7,04
pK(MHL,/ML,) 8,15 8,97
Ig(K4/Ky)" 391 0,43
Ig(K./Ko) 5,43 5,94 0,48

. 1 11.Pb(D [PbHLY

Eo,s =08 - // ™

b= = / -

."—3 0,6 £ 0,6 - o [PBLJ*

s S :

044/ pb) E 04 [PbelL.]._"
0,2 \ 0,2
0 - 0

4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 pH 10,0

9 pH 10

45. abra: Az 6lom(l1):SSCSSACS-NH, = 1:1 (bal) és 1:2 (jobb) aranyl rendszer
komplexeinek koncentracid eloszlasi gérbéje (cL= 5 mM)
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Az Pb(Il)-komplexek Osszetétele és a komplexképzédési folyamatok gyakorlatilag
megegyeznek az Pb(I1)-ACSSACS-NH, rendszerrel, mono- és biszkomplexek is
képz6dnek (45. abra).

Az [PbHL]" komplexben a két cisztein oldallanc tiolatcsoportja koordinalodik az
6lom(Il)ionhoz, a terminalis aminocsoport pedig protonalt formaban van jelen,

melyet 'H-*C HSQC spektrummal is bizonyitottuk (46. dbra).

A
]
- 3
-CH; (Cys) [PbHL]" o -CH, (Cys) | a
@) '8
-CH (Ser, N-term.)
o
-CH; (Ser, N-term.) | -
- / | @
i pr M 3
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

46. abra: Az SSCSSACS-NH, ligandum (piros) és az [PbHL]* komplex
(kék) *H-"*C HSQC spektruma (pH = 5,4)

szabad ligandum ¢és az Pb(Il):ligandum rendszer spektrumat pH=5,0-n rogzitettiik,

ahol utobbinal az [PbHL]" az uralkodé részecske.

Az Olom(Il)ion hozzdadasaval az N-terminalis szerin -CH, és -CH csoportok
keresztcsucsainak pozicidja nem valtozik a szabad liganduméhoz képest, ami
alatamasztja, hogy a ligandum termindlis ammoéniumcsoportja nem koordinalodik az
[PbHL]" komplexben.

Ezzel szemben a cisztein metiléncsoportjanak keresztcsticsa szignifikansan
eltolodik, ami bizonyitja mindkét tiolatcsoport 6lom(Il)ionhoz vald koordinaciojat.
A pH emelésével a 'H NMR spektrumokban a szabad ligandumhoz képest kis
kiilonbség figyelhetd meg az N-terminalis szerin -CH jelének eltolodasaban,

melynek alapjan nem zarhato ki az -NH, csoport gyenge kdlcsonhatasa.
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Az SSCSSACS-NH, és az ACSSACS-NH; komplexeinek spektralis paraméterei

nagyon hasonlitanak egymasra . 1,

(22. tablazat), szintén «E -

alatamasztva a (S,S) g

koordinéciés modot az [PHL]" |

és [PbL] részecskékben, és a 04 1

(5,5)+S  koordinaciés modot o |

a biszkomplexekben. Ez a

koordiniciés moéd stabilizilia a | 250 - T —
komplexeket, €s | 47. abra: Az 6lom(Il)-SSCSSACS-NH, rendszer

adott komplexeinek UV spektrumai. a:
. . [PbHL]* (1:1 ardny, pH=5,6), b: [PbL] (1:1
hidrolizisét. ardny, pH=7,7), c [PbH4 L] (1:1 ardany,

Az SSCSSACS-NH; kiilénbozé pH=11,0), d: [PbL,]* (1:2 fémion-ligandum
arany, pH=9,1).

megakadalyozza a  fémion

komplexeire jellemez6

spektrumok a 47. abran lathatéak. A pH ~10,0 ekvimolaris oldatban vegyes
hidroxidokomplex képzodik.
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4.3.3.2. A ligandum Cd(11)- és Zn(11)-komplexei

A Cd(I)- és Zn(I1):SSCSSACS-NH, rendszer komplexeinek Osszetétele nagyon

hasonlit az Pb(Il)-iont tartalmazo
rendszerhez. Az egyetlen kiillonbség
a Cd(I1):SSCSSACS-NH, rendszer
[CdaHsLs]”
komplexének kialakulasa (48. abra).

polinuklearis
A részletes vizsgalatok viszont
egyéb eltéréseket is mutatnak az
ugyanolyan Osszetételi komplexek
koordinacios modjai kdzott.

A monokomplexek esetében mindkét

tiolatcsoport koordinalédik mind a

{ ol
=}

[Cd HsLsF

Moltért [Cd(N)]
G °
o )

e
IS

o
N

4,0 5,0 6,0

48. abra: A Cd(l1):SSCSSACS-NH, =
aranyu rendszer komplexeinek részecske
eloszlasi gorbéje (cL= 5 mM).

7,0 8,0 9,0PH 10,0

1:2

kadmium(Il)ionhoz, mind pedig a cink(Il)ionhoz. A pK(CdHL/CdL) érték (26.

J\MLJ; \M«J\-, M,JL JL -y
—_— = 7*‘ :»1.5
%* % CH(ser, N-term.’)_ /° 20
| . 35
-CH (Cys) -

é'@b e~ 3
é/m
45 40 35 30
2 (ppm)

49. abra: Az SSCSSACS-NH, ligandumnak (piros) és a
ligandum [CdL] komplexének (lila) *H-'H COSY NMR

spektruma (pH=8,5)

@ |

1.5 1.0

tablazar) kisebb, mint
a szabad ligandum
pPKamino €rtéke, ami a
terminalis
aminocsoport gyenge
kolcsonhatasara utal.
A ligandum, valamint
a Cd(l1):SSCSSACS-
NH,
oldatban pH 8,5-nél
felvett 'H-'H COSY

spektrumok

ekvimolaris

szintén

megerositik a

feltételezett k6tésmodot, ugyanis a fémion jelenléte jelentds valtozast okoz a cisztein

-CH, csoportjanak dublettjeiben (49. abra). Ezek a jelek a legérzékenyebbek a

peptid tiolcsoportjanak deprotonalddasara és koordinacidjara. Emellett ezen a pH-n
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mar az N-terminalis szerin -CH protonjanak jelénél is tapasztalhatdo egy kisebb
mértékii eltolodas.

Az ACSSACS-NH; Cd(ll)- és Zn(II)-komplexeihez hasonléan 4S~ koordinacidju
Cd(IN- és Zn(IT)-biszkomplexek képzédnek, ami eltéré az Pb(11):SSCSSACS-NH,
rendszerben képz6dé biszkomplexektol.

A mono- és biszkomplexekben a két, illetve négy tiolatcsoport koordinaciojat UV-
spektrofotometrias mérésekkel is alatamasztottuk. A szabad ligandumot tartalmazo
oldatnak és a Cd(II):SSCSSACS-NH, = 1:2 aranyt rendszer oldatanak

50000 A~
€ q
40000 {1 »%..

30000 A

spektrumsorozata azt mutatja,

hogy mind a szabad ligandum

deprotonalodasat, mind pedig a

CdH LI\ "~ [CdL,)> . (.
i e ’ Cd(I)-komplexek kialakulasat
20000 'y .~ .
\: egy a 230-240  nm
i hullamhossztartomanyban
0 it - - P megjelend UV-sav kiséri.
210 230 250 270 A (nm) 290

50. abra: A Cd(Il):SSCSSACS-NH, rendszer | *  ligandum  deprotonalt

komplexeinek szamitott egyedi UV-spektrumai | formdjanak ¢és a kiilonbozo

kadmium(Il)komplexeknek az egyedi spektrumait a PSEQUAD programmal
szamoltuk ki (50. abra).
Az UV spektroszkopias mérések alapjan szamitott molaris abszorpcios

koefficienseket a 27. tdbldzatba gyljtottem Gssze, kiegészitve néhany 6sszehasonlito

adattal.
27. tablazat: A ligandumok Cd(I1)-komplexeinek UV spektroszkopids paraméterei.
részecskék SSCSSACS-NH; ADAAAC-NH,[146]
Amax (NM) € (M71 i Cmil) Amax (NM) € (Mil . Cmil)
L* 232 12000 232 6400
[CdHL]" 238 9300 232 5000
[CdL] 238 8800 232 5200
[CdH L] 238 11600 232 5300
[Cd,HsLs]" 238 43000
[CdH,L,] 232 9000
[CdHL,] 238 24700 232 11300
[CdL,]* 238 22200 232 10700
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Az SSCSSACS-NH, ligandum molaris abszorpcios koefficiens értéke kozel all a
monokomplexekre jellemzd értékekhez, a biszkomplexekre kapott paraméterek
viszont kétszeresei a szabad ligandum molaris abszorpcidés koefficienshez
viszonyitva. Mind a szabad ligandum, mind pedig a mono- és biszkomplexek UV
spektroszkopids paraméterei 0sszhangban vannak a korabban mar vizsgalt, egy
ciszteint tartalmazo6 ADAAAC-NH; hexapeptid értékeivel [146] (27. tdbldzat), ahol
a 2S koordinalt kadmium(II)komplexek molaris abszorpcios koefficiensei 9000 €s
11300 M*-cm* tartomanyba esnek.

A Cd(I)-SSCSSACS-NH, rendszerben a mono- és biszkomplexeken kiviil
polinuklearis részecskéket is leirtunk. Ezekben a részecskékben a tiolatcsoport
hidligandumként viselkedik. A polinuklearis részecskék keletkezését korabban mar
szamos cisztein és penicillamin szarmazék jelenlétében bizonyitottak, mint példaul a
Cys-OMe, Ac-Cys és Ac-Pen ligandumok komplexeiben is [140]. Az oktapeptid
esetében a polinuklearis komplexek kialakuldsat egyrészt UV spektroszkopias
mérésekkel tamasztottuk ald. Lathatdo a 26. tabldzatban, hogy a [Cd,HsLs]"
részecskékhez igen nagy molaris abszorpcids koefficiens tartozik, ami a
polinuklearis szerkezetre utal. Masrészt hasonld kovetkezetések vonhatoak le a
Cd(11):SSCSSACS-NH, = 1:2 aranyu rendszerének ‘H NMR spektrumai alapjan is.
A pH=5,0-6n felvett spektrumban a két cisztein metilén protonjaihoz két jel tartozik:
a 2,96 ppm-nél 1évo, €lesebb csucs a nem-koordinalt ciszteinnek felel meg, mig a
3,12 ppm-nél 1évo széles csucs a koordinalt cisztein -CH, csoportjahoz tartozik. Ez
azt jelenti, hogy a komplexben a Cd(ll)-ligandum arany kisebb, mint 1:2, ami

Osszhangban van a polimer komplexben kialakulé Cd(Il)-ligandum 1:1,5 arannyal.
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4.3.3.3. A ligandum Ni(11)-komplexei

A Ni(I1):SSCSSACS-NHj; rendszer vizsgalata soran elvégeztikk az 1:2, az 1:1 és a
2:1 fémion-ligandum ardnyt oldatok pH-potenciometrids és spektroszkopias
méréseit iS. Csapadék egyik esetben sem valt ki a vizsgalt pH-tartomanyban
(pH~3,0-11,0), az oldat szine ~5,5-6s pH-tdl kezd6déen sargas, majd lagos pH-n
sargasbarna szintivé alakult. Az SSCSSACS-NH, nikkel(ll)komplexeinek stabilitasi
allandoit a 28. tdbldzat tartalmazza. A tiblazatba bekeriiltek 6sszehasonlitasképpen a
GlyGlyCys és az AlaAlaCys ligandum nikkel(11)komplexeinek irodalmi adatai is.

28. tablazat: A ligandumok nikkel(ID)komplexeinek stabilitasi dllandoi (T = 298 K, |
= 0,20 M KCI)

GGC AAC

komplexek SSCSACS-NH, 73] | [55]

Igf koordindcios mod lgp lgf
[NiHL]" 13,67 13,6
[NiL] 8,89(4) (NH,;,N,S")
[NiH_L]™ | 2,14(6) (NH;,N",N",S)
INIHLLT: | =6,13(15)  (NH,NSN-S) 536 | -447
[NioH sL]* | -22,62(60)  (NHo,N",N-,S) + (S, NNSN)

A Ni(Il):SSCSSACS-NH; = 1:1 fémion-ligandum aranyt rendszerekben savas pH-
tartomanyban (~5,2-5,6 pH koriil) képzddik a [NiL] komplex, melyben a fémionhoz

a ligandum az (NH3,N",S") donorcsoportokon keresztiil koordinalodik. Ezzel szinte

1 4 0,3 -
= A
208 [NiH_,L]
= AL~
:50’6 [N|L] . . [NiH,z‘L]Z_ 012 B
3 -~ D
=
0,4 A
/ 0,1 -
[}
024 / . .
P . .
I DA NG S ) e
5,2 6,2 7,2 8,2 pH 92 200 300 400 500 700
51. abra: A Ni(ll)-SSCSSACS-NH, ekvimolaris rendszer részecskeeloszlasi
diagramija (bal) és pH-fliggé UV-Vis spektrumsorozata (jobb) (c, = 1,0 mM)

parhuzamosan alakul ki a [NiH ;L] komplex is (51. abra), ahol a ligandumban a
masodik amidnitrogén is deprotonalodik. igy a koordinacios méd az (NH,N",N-,S)

donorcsoportokon keresztiil valosul meg. Ezen komplex szerkezete stabilisabb, mint
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a [NiL] komplexé, mivel a donoratomok telitik a Ni(II)-ion koordinacios szférajat. A
komplexekben az aminocsoport tolti be a horgonycsoport szerepét, a ligandum C-
terminalishoz kozeli tiolcsoportja még protonalt. A komplexek siknégyzetes
szerkezetliek, melyre a siknégyzetes nikkel(Il)komplexekre jellemz6 sargas oldat
elektrongerjesztési szinképébdl is kovetkeztethetink. A [NiH ;L] komplex
képzodésével parhuzamosan né a 426 nm hullamhosszisaghoz tartoz6 abszorbcios
csucs, melynek maximumat 8,05-6s pH-n éri el, ahol az (NH;N ,N.,S)
koordinacids modu [NiH;L] és a [NiH_,L]> komplexek vannak jelen.

A [NiH_,L]* és a [NiH ;L] komplexek koordinaciés modja azonos, kiilonbség csak
a C-terminalis tiolcsoport protonaltsagi fokaban van. A pK(NiH_j;L/NiH_,L) = 8,55
értéke kozel azonos a szabad ligandum tiolcsoportjara jellemz6 pK értékek atlagaval
(8,45), ami alatamasztja azt, hogy a komplexképzédésben a C-terminalis
tiolatcsoport nem vesz részt.

A 8,05-6s pH-n a 423 nm-en szamolt Molaris abszorbcids tényez6é 323,6 M 'cm™*
értékli. Ez a sav a felhasadt d-palyak kozotti elektronatmenetnek felel meg (d-d
atmenet). Osszehasonlitva az SSCSSACS-NH, és a GGC, illetve AAC ligandumok
[NiH_,L]* komplexeinek UV-Vis spektralis adatait (29. tabldzat), az értékek kozel
allnak egymashoz, mely alatamasztja az (NH,,N",N",S") koordinaciés modot.

29. tdbldzat: A ligandumok [NiH_,L]* komplexeinek UV-Vis spektrdlis adatai. (fém
: ligandum =1:1 ardny)

SSCSSACS-NH, GGC [73] AAC [55]
A I3 A € A €
(m) ™M'em?) | (cim) ™M'em?) | (nm) M 'cm™)
d-d atmenet 536 55 520 124
d-d atmenet 426 320 410 336 422 330
SN 334 230 335 304
toltésatvitel
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Az UV-Vis spektrofotometria mellett a CD-spektroszkopias vizsgalatok is

2 —
T Ni(I1):GACAAH=1:1
j- pH=9,57
S1
L

A (nm)

300 400
g 4
Ni(11):SSCSSACS=1:1
. pH=7,57

52. abra: A GACAAH-NH, és az SSCSSACS-NH,
peptidek Ni(ll)-iont tartalmazé ekvimolaris
oldaténak CD-spektrumai (cL~1,0-10 M)

egyértelmiien  alatamasztjak,
hogy amig a C-terminalis

tiolcsoport protonalt, addig a

kotdhelyet az  N-terminalis
(NH,,N",N",S) donor-
csoportok jelentik. Ezt
bizonyitja az is, hogy a
korabban vizsgalt

Ni(ll):GACAAH-NH,
(NH,,N",N",S")  koordinacios

modu [NiH_;L] komplexének

9,57-es pH-n felvett CD-spektruma [163] gyakorlatilag megegyezik a Ni(ll)-
SSCSSACS-NH; rendszer [NiH ;L] komplexének CD-spektrumaval (52. abra).

A koordinaciomodok tovabbi igazolasira NMR spektroszkopias vizsgalatokat

2X Cys—-CH, Ala-CH,
L"x’k\v fJW l“*.."l'(*.ﬂ:\ e = " IL“\.\
s M ;‘.‘ " \‘,)\_ S W 5, V.
g " i ™
’% . ..» o ¢V 2.5
J - =
-;\;__ -~ ?ﬁ ™ o 3‘0?;
g - . o
ﬁ_q‘,j = iR e — '
=8 - ()
= & i a5
45 40 35 —T0 2.5 1.5
f2 (ppm)
53. abra: Az SSCSSACS-NH, ligandum (piros) és a
[NiH_,L]* komplex (zold) H-"H COSY spektruma
(pH=10,1)

végeztiink. Az 53. abra az
ekvimolaris oldatban
pH=10,1-nél felvett 'H-'H
COSY NMR
be,

ekvimolaris

spektrumot

mutatja ahol  mar
oldatban is
[NiHL]*

komplex mellett a kétmagva

megjelenik a

részecske. A 2D spektrum

segitségével azonositani

tudtuk a legtobb jelet, am az Ot szerin aminosavbol négynek azonos a kémiai

kornyezete, igy csak az 6todik, N-terminalis szerin -CH, és -CH csoportjait tudtuk

egyértelmiien asszignalni. Mig a szabad ligandum spektrumaban az N-terminalis

szerin -CHj; csoportjat kivéve a tobbi szerin -CH, és -CH jelei egy multiplett jelként

jelennek meg, addig a nikkel(Il)iont is tartalmazé rendszerben egy masik szerin -
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CHj; és -CH jelei is eltolodnak. Ez alatamasztja azt, hogy a komplex kialakulasaban
részt vesz az N-terminalis rész is.
Ugyanakkor a komplexben talalhaté mindkét cisztein aminosav tiolcsoportjanak
jelei felhasadnak, illetve eltolodnak a szabad ligandum jeleihez képest, melynek
értekeit a 30. tabldzat tartalmazza.
30. tdbldzat: az SSCSSACS-NH, ligandum és a L-Ni(ll)=1:1 ardnyii rendszer *H

NMR spektrumaiban lévé Cys -CH, jeleinek eltolédasa a pH fiiggvényében (¢,=0,05
mol/dm?®, T = 298 K)

SSCSSACS-NH, SSCSSACS-NH; : Ni(ll) = 1:1
pH eltolodas (ppm) pH eltolodas (ppm)
53 2,95 és 3,21 6,1 3,02; 3,23 és 3,31
8,0 2,90 8,0 2,41; 2,84; 3,06 és 3,30
10,2 2,86 és 2,87 10,2 2,42; 2,83; 3,06 és 3,31

Ezt a felhasadast és eltolodast az egymagvu és kétmagvi komplexek jelenléte
okozza. Szintén a kétmagvi komplex jelenlétét tamasztja ala az, hogy a Ni(ll)-iont
tartalmazo rendszer "H NMR spektruméban az alanin -CH; jele nem csak eltolodik,
hanem fel is hasad a szabad ligandum jelével ellentétben, mely a két kiilonb6z6
koordinacios modi komplexhez tartozik.

Az [NiH ;L] és [NiH ,L]* komplexek feltételezett szerkezete a 54. Abran lathato.

ALY %M”
f

HO'

54. dbra: Az SSCSSACS-NH, ligandum [NiH_,L]” és [NiH_,L]*
komplexeinek szerkezeti dbraja.
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= [Ni(n - TNH_L
=08 /
Z
;%_:0,6
5
=

04

0,2

0 T T T

5 6 7 8 pH

55. abra: A Ni(ll):SSCSSACS-NH,=2:1

rendszer részecskeeloszldsi diagramja
(cL=6,0-10"*M).

Nikkell(Il)ion felesleget
oldatban ~ 8,0-as pH-n kialakul a
[NiH L]

melyben a ligandum N- terminalis és a

tartalmazo

kétmagvu komplex,

C-terminalis donorcsoportjai is
egy-egy Ni(ll)-iont
és  (S,N,N,N)

Ahogy a

megkdtnek
(NH;,N",N",S)
donoratomokkal.

részecskeeloszlasi diagram is mutatja

(55. abra), ez az uralkodo részecske a

lagos pH-tartomanyban, ahol a nikkel(IT)ion koordinacios szféraja telitett.

Az 56. abran lathato [Ni,HsL]*
komplex feltételezett szerkezete.

Az 57. lathatébak  a
Ni(I1):SSCSSACS-NH,=1:2, 1:1 és 2:1

aranyt rendszerek ~8,0-as pH-n felvett

abran

CD-spektrumai, amelyek azt tiikrozik,
hogy a Ni(ll):ligandum=1:2 ¢és 1:1

rendszerek spektrumai kozel azonosak,

mivel ennél a két aranynal az uralkodd

NH,

OH

W T
S da (S

56. abra: Az SSCSSACS NH, Ilgandum
[Ni,H_sL]*” komplexének szerkezete.

2 Ni(l1):L = 1:1

57. abra: A Ni(ll)-SSCSSACS-NH, (L) kulonbo6z6
aranyu rendszerek ~8,0-as pH-n detektdlt CD-

spektrumai

részecske a [NiH_;L]

komplex. Ezekhez képest a
nikkel(1l)ion

tartalmazo

Ez

felesleget
oldat spektruma
eltér. megerdsiti  a
kétmagvu komplexek jelenlétét
a fémion felesleget tartalmazo

oldatban.
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5. OSSZEFOGLALAS

Az ¢él6 szervezetekben bizonyos fémionok, példaul a cink(Il)ion létfontossagu
szerepet tolt be akar az enzimaktivalasban, a redoxireakciokban, vagy éppen a
szerkezetalakitasban. Egyes fémionokhoz, koztiik a nikkel(I)ionhoz az emberi
szervezetben nem tarsitottak létfontossagi szerepet, de mikroorganizmusokban,
baktériumokban szamos enzim sziikséges alkotoeleme (pl. Ni-SOD enzim, CO-
dehidrogenaz, ureaz enzim...), igy nem zarhato ki, hogy nagyon kis koncentracioban
akar az emberi szervezetben is lehet 1étfontossagu szerepe. Ezzel szemben bizonyos
fémionokat, mint példaul az 6lom(Il)- és kadmium(II)iont a toxikus fémionok kozé
soroljuk. Ezek képesek kiszoritani és helyettesiteni a 1étfontossagli fémionokat,
meggatolva, illetve megvaltoztatva azok funkcidjat.

Célom volt olyan kistagszamu, valtozatos donorcsoportokat tartalmazé peptidek
6lom(Il)-, kadmium(ll)-, nikkel(l)- és cink(II) rendszereinek szisztematikus
vizsgalata, mely soran feltérképezziik a toxikus, létfontossagu, és biologiailag
»semleges” fémionok koordinacids kémiajat, ami lehetdséget ad az Pb(Il), illetve
Cd(1I) szelektiv megkotésére alkalmas peptidek szekvencidjanak tervezésére.

fgy munkdm soran olyan peptideket vizsgaltam, melyek donorcsoportjaik
(karboxilat-, tiolat- és aminocsoport) révén képesek megkotni a toxikus fémionokat
(az Pb(I)- és Cd(ID-iont). A vizsgalt peptideket harom csoportba oszthatjuk:
aszparaginsav-tartalma peptidek, cisztein-tartalm peptidek, és N-terminalisan
védett, cisztein-tartalmu peptidek. Egyes peptidek esetében pedig kontrollként
vizsgaltam azok Zn(11)- és Ni(ll)-ion megkotoképességét.

Kutatasom elso részében azt vizsgaltam, hogy az oldallancbeli karboxilatcsoportok
hogyan befolyasoljak a kistagszamu peptidek (di-, tri- és tetrapeptidek) élom(II)ion
megkotd képességét. Ennek soran a GlyAsp, az AspAsp, az AspAspAsp és az
AspAspAspAsp Pb(l1)-ionnal alkotott komplexeit tanulmanyoztam.
Megallapitottam, hogy minden esetben csak 1:1 &sszetételii, mononuklearis
komplexek keletkeztek, biszkomplexet kimutatni nagy ligandumfelesleg esetén sem
tudtunk. A protonalt részecskékben csak az O-donoratomok vesznek részt, mig az

[PbL] komplexben mar az N-terminalis aminocsoport is koordinalja a fémiont. A
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komplexek stabilitasi allandoibol  egyértelmiien megallapitottuk, hogy a
karboxilatcsoportok szamanak novekedésével a keletkezd komplexek stabilitasa is
novekedik. Ezen peptidek komplexeinek stabilitdsat Osszehasonlitva a
kutatocsoportunkban korabban mar vizsgalt fémionokkal, megallapithatjuk, hogy a
legnagyobb stabilitast komplexeket a Cu(Il) és Ni(I) képzi. Az Pb(Il)-, a Zn(ll)-,
illetve a Co(ll)-ionok kozel azonos stabilitassal alakitanak ki komplexeket, mig a
vizsgalt fémionok koziil a Cd(I)-ionnal alakulnak ki a legkisebb stabilitasa
komplexek. Ezek alapjan a stabilitasi sorrend a kovetkez6é: Cu(ll) > Ni(Il) > Pb(ll) ~
Zn(11) ~ Co(11) > Cd(II).

Kutatbomunkamat a cisztein-tartalma peptidek olom(IT)komplexeinek vizsgalataval
folytattam, tobb esetben kiegészitve a Ni(Il)-, Cd(ll)- és Zn(II)-komplexek
vizsgalataval. A vizsgalt peptidek elsé csoportjat az egy- és két ciszteint tartalmazo
N-terminalisan védett peptidek (Ac-AAAC-NH,, Ac-SAAC-NH,, Ac-CGAD-NH,,
Ac-CGAH-NH,, Ac-CGAK-NH,, Ac-SCCS-NH,, Ac-CSC-NH,, Ac-CGSC-NH,,
Ac-CSSC-NH; és Ac-CSSACS-NHy) jelentették. Célunk volt feltérképezni azt, hogy
a kiilonbozé kérnyezetli egy- vagy tobb ciszteint tartalmazo peptideknek hogyan
valtozik a fémionmegkoté képessége, mely modellként hasznalhaté a nagyobb
tagszamu cisztein-tartalma peptidek komplexképzddésének vizsgalatahoz.
Megallapitottam, hogy az egy ciszteint tartalmazd peptidek 6lom(II)komplexeiben
csak a tiolatcsoport vesz részt a koordinacidban, még akkor is, ha a ligandumban
mas donoratomot tartalmazé aminosav (lizin vagy hisztidin) is talalhato. Néhany
esetben kialakulnak a biszkomplexek is, sé6t triszkomplexek képzddése sem zarhatd
ki. A komplexek jellemz6en polimer szerkezetiiek, melyet a fotometrias vizsgalatok
egyértelmiien alatamasztanak, az UV-spektrumokban megjelennek a két-, illetve
harom koordinalt kénatomra jellemz06 abszorpcidés maximumok.

Amennyiben a peptidben két cisztein is talalhato, gy mindkét aminosav
tiolatcsoportja részt vesz a komplexképzodésben. Biszkomplex képzddését csak az
Ac-SCCS-NH; ligandum esetében feltételeztiink, de egyik esetben sem zarhatjuk ki
a polimer szerkezetli komplexek jelenlétét sem.

Az egy- és két ciszteint tartalmazoé peptidek olom(Il)komplexeire vonatkozdé pM

értékekbdl (c,=1-10"° M, cy=1-10° M, pH=7,4) egyértelmiien latszik, hogy a két
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ciszteint tartalmazo peptidek sokkal er6sebben kotik meg az 6lom(Il)iont, mint az
egy ciszteint, illetve az egy ciszteint és egy masik donorcsoportot is tartalmazo N-
terminalisan védett peptidek.

Az Ac-SAAC-NH,, az Ac-AAAC-NH,, és az Ac-CSSACS-NH, peptidek Cd(ll)- és
Zn(I)-ionnal minden esetben bisz- vagy triszkomplexeket képeznek, am Ni(ll)-ion
jelenlétében csak monokomplexek alakulnak ki. A triszkomplexek megjelenésére
csak a spektrofotometrias adatokbol tudtunk kovetkeztetni. A nikkel(ll)ion szamara
szintén a cisztein tiolatcsoportja a horgonycsoport, de ebben az esetben a Ni(ll)
képes az amidnitrogének deprotonalodasat eldsegiteni, igy ~11,0-es pH felett mar a
(SN ,N",N") koordinaciés mod a jellemzO. A két ciszteint tartalmazé peptidek
esetén a [NiH_,L]* komplexben az egy ciszteint tartalmazo peptidekkel ellenben a
koordinacio az (S,N,N,S) donorcsoportokon keresztiil valésul meg, és csak
nagyobb pH-n, a [NiHL]* kialakulasaval 1ép ki az egyik kén donoratom a
koordinacios szférabol. A kapott eredményeket a CD-spektroszkdpids mérések
egyértelmiien alatdmasztjak.

A kutatasom harmadik részébe a szabad N-terminalisa -CXXXC- motivumua
CSSACS-NH,;, ACSSACS-NH, és SSCSSACS-NH, peptidek Pb(ll)- és Ni(II)-
ionnal alkotott komplexeinek vizsgalatai tartoznak. Az oktapeptid esetében a
vizsgalatokat kiterjesztettitk a Cd(Il)- és Zn(II)-ionokra is.

Az d6lom(Il)ion nagy stabilitasi komplexeket képez mindharom oligopeptiddel, a
komplexek Osszetétele igen hasonld egymashoz mindharom esetben, am a
koordinacios modokban vannak eltérések. A CSSACS-NH, peptid [PbL]
komplexének stabilitisa hagyobb a masik két peptid [PbL] komplexének
stabilitasahoz képest, ami a ligandum stabil haromfogii koordinacidjanak
koszonhetéen. Ha a —CXXXC- szekvencia tavolabb van a molekula N-terminalis
részétél, az (S,S) donoratom a f6 kotéhely és az N-terminalis aminocsoport
koordinacioban valo részvétele jelentdsen lecsokken, vagy akar elhanyagolhatd. A
biszkomplexek kialakulasat csak az ACSSACS-NH, és az SSCSSACS-NH;
peptidek esetében figyeltik meg. A legfébb kiilonbség ezen biszligandum
komplexek kozott az, hogy az Pb(ll)-ionhoz 3S donoratomokon keresztiil
koordinaldodik a ligandum, mig a Cd(Il) és Zn(Il) esetében a CdH,L, és a ZnH,L,
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komplexekre a 2x(S",S") (x = 0-2) koordinaciés méd a jellemzd, melyre magyarazat
a kialakul6 komplexek eltérd geometriaja.

Ni(Il)-iont tartalmazo6 rendszerben a CSSACS-NH, peptid esetén csapadékképzddés
miatt pH-potenciometrids modszerrel csak a [NiH,L,] komplexet tudtuk
meghatarozni, melyben a koordinacios mod: 2X(NH.S). A hig oldatok
spektrofotometrias vizsgalata ugyanakkor azt is tiikrozte, hogy a masodik cisztein
tiolcsoportjanak deprotondlodaséval parhuzamosan polimer szerkezetli komplexek is
képzddnek. A hig oldatok CD-spektroszkopids vizsgalata pedig azt igazolta, hogy
erésen lugos pH-tartomanyban a C-terminalis cisztein lesz a f6 kot6hely a Ni(Il)-ion
szamara és (S,N,N,S) vagy (N,N,N,S") koordinaciés moda komplexek
képzddnek.

Az ACSSACS-NH, ligandumban az N-terminalis rész a f6 kot6hely a Ni(ll)-ion
szdmara, a fémiont az (NH,N',S") donorcsoportok koordinaljak. Ezzel a
koordinacioval azonban nem telitddik a Ni(II)-ion koordiniciés szféraja. gy
ligandumfelesleg esetén biszkomplex képzddik, ahol a masodik ligandum a
tiolatcsoport kén donoratomjan keresztiil teliti a fémion koordinacios szférajat, mig
ekvimolaris oldatban két (NH,,N',S") koordinalta egység kapcsolodik tiolathidon
keresztiil dimer szerkezetli komplexek kialakulasaval. Lugos pH-tartomanyban a C-
terminalis rész tiolcsoportjanak deprotonalodasat kdvetden ez a csoport teliti a Ni(Il)
koordinacios szférajat, megbontva a ligandumfelesleg jelenlétében kialakuld
biszkomplexet, illetve az ekvimolaris oldatban képzddott dimer szerkezeti
komplexeket. Fémion felesleg jelenlétében az ACSSACS-NH, és az SSCSSACS-
NH; peptideknél is mind az N-termindalis rész, mind a C-terminalis tiolatcsoport
kotohelyet jelentenek a fémionok szamara, igy lehet6ség van kétmagvi komplexek
képzodésére. Amennyiben a tiolatcsoport a harmadik helyen van, szintén az N-
terminalis rész az elsddleges kotéhely a Ni(Il)-ion szamara, és az (NHp,N,N',S")
donorcsoportok telitik a Ni(II) koordinacios szférajat, igy széles pH-tartomanyban
az egymagvu [NiH ;L] komplex az uralkodd részecske. Ugyanakkor az oktapeptid
esetén 9-es pH folott ekvimolaris oldatban is jelentds mennyiségben megjelenik a

kétmagvu részecske.
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Osszességében megallapithatjuk, hogy a két ciszteint tartalmazo peptidek nagy
stabilitassal kotik az Pb(II) és Cd(I)-ionokat. A kistagszamu védett peptidek
azonban a rosszul oldodo komplexek képzodése miatt Gnmagukban nem alkalmasak
a fenti két fémion szelektiv megkdtésére, ugyanakkor a két ciszteint tartalmazo
motivumot beépitve egy nagyobb peptidmolekuldba, mar szelektivitas érhetd el.
Azok a peptidek képesek leginkabb szelektiven megkétni az Pb(Il)- és Cd(II)-
ionokat a létfontossagu Zn(Il)-ionnal szemben, amelyben a ciszteinek egymashoz
két vagy harom aminosav tavolsagban helyezkednek el az N-terminalis
aminocsoporttdl tavolabb, igy kotohelyként gyakorlatilag csak a cisztein
oldallancbeli tiolatcsoportjai szolgalnak. Ezek ismeretében olyan peptidek tervezése
¢és szintézise iranyaba érdemes a vizsgalatokat folytatni, amelyekben a két cisztein
mellett tovabbi oldallancbeli donorcsoportot tartalmaz6 aminosavakat épitiink, ami

lehetové teszi a peptid fémionkotd képességének finomszabalyozasat is.
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6. SUMMARY

In living organisms, certain metal ions, such as zinc(Il)ion, play an essential role in
either enzyme activation, redox reactions, or even structural transformation. Some
metal ions, including nickel (I1) ions, have not been associated with an essential role
in the human body, but are essential components of many enzymes in
microorganisms and bacteria (eg Ni-SOD enzyme, CO dehydrogenase, urease
enzyme ...), so it cannot be excluded that they can play a vital role in the human
body at very low concentrations. However, certain metal ions such as lead(ll)- and
cadmium(ll)ions are classified as toxic metal ions. They can displace and substitute
vital metal ions, inhibiting or altering their function.

My goal was to systematically investigate the lead(Il), cadmium(ll), nickel(Il) and
zinc(I1) complexes of small peptides with diverse donor groups, in order to map the
coordination of toxic, vital and biologically "neutral” metal ions, providing a
possibility to design sequences of peptides with selective bindings towards Pb(ll)
and Cd(ll).

Therefore, during my work, | studied peptides that are can bind toxic metal ions (Pb
(1) and Cd (1I) ions) through their donor groups (carboxylate, thiolate and amine).
The investigated peptides can be divided into three groups: peptides containing
aspartic acid, cysteine-containing peptides, and N-terminally protected cysteine-
containing peptides. In the case of some peptides, the binding ability to Zn(Il) and
Ni(Il) were tested for comparison.

In the first part of my research work, | studied the effect of side chain carboxylate
groups on the binding ability of small peptides (GlyAsp, AspAsp, AspAspAsp and
AspAspAspAsp) towards the lead(ll)ion.

It was found that in each case only 1: 1 mononuclear complexes were formed, and
the existence of bis complexes was not detected even in case of a large excess of
ligand. In the protonated species only the O-donor atoms are bound, while in the
[PbL] complex the N-terminal amino group also coordinates the metal ion. Based on
the stability constants of the complexes, it was clearly established that as the number

of carboxylate groups increased, the stability of the resulting complexes also
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increased. From the comparison of the stability of the complexes with those of the
previously studied peptides, it can be concluded that the most stable complexes are
formed with Cu(Il) and Ni(ll). Pb(Il) -, Zn(I1)- and Co(ll) ions with almost the same
stability, while Cd(ll) ion forms the least stable complexes. Based on these results
the stability order is the following: Cu(ll) > Ni(ll) > Pb(l11)~Zn(11)~Co(ll) > Cd(ll).

I continued my research work by examining the lead(ll) complexes of cysteine-
containing peptides, in some cases completed with the analysis of Ni(ll), Cd(ll) and
Zn(Il) complexes. The first group of peptides was the N-terminally protected
peptides containing one and two cysteines (Ac-AAAC-NH,, Ac-SAAC-NH,, Ac-
CGAD-NH,, Ac-CGAH-NH,, Ac-CGAK-NH,, Ac- SCCS-NH,, Ac-CSC-NH,, Ac-
CGSC-NH,, Ac-CSSC-NH, and Ac-CSSACS-NH,). Our goal was to find out how
the metal ion binding ability of peptides is related to their sequence. Moreover these
peptides serve as a model for larger membered cysteine containing peptides.

We have found that only the thiolate group is involved in the binding of lead(ll) ion,
even if the ligand contains an amino acid (lysine or histidine) with another donor
group. In some cases, bis(ligand)complexes are also formed, and even the formation
of tris(ligand) complexes cannot be excluded. Typically, the complexes have a
polymeric structure, which is clearly confirmed by UV spectrophotometric
measurements.

If two cysteines are present in the peptide, the thiolate groups of both amino acids
are involved in the complex formation. The formation of the bis(ligand) complex
was assumed only in the case of the Ac-SCCS-NH; ligand, but the presence of
polymer structured complexes cannot be excluded in any of cases.

From the pM values for lead(ll) complexes of one and two cysteine-containing
peptides (cL=1-10°M, ¢y =1 - 10° M, pH = 7,4), it is clear that the peptides with
the two cysteines binds lead(ll)ions much more strongly than N-terminally protected
peptides containing one cysteine or one cysteine and another donor group.

In the Cd(ll)- and Zn(I1)-Ac-SAAC-NH,, Ac-AAAC-NH,, and Ac-CSSACS-NH,
systems bis- or tris(ligand) complexes are formed, but in the presence of Ni(ll)ion

only mono complexes are present.
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For the nickel(I1) ion the cysteine thiolate group behaves as an anchor group, and the
Ni(ll) is able to promote the deprotonation of the amide nitrogens, above pH > 11,0.
The coordination mode is: (S",N",N",N"). Within the [NiH_,L]* complex, in the case
of two cysteine-containing peptides, as opposed to their one cysteine-containing
counterparts, coordination happens via the (S ,N",N",S") donor set. At higher pH the
N-terminal thiolate sulphur is substituted with amide nitrogen donoratom resulting
in [NiH_sL]* species. [NiH_sL]*". The results obtained are clearly confirmed by CD
spectroscopy measurements.

The third part of my research was to study the Pb(Il) and Ni(ll) complexes of free
N-terminal CSSACS-NH,, ACSSACS-NH, and SSCSSACS-NH, peptides with -
CXXXC- motif. For octapeptide, the studies were extended to Cd(Il) and Zn(Il)
ions.

Lead(ll) ion forms highly stable complexes with all three oligopeptides, the
stoichiometry of the complexes is similar in all three cases, but there are differences
in coordination modes. The stability of the [PbL] complex of the CSSACS-NH,
peptide is higher than that of the other two peptides due to the stable tridental
coordination of the ligand. If the -CXXXC- sequence is farther away from the N-
terminal part of the molecule, the (S,S") donor set is the primary binding site and
the participation of N-terminal amino group. The formation of bis-ligand complexes
was observed for ACSSACS-NH, and SSCSSACS-NH, peptides. The main
difference between the bis(ligand) metal complexes is that the ligand is coordinated
to the Pb(Il) ions via 3S™ donor atoms, while for Cd(Il) and Zn(ll) CdH,L, and
ZnH,L, (x = 0-2) are present with the 2x(S™, S") coordination mode, owing to the
different geometry of the complexes.

In the the Ni(I1)-CSSACS-NH, system, only the [NiH,L,] complex was determined
because of the precipitation. The coordination mode of this complex is: 2x(NH,,S").
The spectrophotometric analysis of diluted solutions also reflected the formation of
polynuclear complexes in parallel with the deprotonation of the second thiol group
of cysteine. The CD spectroscopy of dilute solutions showed that in the strongly
alkaline pH range, the C-terminal cysteine would be the major binding site for the
Ni(Il) ionand (S, N, N, S)or (N, N, N, S) coordinated complexes are formed.
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In the case of ACSSACS-NH, ligand, the N-terminal part is the major binding site
for the Ni(ll) ion, the metal ion is coordinated by the (NH,, N, S°) donor groups.
However, this coordination does not saturate the coordination sphere of the Ni(ll)
ion. Thus, in the presence of a ligand excess, a bis complex is formed, where the
second ligand saturates the metal ion coordination sphere through the sulfur donor
atom of the thiolate group, whereas in the equimolar solution two (NH,, N, S)
coordinate units are connected via thiol bridge forming dimeric complexes. In the
alkaline pH range, after the deprotonation of the thiol group of the C-terminal part,
this group saturates the Ni(ll) coordination sphere, disrupting the bis(ligand)
complex formed in the presence of the ligand excess and the dimeric complexes
existing in the equimolar solution. In the presence of excess metal ion, both the N-
terminal part and the C-terminal thiolate group of the ACSACS-NH, and
SSCSSACS-NH, peptides serve as a binding site for the metal ions, and dinuclear
complexes are formed. If the thiolate group is in the third position, the N-terminal
part is the primary binding site for the Ni(ll) ion, and the (NH,, N, N*, S") donor
groups saturate the Ni(ll) coordination sphere. Thus, in a wide pH range, the
mononuclear [NiH_;L] complex dominates. In equimolar solution of the octapeptide,
however, a significant amount of dinuclear species was also formed above pH 9.

To sum up the two cysteine-containing peptides can bind Pb(ll) and Cd(ll) ions with
high stability. However, the small peptides with protected N-termini alone are not
suitable for selective binding of the two aforementioned metal ions due to the
formation of poorly soluble complexes. By building of two cysteine containing
motifs into a larger peptide molecule, higher selectivity can be achieved.

The peptides most capable of the selective binding of Pb(ll) and Cd(ll) ions
compared with the essential Zn(ll) ion are those, in which the cysteines are spaced
apart at two or three amino acid distances away from the N-terminal amino group,
thus practically only the cysteine side chain thiolate groups serves as binding site.
Having acquired these informations, it is worthwile to continue the design and
synthesis of peptides in which in addition to the two cysteines other amino acid
residues containing side chain donors are present, which also makes it possible to

fine-tune the metal ion binding ability of the peptide.
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