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I. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A nehézfém-mérgezés okozta megbetegedések, rendellenességek a
mai napig gyakoriak. Az olom(Il)ion fejlédési zavarok kivaltdja,
beépiil a csontokba, karositja a kozponti idegrendszert. A
kadmium(Il)ion felelds az itai-itai kor kialakuldsaért, a csontok
torékenységét okozza, illetve veseelégtelenséget is eléidézhet.

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékenek
Bioszervetlen Kutatocsoportjaban mar régota foglalkoznak az
6lom(Il)- és kadmium(Il)ionok koordinacids kémidjanak kutatdsaval.
A vizsgalatok kiterjedtek az aminosavakra és peptidekre is, mely
tanulmanyok alatamasztottak, hogy ezen fémionok szadmara az
elsddleges kotdhely a tiolatcsoport kén donoratomja, de nagy
stabilitast  komplexeket képeznek az oxigén donoratomu
karboxilatcsoporttal is. Tovabba a korabbi vizsgalatokbol
egyértelmtivé valt, hogy a donorcsoportok szamanak, mindségének és
pozicidjanak nagy szerepe van a ligandumok fémionkdtd
képességében, am ezen ligandumok nem mutatnak jelentds
szelektivitast példaul a Iétfontossagu cink(Il)ionnal szemben. Hasonlo
koveteztetés vonhatdo le a nikkel(Il)iont tartalmazod rendszerek
eredményeibdl is, am lényeges kiilonbség a masik harom emlitett
fémionnal szemben, hogy a nikkel(Il)ion képes indukalni az
amidnitrogén deprotonalodasat, ezaltal valtozatosabb koordinacios
moddokat eredményezve.

A peptideket felépité aminosavak valtoztatasaval lehetéségiink nyilik
arra, hogy vizsgaljuk a ligandumok fémionért valo versengését.

Ezért a szekvenciak tervezésénél fontos szempont az, hogy az adott
peptid szelektiven kdsse meg az emberi szervezetben a toxikus
fémionokat.



fgy célunk az volt, hogy olyan peptideket taldljunk, melyek képesek
lehetnek szelektiven megkotni toxikus 6lom(Il)- és kadmium(Il)iont.
A peptidek harom csoportjanak szilard fazisu szintézisét és 6lom(Il)
¢s kadmium(Il)komplexeinek karakterizaldsat tiztiik ki célul, néhany
esetben kiegészitve ezeket a cink(II)- és mnikkel(Il)komplexek

jellemzésével. Arra kerestiik a valaszt, hogy

1)

2)

3)

4)

a kiilonbdz6 szamban aszparaginsavat tartalmazé peptidek
o6lom(Il)komplexeinek stabilitasat hogyan befolyasolja az
oldallancbeli karboxilatcsoportok szdmanak novelése?

a kistagszamu, egy, illetve két ciszteint tartalmazé terminalisan
védett peptidek mutatnak-e szelektivitast az olom(Il), illetve
kadmium(II) megkdtésében?

a két cisztein egymastol vald tavolsaga, illetve a cisztein mellett
levd egyéb oldallancbeli donorcsoportok hogyan befolyasoljak az
6lom(II)ionnal alkotott komplexek képzddését?

az N-terminalisan szabad, két ciszteint tartalmazd oligopeptidek
6lom(Il)- és nikkel(I)komplexei esetén hogyan befolyasolja a
koordinaciés kémiai viselkedést és a peptid fémionmegkotd
képességét az N-terminalis aminocsoport és az N-terminalishoz
kozeli cisztein tavolsaga?



II. ALKALMAZOTT TECHNIKAK

A vizsgalt peptidek egy részét (1. abra) szilardfazisa
peptidszintézissel egy Liberty 1™ (CEM, Matthews, NC)
automatikus mikrohullama peptidszintetizalo késziilékkel allitottuk
el6 a Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportban. Az N-terminuson
acilezett, illetve szabad aminocsoporttal rendelkezé peptideket is
Fmoc/tBu technikaval allitottuk el6. A C-terminuson amidalt
végzOdést a Rink Amide AM tipusu gyanta biztositotta. A karboxil- és
aminocsoportok  aktivalasahoz a TBTU/HOBU/DIEA  stratégiat
hasznaltuk. A szintézist N,N-dimetilformamidos (DMF) k&zegben
veégeztik.

A vizsgalt peptidek masik részét (2. abra) kereskedelmi forgalombol
szereztiik be.

A liofilizalt termék tisztasagat nagynyomasu
folyadékkromatografias (RP-HPLC) mddszerrel ellenériztiik. Ehhez
egy analitikai Teknokroma Europa Peptide C18 (250 mm x 4,6 mm,
p6lusméret: 120 A, szemcseméret: 5 pm) tipust kolonnéat és Jasco
MD-2010 plus diddasoros detektort hasznaltunk. A detektalas 222
nm-en tortént, ami a peptidkotésre jellemzo elnyelési hulldmhossz
maximuma. A vizsgalatok soran gradiens eluciot alkalmaztunk.
Eluensként 0,1 V/V% TFA-t tartalmazoé vizet és acetonitrilt
hasznaltunk, ahol az acetonitril aranya a 0-15-ig percig 20 V/V%-ra
nétt, majd a tizendtddik perctdl a huszadik percig 0 V/V%-ra
csokkent, az aramlasi sebesség 0,8-1,0 ml/perc peptidtél fiiggden.

A vizsgalt ligandumok peptidtartalmat pH-potenciometrias
vizsgalattal is ellendriztiik. Ezt a modszert alkalmaztuk a peptidek
meghatarozasara. A kisérleti adatokat felhasznalva a PSEQUAD ¢és a
SUPERQUAD szamitogépes programmal végeztiik a szamitasokat. A
mérések egy részét a Mettler Toledo T50 késziilékkel (I=0,20 mol/dm®



KNO; ionerésség, T=298,0 K), masik részét Molspin
titraloberendezéssel (1=0,20 mol/dm® KNOs, illetve KCI, T=298,0 K).
A vizsgalatok vizes kozegben torténtek, kiilonbozé fémion-ligandum
aranyok mellett. Az adott rendszerre jellemz0 paramétereket
felhasznalva a részecskeeloszlasi gorbéket a MEDUSA nevii
szamitdgépes programmal készitettiik el.

A szerkezetmeghatarozashoz sziikséges UV-Vis spektrofotometrias
méréseinket a nikkel(IT)-komplexekre 200-900 nm, az 6lom(Il)- és
kadmium(Il)-komplexekre 200-400 nm hullamhossz tartomanyban
1,000 cm-es kvarc kiivettaban végeztiik egy Perkin Elmer Lambda 25
kétsugaras fotométerrel. A spektrumokat kiilonb6z6 fémion-ligandum
aranynal, kiilonb6z6 pH-kon vettiik fel.

Nikkel(Il)iont tartalmazo rendszerek estében szerkezetmeghatarozasra
CD-spektroszkopiat is alkalmaztunk. A CD méréseket a Debreceni
Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén egy Jasco J-810 tipusu
spektrométeren végeztik 220-800 nm hulldmhossztartomanyban
1,000 cm-es és 0,100 cm-es uthosszusagu kiivettakat hasznalva. A
rendszerek kiilonb6z6 fémion-ligandum aranynal, kiilonb6z6 pH-kon
lettek felvéve.

A komplexképzddés folyamatanak nyomon kovetésére, valamint a
peptidek  tisztasaganak ellendrzésére NMR  spektroszképias
méréseket végeztilk a Bruker Avance DRX 400 MHz FT-NMR és
Bruker AM 360 MHz FT-NMR késziilékeken. A kiértékeléshez a
TopSpin 3.5 és a MestReNova 9.0 szoftvereket hasznaltuk.
Tomegspektrometria (ESI-MS) segitségével azonositottuk az
eloallitott ligandumokat, és egyes esetekben a keletkezett
féemkomplexeket. A vizsgalatokat a maXis II MicroTOF-Q tipusu Qq-
TOF MS késziiléket hasznalva ESI ionforras mellett pozitiv és negativ
moddban végeztik.
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2. abra: A kereskedelmi forgalombdl megvasarolt, vizsgalt peptidek

szerkezete.




111. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

3.1 Modszerfejlesztést végeztiink az Pb(II)-iont tartalmazo
rendszerek fotometrias vizsgalataihoz.

e  Eldallitottuk az olom(I1)-trifluoracetat oldatot, melynek a vizsgalt
hulldmhossz tartomanyban nincs UV-elnyelése.

e  Meghataroztuk az 6lom(II)ionhoz koordinalodott tiolatcsoportok
szamat jellemzd abszorpcidés maximumot. Az egy tiolatcsoport
koordinacigjat jellemzé abszorpciés maximum 276-277 nm
hullimhossz tartomanyban, a két tiolatcsoporté pedig 309-311
nm hullamhossz tartomanyban jelenik meg.

3.2. Jellemeztiik a novekvé szamban aszparaginsavat tartalmazo
peptidek Pb(l1)-komplexeit.

e  Megallapitottuk, hogy 14
az aszparaginsav -
karboxilat csoportjainak
hatasa egyértelmii, azok
kozvetleniil kotédnek a 04 1
fémionhoz, mely a
komplexek meg-
novekedett  stabilitasat
eredményezi.

~ Pb(II)
\ AspAspAspAsp

Méltsrt [Ph(Il)]

T t Tl
2 3 4 5 6 pH 7
3. abra: : Az Pb(Il) megoszlésa a
Asp-tartalmit  peptidek  kozott
(CLi=CLo=CL3=Cs=Cy = 1-10° M).

e Mind a négy peptid
estében (GlyAsp,
AspAsp, AspAspASsp és
AspAspAspAsp) csak 1:1 dsszetétel mononuklearis komplexek
jelennek meg, biszkomplexeket még nagy ligandumfelesleget
tartalmazd oldatban sem tudtunk kimutatni. A komplexek
stabilitasa n6 a B-karboxilat csoportok szamanak novelésével (3.




abra), ¢és nem befolyasolja a ligandum mérete, illetve annak
megndvekedett negativ tdltése.

o A komplexekben, mint horgonydonor-atom, egy vagy t6bb
karboxilat oxigén koordinalddik az Pb(Il)-ionhoz, és a terminalis
aminocsoport protonalt marad a protonalt részecskékben.

e Ezen peptidek komplexeinek stabilitasat Osszehasonlitva a
kutatocsoportunkban kordbban mar vizsgalt fémionokkal, az
alabbi sorrendet irhatjuk fel:

Cu(Il) > Ni(l1) > Pb(I1) ~ Zn(11) ~ Co(11) > Cd(I1)

3.3. Jellemeztiik az N-terminalisan védett, egy, illetve két ciszteint
tartalmazo peptidek Pb(II)-komplexeit.

e  Megillapitottuk, hogy az egy ciszteint tartalmazo peptidek
o0lom(Il)komplexeiben csak a tiolatcsoport vesz részt a
komplexképzodésben, még akkor is, ha a ligandumban mas
donoratomot tartalmazé aminosav (lizin vagy hisztidin) is
talalhato.

e Néhany esetben kialakulnak a biszkomplexek is, a fotometrias
adatok alapjan pedig a triszkomplexek képzddése sem zarhato ki.

e Megallapitottuk, hogy ekvimolaris oldatban jellemzd a polimer
szerkezetli komplexek képzodése, amelyet a spektrofotometrias
mérések tamasztottak ala.

e Amennyiben a peptidben két cisztein is talalhato, ugy mindkét
aminosav tiolatcsoportja részt vesz a komplexképzddésben.

e Biszkomplex képz6dését csak az Ac-SCCS-NH, ligandum
esetében feltételeztiink, de egyik esetben sem zarhatjuk ki a
polimer szerkezeti komplexek jelenlétét sem.

e |gazoltuk, hogy a ciszteinek szama, és a peptidben 1év6 pozicidja
befolyasolja a keletkez6 fémkomplexek stabilitasat. A két
ciszteint tartalmazo peptidek sokkal erdsebben kotik meg az



6lom(Il)iont, mint az egy ciszteint, illetve az egy ciszteint és egy

masik donorcsoportot is
peptidek.

tartalmazd N-terminalisan védett

3.4. Jellemeztiik néhany N-terminalisan védett, egy, illetve két
ciszteint tartalmazo peptid Cd(11)-, Zn(l1)- és Ni(II)-komplexeit.

e  Megallapitottuk, hogy az
Ac-SAAC-NH,, az Ac-
AAAC-NH,, ¢és az Ac-
CSSACS-NH,  peptidek
Cd(ll)- és Zn(II)-ionnal
minden esetben bisz- vagy
triszkomplexeket
képeznek (4. abra), am
Ni(Il)-ion jelenlétében
csak monokomplexek
alakulnak Ki.

HO

4. dbra: Az Ac-CSSACS-NH,
[CdL,] komplexének szerkezete.

e A nikkel(Il)ion szamara szintén a cisztein tiolatcsoportja a

horgonycsoport,

de ebben az esetben a Ni(ll) képes az

amidnitrogének deprotonalodasat elGsegiteni, igy ~11,0-es pH
felett mar a (S,N,N",N") koordinacidés mod a jellemzo.

e Az Ac-CSSACS-NH, [NiH_,L]* komplexében a koordinacid az
(S,N,N',S") donorcsoportokon keresztiil valésul meg, és csak
nagyobb pH-n, a [NiH_sL]* kialakulasaval 1ép ki az egyik kén
donoratom a koordinacios szférabdl (5. abra).



O, Jﬁrt* T
e

5. abra: Az Ac-CSSACS-NH, [NiH,L]* és [NiHL]*
komplexeinek szerkezete.

A vizsgalt rendszerek adataibdl szamolt pM értékek alapjan (c_ =
1,0:10° M, ¢y = 1,0-10° M) igazoltuk, hogy a két ciszteint
tartalmaz6  védett Ac-CSSACS-NH, peptid fémionkotd
képessége mind a négy vizsgalt fémion esetén joval nagyobb,
mint az egy ciszteint tartalmazo peptideké.



3.5. Jellemeztiik az N-terminalisan szabad, két ciszteint
tartalmazé peptidek Pb(II)-, Cd(Il)- és Zn(II)-komplexeit,
feltartuk a Kiilonb6zo peptidek és kiilonb6zo fémionok esetén
kialakulé komplexek eltéré koordinaciés médjait.

e  Megillapitottuk, hogy az Olom(Il)ion nagy stabilitdsa
komplexeket képez mindhdrom N-terminalisan szabad, két
ciszteint tartalmazo oligopeptiddel (CSSACS-NH,, ACSSACS-
NH; és SSCSSACS-NH,).

e Megallapitottuk, hogy a komplexek Osszetétele hasonlo, am a
koordinacios moédokban vannak eltérések.

e A CSSACS-NH;

1 -

peptid Po] | = N e
komplexének €081 el

£
stabilitisa nagyobb a | 2061 \ . | e
masik  két  peptid | =, |
[PbL] komplexének ;| SSCSSACSNH, | ...
stabilitasahoz képest, %21 """"""""" ACSSACS-NIT;
ami a ligandum stabil e e — S——
haromfoga 3 4 5 6 7 8 9 10PHn
koordinaci¢janak 6. abra: Az Pb(ll)L=1:1 rendszerek

részecskeeloszlasi gorbéi.

koszonhet6 (6. abra). (cL=Cy=1,0 MM)
L—=btM—4,

e  Megallapitottuk, hogy
ha a -CXXXC- szekvencia tavolabb van a molekula N-terminalis
részet6l, az (S,S7) donoratom a {6 kotohely az olom(Il)ion
szamara, és az N-terminalis aminocsoport koordinaciéban vald

részvétele jelentdsen lecsokken, vagy akar elhanyagolhato.
e  Kimutattuk a biszkomplexek kialakulasat az ACSSACS-NH, és
az SSCSSACS-NH, peptidek esetében.



Igazoltuk, hogy a legfébb kiilonbség ezen biszkomplexek kozott
az, hogy az Pb(ll)-ionhoz 3S  donoratomokon keresztiil
koordinalodik a két ligandum, mig a Cd(II) és Zn(II) esetében a
CdH,L, és a ZnH,L, komplexekre a 2x(S,S) (x = 0-2)
koordinacios mod a jellemzo, melyre magyarazat a kialakulo
komplexek eltéré geometriaja.



3.6. Jellemeztiik az
tartalmazo peptidek Ni(IT)-komplexeit.

Ni(Il)-iont  tartalmazé
rendszerben a CSSACS-
NH; peptid esetén a 6,5-
0s pH feletti
csapadékképz6dés miatt
pH-potenciometrias

modszerrel  csak a
[NiH,L;] komplex (7.
abra) stabilitasi
allandojat tudtuk
meghatarozni, melyben
a koordindciés mod:
2X(NH,,S).

N-terminalisan

szabad, két ciszteint

i2t--NH, HN

‘S.

7. abra: A  CSSACS-NH,
ligandum [NiH,L;] komplexének
feltételezett szerkezete (pH = 5,4).

OH

Megallapitottuk, hogy a masodik cisztein tiolcsoportjanak

deprotonalodasaval parhuzamosan polimer szerkezeti komplexek
is képzOdnek. lgazoltuk, hogy erdsen lagos kozegben a C-
terminalis cisztein lesz a {6 kotohely a Ni(Il)-ion szamara és

(S,N,N,S) vagy (N ,N,N",S") koordinacios moédu komplexek

képzddnek.

Megallapitottuk, hogy az ACSSACS-NH, ligandumban az N-
terminalis rész a f6 kotéhely a Ni(Il)-ion szamara, a fémiont az
(NH3,N",S") donorcsoportok koordinaljak.



Kimutattuk, hogy
ligandumfelesleg esetén

biszkomplex képzddik, ahol _— ) ANH
a masodik ligandum a it NiZ-
tiolatcsoport kén
donoratomjan keresztiil . N

teliti a fémion koordindcios
szférajat, mig ekvimolaris
oldatban két (NH,,N',S)
koordinalta egység
kapcsolodik tiolathidon keresztiil dimer szerkezetli komplexek
kialakulasaval (8. abra).
Megallapitottuk, hogy
lagos pH-tartomanyban °
a C-termindlis rész

OH Ni2+- N
tiolcsoportjanak i
deprotonalodasat . NV
kdvetden ez a csoport
teliti. a  Ni(Il)-ion ’Ay( >/L\/
koordinacios szférajat,

megbontva a
ligandumfelesleg ° on
jelenlétében kialakulo | 9. dbra: Az ACSSACS-NH,

biszkomplexet, illetve | ligandum  [NiH,L]"  komplexe
(pH=10,0).

8. abra: A [NioL,]
komplexének szerkezeti abraja
(L=ACSSACS-NH,).

az ekvimolaris oldatban

képz6dott dimer szerkezetli komplexeket (9. abra).

Igazoltuk, hogy amennyiben a tiolatcsoport az N-terminalistol
szamitott harmadik helyen van, szintén az N-terminalis rész az
els6dleges kotéhely a Ni(I)-ion szdmara, és az (NH,,N,N',S")
donorcsoportok telitik a Ni(II) koordinacios szférajat, igy széles



pH-tartomanyban az egymagvi
[NiH L] komplex az uralkodd
részecske (10. abra).

Fémion felesleg jelenlétében az
ACSSACS-NH;, €s az
SSCSSACS-NH; peptideknél is
mind az N-termindlis rész, mind

a C-terminalis tiolatcsoport
kotohelyet jelentenek a
fémionok szamara, igy
kétmagvu komplexek

képzodését is kimutattuk.
Az oktapeptid esetén 9-es pH

10. abra: Az oktapeptid
[NiH ;L] komplexének
szerkezeti abraja.

felett ekvimolaris oldatban is jelentés mennyiségben jelenik meg

a kétmagvu részecske.




Osszességében megallapitottuk, hogy a fémionok szamdara fontos
kotohelyet jelent a cisztein tiolatcsoportja. A tiolatkén donoratom
koordinacioban vald részvétele nagyobb stabilitast
o0lom(Il)komplexeket eredményez, mint az aszparaginsav -kaboxilat
csoportja. Ha tobb cisztein van a peptidlancban, akkor nagyobb
stabilitast komplexek keletkeznek. A kistagszamu védett peptidek a
rosszul oldodé komplexek képzddése miatt Onmagukban nem
alkalmasak a vizsgalt toxikus fémionok szelektiv megkotésére.

Bar nagy szelektivitdst az N-termindlisan szabad, két ciszteint
tartalmazo peptideknél sem tapasztaltunk, megallapitottuk, hogy a
toxikus Pb(Il)- és Cd(I)-ionokat nagyobb stabilitassal kotik, mint a
létfontossagh Zn(Il)-iont (11. abra).

14 -
pM
12

mNi(Il) ©Pb(Il) mCd(Il) mZn(Il)
10 4

8
4

Ac-AAAC Ac-CGAH Ac-CSSACS CSSACS ACSSACS SSCSSACS

11. abra: A ligandumok adott fémionhoz tartoz6 pM értékei.
(c.=1,0 - 10° M, cy=1,0 -10° M, pH=7,4).




IV. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

A kordbbi eredmények alapjan lathattuk, hogy a fémionok
megkdtésére alkalmas ligandumok palettaja igen széles. Ezek koziil
bioldgiai szempontbol az egyik legjelentésebb ligandumcsalddot a
kiilonb6z6 aminosav-Osszetételii peptidek alkotjak. Ezek a peptidek
képesek nagy stabilitasi komplexet képezni, mind a Iétfontossagu,
mint a toxikus fémionokkal, igy egyértelmien fémionszelektivnek
nem nevezhetjiik oket.

Az doktori képzésem alatt végzett kutatds a bioszervetlen- és
koordinacios kémiaban alapkutatisnak szamit, am ezek az
eredmények jol tiikrozték, hogy az aminosavszekvencia és a
donorcsoportok varidldsaval a peptid fémionmegkdtd képességét
befolyasolni lehet.

Ezek ismeretében olyan peptidek tervezése és szintézise iranyaba
érdemes a vizsgalatokat folytatni, amelyekben a két cisztein mellett
tovabbi oldallancbeli donorcsoportot tartalmazé aminosavakat
épitiink, ami lehetdvé teszi a peptid fémionkdtd képességének
finomszabalyozasat is.

Az igy kapott peptidek altal lehetdség nyilik akar a gyogyaszati
kezelések elvégzésére is, példaul az 6lom(IT)- vagy kadmium(Il)-ion
emberi szervezetbdl valo szelektiv eltavolitasara.
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