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Az értekezésben előforduló rövidítések magyarázata 

 
a, b, c a peptid fragmentálódása során keletkező termék, amely az N-

terminális felőli molekularészletet foglalja magába 

Ac acetilcsoport (védőcsoport) 

Ac2O ecetsavanhidrid 

ACN, MeCN acetonitril, CH3CN 

Ac-S1H2-NH2 Ac-HisSarHis-NH2 

Ac-S2H3-NH2 Ac-HisSarHisSarHis-NH2 

Ac-S3H4-NH2 Ac-HisSarHisSarHisSarHis-NH2 

Ala, A alanin 

apo-SOD a szuperoxid diszmutáz enzim fehérje része 

Arg, R arginin 

Asn, N aszparagin 

Asp, D aszparaginsav 

Boc terc-butil-oxikarbonil (védőcsoport) 

Bzl benzil (védőcsoport) 

CD cirkuláris dikroizmus 

CJD Creutzfeldt-Jakob kór 

CNS központi idegrendszer 

COO– karboxilátcsoport 

CT sáv töltésátviteli sáv (Charge Transfer) 

CV ciklikus voltammetria 

Cys, C cisztein 

CCS fehérje, ami a rezet szállítja a SOD enzimhez (chaperon) 

DCM diklórmetán 

DIPEA N,N-diizopropil-etilamin 

DMF N,N-dimetilformamid 

DODT 2,2’-(etiléndioxi)-dietántiol 

EDT etán-1,2-ditiol 

ER endoplazmatikus retikulum 

ESI elektroporlasztásos ionizáció (ElectroSpray Ionization) 

Fmoc 9-fluorenil-metoxi-karbonil (védőcsoport) 

Gln, Q glutamin 

Glu, E glutaminsav 

Gly, G glicin 

GPI glikozil-foszfatidil-inozitol 

His, H hisztidin 

His-BIMA hisztidil-bisz(2-imidazolil)-metil-amin 

HOBt N-hidroxi-benztriazol 

HPLC nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia (High-Performance 

Liquid Chromatography) 
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HuPrP(60-114) Ac-PHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQ-

GGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAG-NH
2
 

HuPrP(84-

114)H85A 
Ac-PAGGGWGQGGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAG-NH

2
 

HuPrP(84-

114)H96A 
Ac-PHGGGWGQGGGTASQWNKPSKPKTNMKHMAG-NH

2
 

Lys, K lizin 

MCO fémionkatalizált oxidáció 

Me metilcsoport 

Met, M metionin 

MS tömegspektrometria 

N– deprotonált amidnitrogén 

NBT nitroblue-tetrazólium-klorid 

NH2 aminocsoport 

NHE normál hidrogén elektród 

N(Im) imidazolnitrogén 

NMP N-metil-2-pirrolidon 

OtBu O-terc-butil 

PEG polietilén-glikol 

Phe, F fenilalanin 

Pro, P prolin 

PrPC celluláris prion fehérje 

PrPSc kóros szerkezetű prion fehérje 

ROS reaktív oxigén származékok 

Sar szarkozin 

SCE kalomel elektród 

Ser, S szerin 

SOD szuperoxid diszmutáz 

TBTU 2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurónium tetrafluoroborát 

tBu terc-butil (védőcsoport) 

TFA trifluorecetsav 

Thr, T treonin 

TIS triizopropil-szilán 

TOF repülési idő (time of flight) 

Trp, W triptofán 

Trt tritil 

Tyr, Y tirozin 

UV-vis UV-látható spektrofotometria (UV-visible) 

Val, V valin 

x, y, z a peptid fragmentálódása során keletkező termék, amely a C-

terminális felőli molekularészletet foglalja magába 
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1. BEVEZETÉS ÉS CÉLKITŰZÉSEK 

Egyes fémionok létfontosságúak az élő szervezet működésében. Funkciójukat 

tekintve több szerepet is betölthetnek: lehetnek szerkezetalakítók, aktiválhatnak 

enzimeket, katalizálhatnak reakciókat azáltal, hogy oxidációs állapotuk 

megváltozik a folyamat során. Továbbá az is ismert, hogy különböző idegrendszeri 

betegségekben (mint például az Alzheimer kór vagy a prion betegségek) fontos 

szerepet játszanak, különösképpen azok, amelyek redoxaktívak. Az élő 

szervezetben ezen fémionok megkötésére a legideálisabb ligandumok a fehérjék. 

A fehérjékben található aminosavak közül a hisztidin imidazolnitrogénje az, amely 

nagyon gyakran fémionok kötődési helye. 

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutáz (Cu,Zn-SOD) enzim és a humán prion protein 

(Hu-PrPC) két eltérő funkcióban szerepet játszó (metallo)protein, de közös pont, 

hogy mindkettőben az imidazolnitrogén a horgonydonor, illetve, hogy mindkettő 

esetén a fémion kötődése Cu(II) formában kedvezményezettebb. Ugyanakkor a 

Cu(II)/Cu(I) átalakulás is igen fontos szerepet játszik/játszhat a működésükben. 

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutáz (Cu,Zn-SOD) enzim egy metalloenzim és az 

eukarióták sejtjeiben működik. Ezen enzim aktív centrumában egy Cu(II)- és egy 

Zn(II)-ion található. A Cu(II)-ion három imidazolnitrogénhez, míg a Zn(II)-ion két 

imidazolnitrogénhez és egy aszparaginsav karboxilátcsoportjához kapcsolódik és 

a két fémiont még egy imidazolátohíd is összeköti. Ez az enzim az élő szervezetben 

található szuperoxid gyökanionok bontásáért felelős. Az aktív centrumban 

található réz(II)ion vesz részt a káros gyökök bontásában, míg a cink(II)ionnak 

szerkezetalakító szerepe van. 

A másik fehérje a humán prion protein (Hu-PrPC), amely tartalmaz egy 

PHGGGWGQ tartományt, ahol ez a szekvencia négyszer ismétlődik egymás után 

és ezt tartják a fő Cu(II)-ionkötőhelynek a fehérjében, bár ez a rész nem 

rendelkezik rendezett szerkezettel. A Hu-PrPC réz anyagcserében betöltött 

funkciója még nem teljesen tisztázott. Korábban azt állapították meg, hogy részt 

vesz a réz szállításában, anyagcseréjében és védi a sejtet a káros oxidatív 

hatásokkal szemben az intracelluláris SOD aktivitás szabályozásán keresztül. 

Mára inkább az a kép alakult ki, hogy redoxi szenzor és a feleslegben lévő Cu(II)-

ionokat köti meg, és védi a neuronokat az oxidatív károsodás ellen.  

Ezenkívül ismert az is, hogy a fehérjék oxidációjáért mind a fémionok, mind a 

szabadgyökök együttesen felelősek, úgynevezett fémionkatalizált oxidációban 

(MCO) vesznek részt, ezzel károsítva a fehérjét. Emiatt elveszíthetik funkciójukat, 

nem tudják betölteni az élő szervezetben ellátott szerepüket. Továbbá 

proteázrezisztenssé is válhatnak, lerakódhatnak különböző szövetekben és tönkre 

tehetik azokat a szerveket, amelyekben felhalmozódtak, ez nagy valószínűséggel 

betegségek kialakulásához vezet. 
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A fent említett fehérjéket mind szerkezetük megismerésében, mind 

funkciójukat tekintve kiterjedten vizsgálták már korábban különböző 

kutatócsoportok. A Debreceni Egyetem Bioszervetlen Kémiai Kutatócsoportjában 

mindkét fehérje fémionkötőhelyeinek vizsgálata is a kutatási irányvonalak tárgyát 

képezik, és ezen a két területen folyó kutatásokhoz kapcsolódott a doktori 

munkám. 

Munkánk során célul tűztük ki: 

 a humán prion fehérje 103-112 fragmensének és négy mutánsának 

szintézisét, Cu(II)- és Ni(II)-komplexeinek jellemzését, 

 a Cu,Zn-SOD enzim aktív centrumának modellezésére potenciálisan 

alkalmas terminálisan védett multihisztidin peptidek tervezését és szintézisét, 

 a multihisztidin ligandumok Cu(II)- és Ni(II)-komplexei összetételének, 

stabilitásának és szerkezetének meghatározását, 

 ugyanezen modellpeptidek Cu(II)-komplexeinek elektrokémiai 

vizsgálatát annak eldöntésére, hogy a komplexek alkalmas modelljei lehetnek-

e a Cu,Zn-SOD enzimnek, 

 a megfelelő elektrokémiai paraméterekkel jellemezhető Cu(II)-komplexek 

SOD aktivitásának meghatározását, 

 a humán prion fehérje 103-112 fragmensének és mutánsainak oxidációs 

vizsgálatát, annak megállapítására, hogy a Cu(II)/H2O2 rendszer oxidálja-e a 

szekvenciában található oxidációra érzékeny hisztidin és metionin 

aminosavakat. 
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2. IRODALMI ELŐZMÉNYEK 

2.1. A Cu,Zn-SOD enzim 

A Cu,Zn-szuperoxid diszmutáz enzim nagy mennyiségben az élő 

szervezetben a citoszolban található1. Két alegységből épül fel, amelyből egy 153 

aminosavat tartalmaz.2-4 Mindkét alegység aktív centrumában megtalálható a 

Cu(II)- és Zn(II)-ion. Az alegység szerkezetét tekintve egy β-hordóból és két 

hurokból (IV, VI) áll (1. ábra)5. A β-hordót 8 antiparallel elrendeződésű β-redő 

alkotja, a hurkok az előbb említett szerkezeten kívül helyezkednek el. A IV-es 

hurokban a Zn(II)-ion megkötéséért felelős oldalláncok, úgymint a His63, His71 

és His80 és a diszulfid kötésben résztvevő Cys57 van jelen. A VII-es hurok az 

aktív üreg csatornát képezi, amelyek oldalláncai létrehoznak egy pozitív 

elektrosztatikus teret, ezáltal elősegítik a szuperoxid gyökanion kötődését és 

eljutását a Cu(II)-ionhoz.6-7 

 
1. ábra: Cu,Zn-SOD enzim szerkezete 

A Cu(II)-ion megkötéséért felelős oldalláncok (His46, His48, His120) és a 

Zn(II)-ion stabilizálásában résztvevő Asp83 együttesen két β-redőben foglalnak 

helyet. A diszulfidhíd kialakításában a Cys57-en kívül a Cys146 vesz részt. 

Ezenkívül a szekvenciában található további két cisztein (Cys6, Cys111), amelyek 

tiolcsoportja oxidációra érzékeny, hiszen azok között nem alakul ki diszulfidhíd.5 

Két alegység egymással ellentétesen helyezkedik el és hidrofób kölcsönhatások 

tartják össze. A fehérje nagy kinetikai és termodinamikai stabilitással rendelkezik, 

amiért a fémionok és a diszulfidhíd felelősek továbbá a monomer-dimer 

egyensúlya is ezek által szabályozott.8-15 A CCS nevezetű chaperon (kísérő) 

fehérje szállítja és adja át a rezet Cu(I)-ion formában az apo-SOD enzimnek.16-17 

A kísérő fehérjét már korábban részletesen tanulmányozták: három doménből áll, 



Fehérjék fémionkötőhelyeit modellező peptidek koordinációs és redoxi sajátságai 

6 

 

amelyek közül a II-es közvetlen kölcsönhatásban van a humán SOD dimerrel.18-21 

A CCS nemcsak a fémion átadásáért felelős, hanem elősegíti annak oxidációját 

Cu(II)-ionná és valószínűleg eközben alakul ki a diszulfidhíd is. 

Az enzim legfontosabb része az aktív centrum (2. ábra), mert ez felelős a 

szabad szuperoxidgyökanion elbontásáért. A Cu(II)-ionhoz három hisztidin (H46, 

H48, H120), míg a Zn(II)-ionhoz két hisztidin imidazolnitrogén (His71, His80) és 

a 83-as pozícióban található aszparaginsav β-karboxilátcsoportja koordinálódik. A 

két fémiont egy imidazolátohíd köti össze és ezt a szerepet a His63 tölti be.22 A 

Cu(II)-ion környezetében továbbá jelen van még két vízmolekula is, illetve a 

szekvenciában a 143-as pozíciójú arginin hidrogénkötés kialakításával stabilizálja 

az aktív helyet. A Cu(II)-ion koordinációs szférája erősen torzult, átmenetet képez 

a négyzetes piramis és trigonális bipiramisos geometria között, míg a Zn(II)-ioné 

közel tetraéderes szerkezetű.  

 

2. ábra: A Cu,Zn-SOD enzim aktív centrumának szerkezete 

A reakció során (1-2. egyenlet) a szuperoxid gyökaniont a Cu(II)-ion bontja 

el „ping-pong” mechanizmussal23, amelyben a Cu(II)-ion ötödik pozíciójában lévő 

axiális helyzetben kötött vízmolekulát kiszorítja a O2
•– – ennek egyik oxigénje 

kötődik a Cu(II)-ionhoz, a másik hidrogénkötéssel az Arg143-hoz – és ez indukálja 

azt, hogy a Cu(II)-ion redukálódjon Cu(I)-ionná. Eközben a két fémion között 

jelenlévő His63 aminosavval kialakított imidazolátohíd felbomlik és ennek 

eredményeként megjelenik az O2 molekula, amely az első lépés terméke. A Cu(I)-

ion körül tetraéderes geometria alakul ki. A második lépésben a következő 

szabadgyök elbontása megy végbe, amely folyamatban H2O2 képződik és 

oxidálódik a Cu(I)-ion Cu(II)-ionná.3 A Zn(II)-ionnak nemcsak szerkezetalakító, 

hanem katalitikus szerepe is van, fokozza az enzim aktivitását. Összegezve: az 

enzim egyetlen katalitikus ciklus során két szuperoxid gyökaniont képes 

átalakítani, miközben a réz(II)ion oxidációs állapota ciklikusan Cu(II) → Cu(I) → 

Cu(II) sorrendben változik, geometriája a négyzetes piramis → torzult tetraéder → 

négyzetes piramis változásokon megy át. 
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Cu2+ + O2
•– → Cu+ + O2                 (1) 

Cu+ + O2
•– + 2 H+ → Cu2+ + H2O2               (2) 

2.2. A humán prion fehérje24 (Hu-PrPC) és a prion betegség25 

A humán prion fehérje (Hu-PrPC) 253 aminosavból épül fel és főleg a 

neuronokon expresszálódik. Megtalálható a testszövetekben és nagy 

mennyiségben a központi idegrendszerben (CNS) is. Legnagyobb mennyiségben 

az agyban, a szinaptikus membránokon van jelen, a Cu(II)-ionkötődés által a 

fehérje a szinaptikus résben is jelen van, és hatással van az idegingerület átvitelre. 

A sejtmembránhoz egy GPI (glikozil-foszfatidil-inozitol) horgonyon keresztül 

kötődik.  

Az N-terminális részben található az oktarepeat (60-91) tartomány, ahol a 

PHGGGWGQ szekvencia négyszer ismétlődik egymás után és ezt tartják a fő 

Cu(II)-ionkötőhelynek a fehérjében, bár a proteinnek ez a része nem rendelkezik 

rendezett szerkezettel.26-28 A C-terminális rendezett rész a 125-228 

aminosavszekvenciát foglalja magába, ami három α-hélixet – ezekből kettőt 

diszulfidhíd köt össze – és két β-redőt tartalmaz. Ebben van jelen az úgynevezett 

neurotoxikus tartomány (106-126), amely a toxikus PrPSc-hez (erről a 

továbbiakban még bővebben lesz szó) hasonló hatása miatt kapta a nevét. Azért is 

nevezik toxikusnak, mert ha a fehérje aggregációja megindul, akkor ebben a 

tartományban kezdődik meg a szerkezetátalakulás és a C-terminus felé halad, 

ennek következtében a proteázrezisztens, β-redőben gazdag rész nagyobb lesz (90-

231).29 A prion fehérje Cu(II)-ion megkötésében a legnagyobb szerepet az 

oktarepeat régió tölti be, ez a tartomány négy ekvivalens Cu(II)-ion megkötésére 

képes.30-31 Ezen kívül a 96-os és 111-es pozícióban lévő hisztidinek képviselik az 

oktarepeat tartományon kívüli rész fémionmegkötésben résztvevő 

horgonycsoportjait.32-34 A His187 szerepét korábban kizárták, de sok tanulmány 

jelent meg ennek a régiónak a vizsgálatával kapcsolatban.35-36 Az, hogy a prionban 

hány réz(II)ion kötődik pH-függő folyamat, pH 6 körül két ekvivalens Cu(II)-ion 

megkötésére képes. A teljes prion fehérje rézkötő kapacitása 5,3-12 ekvivalens 

közé tehető30, 37, más közleményben leírtak alapján maximum 5 μM Cu(II)-ion 

megkötésére képes.38 

A Hu-PrPC réz anyagcserében betöltött funkciója még nem teljesen tisztázott. 

Korábban azt állapították meg, hogy részt vesz a réz szállításában, a 

rézanyagcserében és védi a sejtet a káros oxidatív hatásokkal szemben az 

intracelluláris SOD aktivitás szabályozásán keresztül vagy SOD-hoz hasonló 

aktivitáson keresztül.28, 39 Hu-PrPC expressziója növeli a különböző antioxidáns 

enzimek aktivitását és a glutation szintet, csökkenti a lipid peroxidációt. Stressz 

szenzor érzékenységgel rendelkezik, a Cu(II)-ion növekvő szintjével annak 

kötődése is megnövekszik a fehérjéhez, ezáltal védelmet nyújt a sejteknek a szabad 
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Cu(II)-ionnal való redox aktivitással szemben, azaz javítja a sejtvédelmet az 

antioxidáns rendszerben. Mások azt állapították meg, hogy a Hu-PrPC a 

sejtmembrán külső oldalán köti a rezet és nem szállítja azt az extracelluláris térből 

a citoplazmába. Ebből arra a következtetésre jutottak, hogy a Hu-PrPC nem Cu(II)-

ionszállító fehérje, hanem inkább extracelluláris réz szenzor.24, 40 Ezzel ellentétben 

olyan eredményekről is beszámolnak, amely alapján a fehérje részt vehet a Cu(II)-

ion sejtmembránon való átjuttatásában, hozzájárulhat a sejtek réz felvételéhez, 

annak a plazmamembránon való közvetlen átjuttatásával.28, 40-42 Redox szenzor is 

lehet, elsősorban a preszinaptikus membránokhoz kötődve érzékeli a Cu(II)-ion 

szintet, ezáltal befolyásolni tudja a Cu(II)-ion vagy a ROS redox aktivitását. A 

káros reaktív oxigén gyökök bontásában is részt vesz43, így az antioxidáns 

funkciója a sejtmembrán külső részén nagyon fontos, különösen a neuronoknál.44-

45 

A prion betegségek a fertőző szivacsos agyvelőgyulladással járó betegségek 

összefoglaló nevét jelentik. A prion elnevezés a betegség kórokozójának 

sajátságaiból – savval, formalinnal, nukleáz- és proteázkezeléssel szemben 

ellenálló részecske – fakad, amely igen sok kísérlet után arra engedett 

következtetni, hogy a kórokozó minden bizonnyal csak fehérje (protein only) 

lehet.46 A PrPC (prion protein cellular) a normál térbeli szerkezettel rendelkező, 

míg a PrPSc (prion protein scrapie) a kóros formájú fehérjét jelenti. A PrPSc 

szekvenciájában ugyanaz, mint az „egészséges” prion, de a konformációja más.47 

Az „egészséges” prion sok α-hélixet tartalmaz, ezzel szemben a „beteg” prion már 

β-redőket tartalmaz nagy mennyiségben.48 A prion betegség során az „egészséges” 

PrPC PrPSc-vel fertőződik meg. Úgynevezett templát hatással a „beteg” prion a 

saját konformációjára változtatja meg a PrPC szerkezetét, és az fertőzi tovább a 

többi „egészséges” fehérjét.49 A PrPC → PrPSc átalakulás megakadályozza a 

Cu(II)-ion kötődését a fehérjéhez. A PrPSc-t proteázok nem képesek ezt lebontani, 

hőre nem érzékeny, oldhatatlan fehérje. Extracelluláris felhalmozódása 

megváltoztatja a ROS egyensúlyát azáltal, hogy nem lesz képes a gyököket bontani 

és ez vezethet a prion betegség kialakulásához. 

2.3. A reaktív oxigén származékok (ROS) szerepe az élő szervezet 

működésében 

A reaktív oxigén gyökök (pl.: •OH, •OOH, O2
–•, NO•) jelen vannak az 

atmoszférában szennyezőanyagokban, normál metabolikus folyamatokban és UV-

, radioaktív-, mikrohullámú sugárzás által is keletkezik.50 Az élő szervezetben a 

reaktív oxigén származékok képződésének útvonalát és annak megsemmisítésére 

létrejövő antioxidáns rendszert mutatja be a 3. ábra.23 

https://hu.wikipedia.org/wiki/Radioaktivit%C3%A1s
https://hu.wikipedia.org/wiki/Mikrohull%C3%A1m%C3%BA_sug%C3%A1rz%C3%A1s
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3. ábra: Antioxidáns rendszerek: SOD, glutation peroxidáz (GPX), kataláz 

(CAT), mieloperoxidáz, (MPO), glutation reduktáz (GR) 

Egyrészt a ROS-ok konstans mennyiségben jelen vannak az aerob 

szervezetekben; kis koncentrációban nélkülözhetetlenek a biokémiai 

folyamatokban beleértve az intracelluláris jelátviteli folyamatokat, és részt 

vesznek a sejt növekedésében, fejlődésében, halálában,  illetve a 

mikroorganizmusok pusztításában. Másrészt a ROS fontos szerepet játszik az 

öregedésben és különböző betegségekben (rák, idegrendszeri betegség és egyéb 

immun- és endokrin-rendszer zavarában). A lipidek oxidációjának elkerülése 

nagyon fontos feladat, azért mert a folyamat során keletkező epoxidok spontán 

reagálnak nukleofil centrumokkal úgymint a DNS, RNS és fehérjék.51-52 Ez a 

folyamat citotoxicitáshoz, allergiához, mutagenezishez, karcinogenezishez vezet 

és nem utolsó sorban a fehérjék közvetlen inhibícióját okozza.53-57 Az oxidációt a 

„2.6. Fehérjék oxidációja” című fejezetben bővebben is ismertetem. A ROS 

inaktív formába történő átalakításában vagy képződésének megakadályozásában 

számos enzimatikus és nem enzimatikus antioxidáns rendszer vesz részt. Amikor 

az oxidatív stressz emelkedik, akkor megindul az enzimek regulációja és 

expressziója. Antioxidáns enzimek, mint a szuperoxid diszmutáz, glutation 

peroxidáz és kataláz együttes munkája segítségével bontják a ROS-okat az emberi 

sejtekben, és fenntartják az aktív oxigén egyensúlyát az élő szervezetben. Az 

antioxidánsok pl. C-vitamin, alfa-tokoferol (E-vitamin), glutation (GSH), béta-

karotin és A-vitamin, amelyek szintén a szabad gyökök bontásáért felelősek. 
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2.4. Cu(II)-, Ni(II)-komplexek 

2.4.1. Aminosavak, peptidek komplexkémiai sajátságai 

Számos kutatócsoport foglalkozik a peptidek fémionokkal való 

kölcsönhatásának tanulmányozásával és a témában már sok irodalmi mű és 

emellett összefoglalók is megjelentek.58-64 

A peptidek építőkövei az aminosavak, így elsőként érdemes ezen molekulák 

komplexképző sajátságaival foglalkozni. Tartalmaznak egy terminális amino- és 

karboxilátcsoportot, amelyek a fémionokkal stabilis öttagú kelátgyűrűt képeznek 

(4. a ábra), ez az úgynevezett aminosavszerű koordináció. Ha az aminosav 

oldallánca is képes kölcsönhatást kialakítani a fémionnal, akkor az hatással van a 

komplexképződésre, azaz a kialakuló komplex szerkezetét és stabilitását is 

befolyásolja.65-66 Ezen aminosavak közé tartozik a hisztidin, a cisztein, az 

aszparaginsav és glutaminsav, amelyekben a koordinálódásra alkalmas 

donorcsoportok rendre a következők: az imidazolnitrogén, a tiolátkén és a két sav 

esetén a karboxilátoxigén. Azonban az egyszerű aminosavakkal a fehérjékben, 

metalloenzimekben jelenlévő koordinációs környezetet nem lehet modellezni, 

mert komplexkémiai viselkedését tekintve eltérés mutatkozik egy adott 

szekvenciában jelenlévő aminosavval szemben.  

Ezért a modellezés szempontjából egy szinttel tovább lépve, azaz a peptidek 

vizsgálatára érdemes helyezni a hangsúlyt. Így a továbbiakban ezen ligandumok 

komplexkémiai viselkedését foglalom össze. A peptidekben az amino- és 

karboxilátcsoportok egymástól való távolsága megnő, így nincs lehetőség stabilis 

kelátgyűrű kialakítására és a fémion minősége határozza azt meg, hogy a 

koordináció melyik horgonydonoron keresztül megy végbe. A peptidvázban 

komplexképzésre alkalmas donoratomok vannak, ezek a peptidkötésben vagy 

amidkötésben megtalálható karboniloxigént és amidnitrogént jelentik, ezek által 

lehetőség adódik öttagú kelátgyűrű képződésére (4. b ábra). A karboniloxigén 

részvételével létrejövő ML összetételű részecske stabilitása kisebb, mint az 

egyszerű aminosavakkal képzett [NH2, COO–] koordinációs módú komplexé. Az 

amidnitrogén gyenge bázisként és még gyengébb savként viselkedik pK értéke 

~15, amiből az következik, hogy csak nagyon lúgos közegben megy végbe a 

szabad ligandumban a deprotonálódása. Azonban ez a folyamat fémionok (Cu(II)-

, Ni(II)-, Pd(II)-ionok) jelenlétében kisebb pH-n bekövetkezik abban az esetben, 

ha az amidnitrogénnel kelátképző helyzetben lévő horgonydonort tartalmaz a 

molekula. Dipeptidek esetében a kialakuló részecske [NH2, N–, COO–] 

koordinációs móddal (4. c ábra) jellemezhető. A lánc növekedésével az abban lévő 

peptidkötések, ezáltal az amidnitrogének száma is növekszik, amelyek szintén 

képesek deprotonálódni és részt tudnak venni a fémion koordinálásában. A 

keletkező komplexek MLH–1 MLH–2 MLH–3 összetétellel írhatók le, amelyekben 
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csatolt kelátrendszer alakul ki.63 A peptidnitrogének deprotonálódása Cu(II)-ion 

jelenlétében már semleges oldatban végbemegy, míg a Ni(II)-ion lúgos közegben 

képes indukálni azt. 

 

Az eddig ismertetett koordinációs módok azonban befolyásolhatóak olyan 

oldalláncokkal, amelyek kölcsönhatásba tudnak lépni a fémionokkal. A peptidet 

felépítő aminosavak három kategóriába sorolhatók aszerint, hogy az oldalláncok, 

nem, gyengén vagy erősen koordinálódnak az adott fémionhoz. Az első 

kategóriába sorolható a valin, fenilalanin, alanin, ezek nem tartalmaznak 

fémionkötésre alkalmas donorcsoportot így nincs újabb koordinációs mód 

kialakulására lehetőség, de a kialakuló komplexek stabilitására hatással lehetnek.67 

Az általunk vizsgált fémionok (Cu(II)-, Ni(II)-ion) szempontjából a gyengén 

koordinálódó oldalláncok az aszparaginsav, glutaminsav β- és γ-karboxilcsoportja, 

a szerin és treonin alkoholos hidroxilcsoportja, a lizin ε-aminocsoportja és a 

metionin tioéter kénatomja, amelyeknél nemcsak a képződött komplex 

stabilitásában van változás, hanem a komplexek szerkezetében is.  

A fentebb említett fémionok megkötését tekintve az utolsó és egyben 

legfontosabb funkciós csoportokat tartalmazó aminosavak a hisztidin és a cisztein. 

A hisztidin oldalláncában imidazolgyűrűt, míg a cisztein tiolcsoportot tartalmaz és 

ezek horgonydonorként tudnak viselkedni a peptidekben, képesek a fémionokhoz 

koordinálódni és elő tudják segíteni az amidnitrogének deprotonálódását.59 

A fentebb említett komplexek kialakításában a terminális aminocsoport 

horgonycsoportként viselkedik, ezáltal segíti elő az amidnitrogén 

deprotonálódását. Ezt a szabad aminocsoportot és természetesen a 

karboxilcsoportot is blokkolva jobban lehet a fehérjék fémionkötőhelyeit 

modellezni, mert számos enzim és fehérje fémionkötéséért gyakran az 

oldalláncokban lévő donorcsoportok felelősek.  

Munkánk során egy és több hisztidint tartalmazó terminálisan védett 

ligandumok vizsgálatát tűztük ki célul, így a továbbiakban a hisztidintartalmú 

peptidek komplexkémiai viselkedését külön alfejezetként mutatom be. 

a,                                            b,                                                       

4. ábra: a, aminosavak,  

              b-c, egyszerű peptidek koordinációs módjai     c,  
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2.4.2. Egy hisztidint tartalmazó terminálisan védett peptidek komplexkémiai 

viselkedése64 

Egy hisztidin mellett glicint tartalmazó ligandumok68-71 vizsgálata során a 

kutatások arra világítottak rá, hogy a komplexképződés savas közegben minden 

esetben a hisztidinbeli horgonycsoport (N(Im)) koordinálódásával kezdődik, és 

egyfogú donorként vesz részt a Cu(II)-ion megkötésében. Továbbá dipeptideknél 

ligandumfelesleget tartalmazó rendszerben ki tudtak mutatni CuL2 összetételű 

biszkomplexeket. Egy bizonyos pH-tartományban csapadékkiválást tapasztaltak 

és azt megvizsgálva azt találták, hogy az előbb említett CuL2 jelenik meg az 

oldatban, amely kis oldékonyságú. A pH emelésével az amidnitrogének 

deprotonálódnak és a peptidek tagszámától függően egy, kettő vagy három vesz 

részt a fémion koordinációjában az imidazolnitrogének mellett. Ha a 

szekvenciában első helyen hisztidin van, akkor a peptidnitrogének 

deprotonálódása a C-terminális irányba megy végbe 7,5,5 tagú csatolt kelát 

képződése közben, a többi pozícióban lévő hisztidinek például: Ac-GHGG, Ac-

GGHG) a stabilisabb (5,6)- és (5,5,6)-tagú csatolt kelátokat alakítják ki a 

fémionnal.  

A Cu(II)-Ac-HVGD-NH2 rendszerben enyhén savas oldatban képződő CuL 

összetételű komplexben a peptid imidazolnitrogén donoratomja az elsődleges 

fémkötőhely. Stabilitását tekintve nagyobbnak adódik, mint az egyszerű 

imidazolil-oldalláncot tartalmazó peptidek ugyanilyen összetételű komplexei.72 

Erre magyarázatként az aszparaginsav β-karboxilátcsoportjának fémionhoz 

történő koordinációja szolgál, így egy [N(Im), β-COO–] összetételű makrokelát 

alakul ki. pH > 10 fölött CuLH–3 és CuLH–4 részecskék jelennek meg az oldatban. 

A CuLH–4-ben négy amidnitrogén vesz részt a koordinációban, amelyek az 

ekvatoriális síkban helyezkednek el. A CuLH–3 összetételű komplex viszont 

többféle szerkezettel is leírható a spektrális paraméterei alapján. A koordinálódó 

donoratomokat tekintve a [3N–, COO–] vagy [N(Im), 2N– + OH–] koordinációs 

mód is valószínűsíthető. Három-, négy- és öttagú peptidek – amelyek 

szekvenciájukban közbenső helyzetben aszparaginsavat tartalmaznak – fémionnal 

alkotott komplexeinek vizsgálata során arra a következtetésre jutottak, hogy az 

aszpartil-oldallánc β-karboxilátcsoportja a fémionhoz kötődve elősegíti az előtte 

található amidcsoport deprotonálódását és koordinálódását.73-74 

Egy újabb kutatásban a glutaminsavat és aszparaginsavat is tartalmazó Ac-

PDEKHEL-NH2 ligandum vizsgálata során arra a következtetésre jutottak, hogy 

a kialakuló makrokelát szerkezetű Cu(II)-komplexben nagy valószínűséggel nincs 

kölcsönhatásban az oldalláncában lévő karboxilátcsoport a fémionnal, és nem 

változtatja meg annak koordinációs környezetét sem.75 Ugyanakkor 

ligandumfelesleget tartalmazó rendszerben nem tudták kizárni a karboxilátcsoport 
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kötődését. Két amidnitrogén és egy imidazolnitrogén koordinációjával létrejövő 

részecskénél valószínűsíthető a karboxilátoxigén részvétele a koordinációban. 

Kutatócsoportunkban is vizsgáltak egy hisztidint tartalmazó peptideket, 

amely mellett glutaminsav is van a szekvenciában (Ac-SGAEGHAQK-NH2, Ac-

SGAEGAHQK-NH2).76 Az egy imidazolnitrogén koordinációjával létrejövő 

komplex stabilitási állandója nagyobb, mint ami a monodentát koordinációra 

jellemző, ez a glutaminsav stabilizáló hatásának lehet a következménye. Az Ac-

SGAEGHAQK-NH2 Cu(II)-ionnal képzett egy imidazolnitrogén és két 

amidnitrogén részvételével kialakuló komplexének stabilitása nagyobb, mint a 

másik ligandummal képzett ugyanilyen összetételű részecskéé. A kitüntetett 

stabilitás azzal magyarázható, hogy kisebb távolságban van egymástól a hisztidin 

és a glutaminsav. A glutamin hatása abban nyilvánulhat meg, hogy 

hidrogénkötéseken keresztül képes stabilizálni a komplex szerkezetét.77 

A humán prion fehérje fémkötőhelyeit számos egy hisztidint tartalmazó védett 

peptiddel modellezték. A továbbiakban ezek komplexképző sajátságait mutatom be, 

mivel az általunk vizsgált ligandumok egyik körét a humán prion fehérje fragmense 

és mutánsai jelentik. 

A humán prion fehérjében lévő oktarepeat tartományban található Ac-

PHGGGWGQ-NH2 fragmenst vizsgáltak, mivel a glicingazdag régió az oktarepeat 

tartományban két fő szerepet tölthet be: az egyik a strukturálatlan N-terminális 

prion egység flexibilitásában való közreműködés és a másik, hogy lehetővé teszi a 

Cu(II)-ion specifikus kötődését és elengedését a fent említett pH-tartományban a 

biológiai szállítás folyamata során. A fragmens vizsgálata során azt állapították 

meg, hogy az imidazolnitrogén mellett amidnitrogént is tartalmazó komplexekben 

a kevésbé stabilis 7,5,5-tagú csatolt kelát alakul ki, ugyanis a prolin miatt a C-

terminális irányába következik be az amidnitrogének deprotonálódása.78 Ha a 

három egymás mellett lévő glicint cserélték alaninra, illetve lizinre79, akkor is 

ugyanolyan összetételű komplexek keletkeznek, de valamivel kisebb stabilitásúak. 

Nem drámai ez a stabilitásváltozás, viszont a Cu(II)-kötő és elengedő 

mechanizmusban ez fontos szerepet játszhat (pH 6,5-7).80 A  

A humán prion fehérje oktarepeat tartományon kívüli hisztidinjei (His96130, 

140, His111130, 146, His187120) kiváló réz(II)ionkötők és hatékonyabbak a 

fémionmegkötés szempontjából, mint az oktarepeat tartományban lévő 

hisztidintartalmú monomer peptidfragmens.30, 33, 81-87 A külső hisztidint tartalmazó 

peptidfragmensek vizsgálata során kimutatták, hogy az imidazolnitrogén a 

horgonydonor szerepét tölti be és elősegíti az N-terminális vég felé az 

amidnitrogének deprotonálódását, és a fémionhoz történő kötődését. A 

komplexképződés során három fő részecske keletkezését tudták kimutatni. Első 

lépésben az imidazolnitrogén koordinálódik és CuL összetételű komplex 

keletkezik. Majd az első két amidnitrogén kooperatív deprotonálódási 
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folyamatában CuLH–2 [2N–, N(Im)], pH 7 és 9 közötti tartományban CuLH–3 [3N–

, N(Im)] koordinációs módú részecskék alakulnak ki. Az oktarepeat tartományon 

kívüli hisztidinek részvételével kialakuló CuLH–3 összetételű komplexekben a 

nagyobb stabilitású (5,5,6)-tagú csatolt kelátrendszer alakul ki az imidazolnitrogén 

és a megfelelő amidnitrogének koordinációjával. Emellett foglalkoztak a hal és a 

csirke prion fehérjék koordinációs környezetének leírásával is, ahol hasonló 

megállapításokra jutottak, mint az előbbi esetben.87-88  

Ugyanakkor a szekvenciában jelenlévő egyéb aminosavak hatását vizsgálva 

kismértékű eltéréseket figyeltek meg a koordinációs módban és a spektrális 

paraméterekben. A következő pár bekezdésben ezeket az eltéréseket mutatom be. 

Az emberi prion fehérje H111 körüli aminosavsorrendjét modellező Ac-

MKHM-NH2 tetrapeptid Cu(II)-ionnal való komplexképződési folyamatainak 

vizsgálata során azt állapították meg, hogy egy imidazol- és két amidnitrogén 

koordinációja által kialakuló komplexben a 109-s metionin tioéter kénatomja is 

kölcsönhatásban van a fémionnal. Ezt a CD spektrumban kb. 380 nm-nél 

megjelenő S→Cu2+ töltésátviteli sáv megjelenése is igazolja. A szekvencia 

tartalmaz egy lizint is, amely ε-aminocsoportja ugyan nem vesz részt a fémion 

megkötésében, de pH < 9,5 protonált formában van, így azt a sztöchiometria 

felírásánál figyelembe kell venni.34 

Az Ac-GTHS-NH2 HuPrP(94-97), a 96-os kötőhelynek megfelelő 

szekvenciájú ligandum Cu(II)-komplexei CD spektrumainak paraméterei a 111-es 

hisztidint tartalmazó tetrapeptidtől különbözőnek adódtak, ez a szekvenciában 

lévő optikailag inaktív glicin hatása miatt van.89 

A humán prion fehérje mutánsait vizsgálva érdekes eredményre jutottak az 

Ac-SKHM-NH2 és Ac-TKHM-NH2 peptid Cu(II)-ionnal való 

komplexképződésének vizsgálata során. A szerin és a treonin alkoholos 

hidroxilcsoportjának gyenge axiális kölcsönhatásával képes elősegíteni a 

harmadik amidnitrogén deprotonálódását és koordinálódását. A kialakuló 

hidrogénkötés a szerin vagy treonin alkoholos hidroxilcsoportja és a lizin 

aminocsoportja között elősegítheti az amidnitrogén kötődését.90 

A Ni(II)-ion kötődése az oktarepeat tartományhoz igen kismértékű, ezért 

ezzel a fémionnal elsősorban a H96-os, H111-s humán prion fehérje és a H110-s 

és H124-s csirke prion kötőhelyét modellező peptideket vizsgáltak.89, 91-95 Ez a 

választás annak tudható be, hogy az oktarepeat tartomány Ni(II)-ion megkötésére 

való hajlama igen csekély.  Ezzel a fémionnal és a fent említett ligandumokkal pH 

> 6 fölött kezdődik a komplexképződés, ami az imidazolil-oldallánc 

deprotonálódásának pH-tartományában van.89 Lúgos oldatban a négy nitrogén 

donoratomot tartalmazó síknégyzetes geometriájú, diamágneses komplexek 

képződését feltételezik [3N−, N(Im)] koordinációs móddal.96 
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Összességében az állapítható meg az egy hisztidint tartalmazó ligandumok 

komplexképző sajátságairól, hogy a fémion megkötésében a legfontosabb szerepet 

az imidazolnitrogén tölti be, ami horgonycsoportként képes elősegíteni az 

amidnitrogének deprotonálódását. Savas pH-tartományban az imidazol egyfogú 

koordinációjával CuL összetételű részecske keletkezik, a pH emelésével az 

amidnitrogének is deprotonálódnak és koordinálódnak. Ebben az esetben az 

imidazolnitrogén mellett egy, kettő vagy három amidnitrogén vesz rész a 

koordinációban. Egy hisztidint tartalmazó peptidek Cu(II)-komplexeinek 

vizsgálata során arra a következtetésre jutottak, hogy ahol a közbenső89 vagy C-

terminális pozícióban97 van a hisztidin, az első két amidnitrogén deprotonálódása 

kooperatívan megy végbe. A CuLH–3 összetételű három amidnitrogén és egy 

imidazolnitrogén koordinációjával létrejövő komplexre jellemző abszorpciós 

maximum értéke 510-530 nm között, míg az ESR paraméterei, az A|| és g|| értéke 

180-200 x 10–4 cm–1 és 2,17-2,19 tartományban vannak.98 Ha a hisztidint megelőző 

vagy az azt követő amidnitrogének deprotonálódnak és koordinálódnak (5,5,6)- 

vagy (7,5,5)-tagú kelátok jöhetnek létre (5. a ábra). A kevésbé stabilis (7,5,5)-tagú 

kelátgyűrű kialakulására akkor van lehetőség, ha a szekvenciában az N-terminális 

végen van jelen a hisztidin (például Ac-HGGG71).  Ha prolin62, 99 vagy szarkozin100 

kerül a hisztidin elé a szekvenciába, akkor is a C-terminális vég felé történik az 

amidnitrogének deprotonálódása (5. b ábra), mivel ezen aminosavak által 

létrejövő peptidkötésben nincs olyan amidnitrogén, ami disszociábilis protont 

tartalmazna. Ezektől az esetektől eltekintve az N-terminális irányba történő 

amidnitrogén deprotonálódás a kedvezményezett, mert a 6-tagú kelátgyűrű 

termodinamikai stabilitása nagyobb, mint a 7-tagúé.63 

  

5. a ábra: CuLH–3,[Nˉ, Nˉ, Nˉ, 

N(Im)], N-terminális irányba történő 

amidnitrogén deprotonálódás 

5. b ábra: CuLH–3,[N(Im), Nˉ, Nˉ, Nˉ], 

C-terminális irányba történő 

amidnitrogén deprotonálódás 

 A Ni(II)-ionnal képzett komplexeknél kialakuló koordinációs módok és a 

keletkező részecskék sztöchiometriája a Cu(II)-komplexekével általában 

megegyezik. Például az egymagvú 4N-es Cu(II)-komplexekkel analóg módon, 

szintén három amidnitrogén, és egy imidazolnitrogén koordinálódik a 

nikkel(II)ionhoz mind az Hu-PrP(92-96) Ac-GGGTH és Hu-PrP(107-111) Ac-
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TNMKH ligandumok esetében.92 Ugyanakkor azt is megállapították, hogy a 

Ni(II)-komplexek képződése nagyobb pH-n következik be és stabilitásuk kisebb, 

mint a Cu(II)-komplexeké. 

2.4.3. Több hisztidint tartalmazó terminálisan védett peptidek 

komplexkémiai viselkedése64 

Multihisztidin peptidek esetében a kialakuló komplexek még változatosabb 

képet mutatnak. Védett multihisztidin peptidek esetében – melyek a C- és N-

terminális végükön egyaránt védőcsoporttal vannak ellátva – nincs szabad amino- 

és karboxilcsoport, ezáltal komplexkémiai viselkedésük is megváltozik a nem 

védett peptidekhez képest. Olyan több hisztidint tartalmazó peptideket is 

vizsgáltak már, amelyekben a hisztidineket egy, kettő vagy több aminosav 

választja el egymástól.98, 101-105 

Ha két hisztidint egymástól egy aminosav választ el, mint például az Ac-

HVH-NH2
101 vagy Ac-HGH-NHMe, Ac-HHGH-NHMe102 ligandumoknál, akkor 

CuL összetételű imidazol-koordinációjú komplex alakul ki, annyi hisztidin 

részvételével, amennyi jelen van a ligandumban. A fent említett glicintartalmú 

ligandumok szabad karboxilátcsoportot tartalmazó analógjainál feltételezhető 

továbbá annak koordinációja is a makrokelát szerkezetű komplexekben. A Cu(II)-

Ac-HVH-NH2 rendszerben ligandumfelesleg jelenlétében jelentős mennyiségben 

keletkezik CuL2 összetételű biszkomplex, amelyben három vagy négy nitrogén 

donoratom koordinációja valószínűsíthető a spektrális paraméterei alapján. 

Ezeknél a ligandumoknál az első két amidnitrogén deprotonálódása átfedő 

lépésben játszódik le és CuLH–2 összetételű részecske keletkezik, amelynél a HXH 

szekvenciában lévő két imidazolnitrogén és a hisztidinek közötti amidnitrogének 

vesznek részt a koordinációban, ezáltal egy (7,5,6)-tagú csatolt kelátrendszer (6. 

ábra) alakul ki.  

Mindhárom ligandum CuLH–3 összetételű komplexében egy (5,5,6)-tagú csatolt 

kelát képződésével [Nˉ, Nˉ, Nˉ, N(Im)] 

koordinációs mód alakul ki.70 Továbbá 

ebben a részecskében az Ac-HGH-

NHMe első és Ac-HHGH-NHMe 

második imidazolnitrogénjének axiális 

koordinációja is feltételezhető 

négyzetes piramis geometriával.58 

Az Ac-HGHG-OH106 ligandum 

Cu(II)-ionnal csak 1:1 komplexeket 

képez, nem tudtak kimutatni sem 

biszkomplexeket, sem többmagvú 

részecskéket. Az imidazol-

6. ábra: CuLH–2, [N(Im), Nˉ, Nˉ, 

N(Im)] koordinációs mód 
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koordinációjú komplexekben az egy és két imidazolnitrogén mellett a C-terminális 

végen lévő szabad karboxilátcsoport is részt vesz a fémion megkötésében. A 

peptidnitrogének lépcsőzetes deprotonálódása és koordinálódása megy végbe, 

amely folyamatban elsőként a CuLH–1 összetételű részecske képződésével egy 

amidnitrogén mellett két imidazolnitrogén van jelen a koordinációs szférában. A 

két és három amidnitrogén koordinációjával létrejövő komplexekben az 

imidazolnitrogén mellett a szabad karboxilátcsoport az ekvatoriális síkban 

helyezkedik el és axiálisan további egy imidazolnitrogén vesz részt a 

koordinációban torzult oktaéderes geometriát eredményezve. A peptidnitrogének 

kötődésével párhuzamosan kék eltolódás figyelhető meg az abszorpciós 

spektrumban. A CuLH–2 és CuLH–3 CD spektruma között nagy eltérés mutatkozik, 

ami a Cu(II)-ion körüli konformációs átrendeződésre utal a harmadik amidnitrogén 

belépésével.107 

Azonban, ha a hisztidinek között már két aminosavnyi a távolság, erre jó 

példa az Ac-HVVH-NH2
98, akkor a CuLH–1 számottevő mennyiségben van jelen 

az oldatban, az első amidnitrogén deprotonálódása elkülönült lépésben megy 

végbe. Az amidnitrogének koordinációjával kialakuló komplexekben egy 

imidazolnitrogén mellett egy, kettő illetve három amidnitrogén vesz részt a fémion 

megkötésében és a C-terminális végen lévő hisztidin tölti be a horgonydonor 

szerepét. Ezeknél a rövid peptideknél CuL2 összetételű biszkomplexek 

kialakulására is lehetőség van, amelyek ligandumfeleslegnél viszonylag nagy 

koncentrációban vannak jelen. Az Ac-HGGH-NH2 ligandumnál is hasonló 

összetételű részecskék képződnek. Az amidnitrogének részvételével létrejövő 

komplexeknél viszont az N-terminális 

végen lévő hisztidin nincs jelen az 

ekvatoriális síkban és így nincs meg a 

stabilizáló hatása sem, kisebb stabilitású 

komplexek keletkeznek.  

Az Ac-HXHZH-NH2
103 szekvenciájú 

peptideknél mindhárom imidazolgyűrű 

részvételével makrokelát szerkezetű CuL 

összetételű komplex alakul ki (7. ábra).  

A makrokelátok visszaszorítják az 

amidnitrogének deprotonálódását, de nem akadályozzák meg. Fiziológiás pH-

tartományban a CuLH–2 komplex lesz a meghatározó, amelyben a fémionok két 

amidnitrogénhez és két imidazolnitrogénhez koordinálódnak, [N(Im), Nˉ, Nˉ, 

N(Im)] koordinációs móddal. Az oldatban koordinációs izomerek alakulnak ki, de 

általában a C-terminális végen kedvező a fémion kötődése. A pH emelésével még 

egy amidnitrogén deprotonálódik, CuLH–3 komplex jön létre [Nˉ, Nˉ, Nˉ, N(Im)] 

típusú koordinációval. Fémion felesleg esetén lehetőség van többmagvú 

7. ábra: CuL komplex szerkezete 
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komplexek kialakulására is. A kétmagvú komplexek közül a Cu2LH–4 (8. ábra) a 

meghatározó 7 és 9 közötti pH-tartományban, amelyben a fémion a közbenső és a 

C-terminális végen lévő hisztidinhez kötődik [Nˉ, Nˉ, N(Im)] koordinációs mód 

kialakítása mellett. Abban az esetben, ha prolin van beépítve a szekvenciába, akkor 

az egymagvú komplexeknél nincs lehetőség koordinációs izomerek kialakulására, 

és többmagvú komplexek képződnek.  

 

8. ábra: Cu2LH–4 komplex szerkezete 

A továbbiakban a hisztidinek mellett olyan különböző aminosavakat 

tartalmazó ligandumok komplexképző sajátságainak összefoglalását mutatom be, 

amelyek oldalláncai a fémionok megkötését, és ezáltal a kialakuló komplexek 

stabilitását, szerkezetét valamilyen irányban megváltoztatják. 

Az Ac-HPHH-NH2-nél108 szintén lehetőség van makrokelát kialakulására 

mind a három imidazolil-oldallánc részvételével, továbbá ligandumfelesleg 

jelenlétében biszkomplex is képződik, ami 5-8 közötti pH-tartományban uralkodó. 

A CuL komplex stabilitása kisebb, mint más ugyanilyen összetételű komplexé. Ez 

a prolin merev szerkezetéből adódik, ami miatt a peptid flexibilitása csökken. A 

CuLH–1 összetételű részecskében a két egymás melletti hisztidin 

imidazolnitrogénje és a közöttük lévő amidnitrogén van jelen a koordinációs 

szférában. pH > 8 tartományban keletkezik a CuLH–2 komplex, amely folyamatot 

nem kíséri nagymértékű spektrális változás, ami a koordinált vízmolekula 

deprotonálódásának tudható be. Egy újabb lúgfogyasztó folyamatban egy második 

amidnitrogén deprotonálódása és koordinációja zajlik, továbbá az egyik 

imidazolnitrogén kiszorul az ekvatoriális síkból és axiálisan kötődik a fémionhoz 

[Nˉ, Nˉ, N(Im), OH– + N(Im)ax] koordinációs módot kialakítva, amely torzult 

geometriát mutat. 

Vizsgáltak olyan ligandumokat is, amelyben a prolin nagymértékben 

megváltoztatja a kialakuló komplexek szerkezetét, a láncban lévő helyzetétől 

függően érdekes koordinációs módokat tud előidézni az úgynevezett 

„peptidláncban töréspontot létrehozó” hatása miatt. Az Ac-HPSGHA-NH2
109 

CuLH–2 komplexben [Nˉ, Nˉ, N(Im)] koordinációs mód van jelen, az N-terminális 

végen lévő hisztidin nem vesz részt a koordinációban és az amidnitrogének 
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lépcsőzetes deprotonálódása játszódik le. Ezzel ellentétben, ha a glicint és a prolint 

megcseréljük a szekvenciában, abban az esetben az amidnitrogének kooperatív 

deprotonálódásával [N(Im), Nˉ, Nˉ] koordinációjú komplex keletkezik (7,5,5)-

tagú csatolt kelátot eredményezve, és a C-terminális végen lévő hisztidin képes 

axiálisan koordinálódni. 

Hisztidint és szarkozint tartalmazó terminálisan védett peptidek Ac-

(((HisSarHis)SarHis)SarHis)-NH2 (S1H2, S2H3, S3H4)100Cu(II)-ionnal való 

kölcsönhatásának vizsgálata során azt állapították meg, hogy az imidazol-

koordinációjú komplexek 5-7 közötti pH-tartományban vannak jelen a legnagyobb 

mennyiségben és nem elég stabilisak ahhoz, hogy enyhén lúgos közegben 

megakadályozzák a fémion hidrolízisét. 

Két hisztidint tartalmazó ligandumban (Ac-(KG)HKLHL-NH2)110, ahol a 

hisztidineket két aminosav választja el ugyanolyan összetételű komplexek 

keletkeznek, mint az Ac-HXXH-NH2 ligandumoknál. A különbség abban 

nyilvánul meg, hogy a CuLH-2 összetételű részecskében az N-terminális vég felőli 

hisztidin lehet az ekvatoriális síkban vagy 

akár axiális pozícióban is. A harmadik 

amidnitrogén koordinációjával létrejövő 

komplexben az ekvatoriális síkban egy 

imidazolnitrogén és három amidnitrogén 

van jelen, míg axiálisan kötődik a C-

terminális véghez közeli hisztidin 

imidazolnitrogénje (9. ábra). A pH 

emelésével a lizin ε-aminocsoportja is 

elveszti protonját, de az nem vesz részt a 

fémion megkötésében.  

Azoknál a ligandumoknál, amelyekben a hisztidin mellett aszparaginsav is 

jelen van a szekvenciában (például az Ac-HHVGD-NH2 és Ac-HVGDH-NH2)104, 

a csak imidazol-koordinációjú komplexeikben ezen aminosav stabilitásnövelő 

hatása megmutatkozik. A pH növelésével bekövetkezik az amidnitrogének 

deprotonálódása és azok is részt vesznek a fémion megkötésében. Az első két 

amidnitrogén deprotonálódása kooperatív módon megy végbe.89 A kialakuló 

CuLH–2 összetételű komplexben [N(Im), Nˉ, Nˉ, N(Im)] a koordinációs mód, 

aminek következtében a harmadik amidnitrogén belépése az imidazolnitrogén 

kiszorításával lehetséges, és pH > 9 felé tolódik el. 

Ac-βDHGH ligandum fémionkötő-képessége növekszik azáltal, hogy az 

aszparaginsav α-karboxilátcsoportja részt vesz a fémion koordinálásában.111 

Védett Ac-KHGH-NH2 és Ac-DHGH-NH2
112 vizsgálata során arra a 

következtetésre jutottak, hogy mind az imidazol-koordinációjú mind, az egy és két 

amidnitrogén koordinációjával létrejövő komplexekben mindkét imidazolnitrogén 

9. ábra: Az Ac-GHKLHL-NH2 

ligandum CuLH–2 komplexének 

szerkezete 
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részt vesz a fémion megkötésében. A harmadik amidnitrogén belépésével az egyik 

imidazolnitrogén kiszorul a koordinációs szférából. Továbbá azt is feltételezik, 

hogy nincs kimutatható kölcsönhatás a fémion és a lizin ε-aminocsoportja, illetve 

az aszparaginsav β-karboxilátcsoportja között. 

Glutaminsavtartalmú peptidekben (Ac-GHEITHG-NH2, Ac-GHTIEHG-

NH2)113 már a makrokelát képződésénél kimutatták a karboxilátcsoport 

koordinációban való részvételét, ez a folyamat nagymértékben befolyásolja a 

kialakuló komplex stabilitását és szerkezetét is. Azt állapították meg, hogy a 

HEXXH szekvenciát tartalmazó peptiddel a [2N(Im), COO–] koordinációs módú 

makrokelát komplex képződése kedvezőbb. A többi komplex szerkezetében is az 

a különbség adódik, hogy a HEXXH szekvenciájú ligandumoknál a glutaminsav 

γ-karboxilátcsoportja erősebb kölcsönhatás kialakítására képes, mint a másik 

ligandumnál. Ez az erősebb kötődés a komplex másodlagos szerkezetére is 

hatással van. 

Az Aβ feltételezett rézkötőhelyének modelljét, az Ac-SGAEGHHQK-NH2
76 

peptidet, és annak Cu(II)-ionnal való komplexképződési folyamatait 

kutatócsoportunkban tanulmányozták. Ennél a ligandumnál biszkomplexek 

létezését is feltételezik négy imidazolnitrogén koordinációjának részvételével. A 

makrokelát szerkezetű komplexben az imidazolnitrogének mellett a glutaminsav 

γ-karboxilátcsoportjának koordinációját is valószínűsítik. A két hisztidin jelenléte 

a szekvenciában arra a feltételezésre ad okot, hogy izomerek alakulnak ki az 

amidnitrogének által kialakított részecskékben. Az [N–, N– N(Im)] koordinációs 

módú komplexekben az amidnitrogén deprotonálódása és koordinációja azonos 

mértékben következik be mind a két hisztidintől indulva az N-terminális irányba, 

az izomerek aránya 1:1. A három amidnitrogén és egy imidazolnitrogén jelenléte 

mellett a másik hisztidin imidazolnitrogénjének axiális kötődése is 

valószínűsíthető a CuLH–3 komplexben. A többmagvú Cu2LH–6 összetételű 

részecskében az amidnitrogének deprotonálódása a hatos hisztidinről az N-

terminális, míg a hetes pozíciójú hisztidinről a C-terminális irányba következik be. 

Az Ac-EDDAHAHAHAHAG-NH2, Ac-EDDHAHAHAHAHG-NH2
114 

ligandumok Cu(II)-ionnal való kölcsönhatásának vizsgálata során az 1:1 fémion-

ligandum aránynál egymagvú komplexek keletkezése valószínűsíthető. Savas pH-

tartományban az imidazolnitrogének részvételével protonált komplexek 

képződnek. A négy hisztidintartalmú peptid CuL összetételű részecskéjében 

három imidazolnitrogén és egy amidnitrogén vesz részt a koordinációban, míg a 

negyedik imidazolnitrogén protonált. A pH emelésével az utolsó imidazolnitrogén 

is elveszti protonját, de az már nem vesz részt a fémion megkötésében, tehát 

megmarad a már fentebb leírt koordinációs geometria. Ezzel ellentétben az öt 

hisztidint tartalmazó ligandum CuLH komplexében már négy imidazol 

koordinációja valószínűsíthető. Ami arra enged következtetni, hogy további 
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hisztidinek jelenléte a szekvenciában megakadályozza a vázban lévő 

peptidnitrogének deprotonálódását ebben a komplexben. Elméleti számítások 

alapján az is megállapítható, hogy a kialakuló komplex legideálisabb másodlagos 

szerkezete α-helikális struktúrával írható le. Nagyobb pH-n kettő, illetve három 

amidnitrogén is bekerül a koordinációs szférába egy-egy imidazolnitrogént 

kiszorítva ezáltal, tehát a kialakuló komplexek [N(Im), 2N–, N(Im)] és [3N–, 

N(Im)] koordinációs móddal jellemezhetők. A glutaminsav kötődése az Ac-

EDDAHAHAHAHAG-NH2 ligandum esetében valószínűbb, ezzel ellentétben a 

másik ligandumnál nem feltételezik a karboxilátcsoport koordinálódását.115 Az 

alternáló pozícióban hisztidint tartalmazó ligandumok (például az Ac-

EDDHAHAHAHAHG-NH2) nagyobb stabilitású komplexeket képeznek, mint 

azok, amelyeknél a hisztidinek szinte mindegyike egymás mellett foglal helyet és 

megegyező számú hisztidint tartalmaz (Ac-THHHHAHGG-NH2).116 Ezzel 

ellentétben a hisztidinek számának növelésével (Ac-EDDHHHHHHHHHG-

NH2)115 nagyobb stabilitású komplexek keletkeznek a kevesebb hisztidint alternáló 

pozícióban tartalmazó ligandumokénál. Ez az α-helikális másodlagos struktúra és 

annak kialakulásában szerepet játszó több hidrogénkötés stabilizáló hatásának 

eredménye.114 

Mint ahogy az egy hisztidint tartalmazó ligandumoknál a prion fehérje 

fémionkötőhelyeit modellező fragmensek és mutánsainak komplexképző 

sajátságait említettem, ezek alapján a több hisztidint tartalmazó peptideknél is 

adódik a lehetőség, hogy bemutassam a hosszabb fragmens Cu(II)-komplexeinek 

sajátságait.  

Az Ac(-PEG11)3HuPrP(60-114)117 peptidben, ahol a 61, 69, 77, 85-s 

pozícióban lévő hisztidinek jelentik az oktarepeat tartománybelieket, a 96 és 111-

s helyzetűek a tetraoktarepeat tartományon kívülieket, a hisztidinek egymástól két 

aminosavnál nagyobb távolságban, szeparáltan helyezkednek el. Ebben az esetben 

is lehetőség van makrokelát kialakulására, amelyben négy hisztidin vesz részt a 

fémion megkötésében. Ki tudtak mutatni olyan komplexeket is, amelyekben az 

imidazol koordinációja mellett egy és két amidnitrogén vesz részt a fémion 

koordinálásában. Sőt a tetraoktarepeat egységben a két amidnitrogén és egy 

imidazolnitrogén koordinációja mellett még egy imidazolnitrogén is 

kölcsönhatásba kerülhet a fémionnal. Elmondható továbbá erről a peptidről, hogy 

annyi réz(II)ion megkötésére képes, ahány hisztidin van benne. A legfontosabb 

megállapítás viszont az, hogy a koordinációs mód nagyban függ a fémion-

ligandum aránytól és a pH-tól. A három és négy imidazol-koordinációjú 

makrokelát gyengén savas közegben és kis Cu(II)-ion koncentrációnál domináns. 

Ekvimoláris mintában az amidkötött részecskék semleges és enyhén lúgos 

körülmények között vannak jelen. A növekvő fémion-koncentrációval az 

amidnitrogének deprotonálódása és koordinációja már enyhén savas közegben 
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bekövetkezik és a két fő koordinációs mód: [N(Im), Nˉ, Nˉ] és [N(Im), Nˉ, Nˉ, Nˉ]. 

Ha a hisztidin oldallánc/Cu(II) aránya kisebb, mint hat, akkor nagyszámú 

koordinációs izomer jelenlétével kell számolni, mert az egyes kötőhelyek 

egymástól függetlenül működnek, így minden egyes hisztidin képes betölteni a 

horgonydonor szerepét.64                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

A multihisztidin peptidek Cu(II)-ionnal alkotott komplexeiről összességében 

az állapítható meg, hogy savas pH-tartományban az oldalláncbeli 

hisztidinnitrogének a fő fémionkötőhelyek és a kialakuló komplex CuL 

összetétellel írható le. A természetes peptideknél beleértve a prionokat, amiloid és 

hiszton peptideket a hisztidinek számának növekedése kedvez a makrokelátok 

képződésének savas és semleges körülmények között.118-122 Számos kutatási 

eredmény arra világít rá, hogy minél több imidazolnitrogén kerül a koordinációs 

szférába, annál nagyobb stabilitású CuL komplex keletkezik. Nemcsak a 

szekvenciában lévő hisztidinek számától, hanem azok egymáshoz viszonyított 

helyzetétől is függ a keletkező makrokelát szerkezetű részecskék stabilitása. 

Szomszédos, alternáló pozícióban és egymástól távoli hisztidineket tartalmazó 

ligandumok CuL komplexeinek stabilitását összehasonlítva az állapítható meg, 

hogy azok a ligandumok a leghatékonyabbak a Cu(II)-ion megkötésében, 

amelyeknél alternáló pozícióban van jelen a hisztidin a peptidben.64, 78  A két 

imidazol-koordinációjú komplex stabilitását növeli a C-terminális és az 

aszparaginsav vagy glutaminsav oldalláncában lévő karboxilátcsoport. A lizin 

oldalláncában lévő ε-aminocsoport fiziológiás körülmények között protonált és 

nem vesz részt a koordinációban, a makrokelát szerkezet stabilitásában nem játszik 

szerepet, de pozitív töltésének köszönhetően destabilizáló hatású lehet.100 Azért 

kerül bővebb tárgyalásra ez a típusú komplex, mert a Cu,Zn-szuperoxid diszmutáz 

(Cu,Zn-SOD) enzim modellezése szempontjából az imidazol-koordinációjú, 

általában CuL vagy CuL2 összetételű komplexek a legfontosabbak, ugyanis 

szerkezetükben ezek hasonlítanak az enzim aktív centrumához. A fent említett 

CuL komplexek elektrokémiai és SOD aktivitás vizsgálatát is elvégezték.101, 106, 123-

127 

Ezenkívül az amidnitrogének részvételével kialakuló komplexek is jó 

modellként szolgálhatnak, így érdemes azokat is a vizsgálat tárgykörébe beemelni. 

A korábbi kutatási eredmények alapján tehát, ha a hisztidinek között egy aminosav 

van, abban az esetben a pH emelésével végbemegy az amidnitrogének 

deprotonálódása és azok koordinálódnak az imidazolnitrogén mellett CuLH–2 

összetételű komplex létrejöttével. Az egymástól egy aminosavnál nagyobb 

távolságban elhelyezkedő hisztidineket tartalmazó ligandumok Cu(II)-

komplexeinél a pH növelésével itt is lejátszódik az amidnitrogének 

deprotonálódása, ebben a rendszerben a CuLH–3 összetételű komplex a 
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meghatározó, melyben [Nˉ, Nˉ, Nˉ, N(Im)] típusú koordinációs mód van jelen. 

Mind a láncvégi, mind a közbenső helyzetű imidazolnitrogén képes 

horgonycsoportként elősegíteni az amidnitrogének deprotonálódását, így 

ekvimoláris oldatban koordinációs izomerek képződhetnek. Ezek létrejöttét a 

nemkoordinálódó oldalláncok hidrofób és sztérikus kölcsönhatása jelentősen 

befolyásolhatja.  

A kettőnél több hisztidint tartalmazó ligandumok Cu(II)-ionnal képzett 

komplexeinél lehetőség van többmagvú komplexek kialakulására is 

fémionfelesleg mellett. Ezekben a rendszerekben a ligandum általában annyi 

Cu(II)-ion megkötésére képes, ahány hisztidin található a szekvenciában. A 

létrejövő kétmagvú komplex Cu2LH–4 összetétellel jellemezhető, és benne a 

koordinációs mód [Nˉ, Nˉ, N(Im)] típusú. A pH emelésével többmagvú 

négynitrogénes [Nˉ, Nˉ, Nˉ, N(Im)] koordinációs módú komplexek keletkeznek. 

A komplexek sztöchiometriája hasonló a különböző ligandumoknál, de a 

különböző részecskék relatív koncentrációja eltérő, ami arra utal, hogy a 

hisztidinek egymáshoz viszonyított növekvő távolságával a ligandum fémionkötő 

affinitása is változik.  

Fontos a több hisztidint tartalmazó ligandumok Ni(II)-komplexeinek 

képződéséről, stabilitásáról és szerkezetéről is szót ejteni, hiszen ez a másik fémion 

amely a kutatás egy részét képezi. 

Két és három hisztidintartalmú rövidebb tagszámú peptideknél (Ac-HGH-

NHMe, Ac-HGH-OH, Ac-HisSarHis-NH2, Ac-HHGH-OH, Ac-

HisSarHisSarHis-NH2)105 lehetőség van Ni(II)-ionokkal biszkomplexek 

képződésére, azonban a legmeghatározóbb részecskék a rendszerben az 1:1 

komplexek. A komplexképződés pH > 5 fölött kezdődik, ami egy pH-egységgel 

nagyobb, mint a Cu(II)-komplexek esetén, és a folyamatban egy, kettő és három 

imidazol-koordinációjú komplexek alakulnak ki. Ezek közül a fő részecske a NiL 

összetételű komplex, amelynél a szekvenciában jelenlévő összes hisztidin 

koordinálódik a fémionhoz és makrokelát alakul ki oktaéderes geometriával. A 

hisztidinek számának növekedése a koordinációs szférában növeli az imidazol-

koordinációjú komplexek stabilitását. Továbbá a C-terminális végen jelenlévő 

karboxilátcsoport koordinációjával és a komplex töltésének megváltozásával 

fokozza annak stabilitását. Extra lúgfogyasztó folyamat figyelhető meg 8-9 pH 

tartományban és ez a folyamat a peptidnitrogének deprotonálódásához és 

koordinációjához köthető. Az első két amidnitrogén deprotonálódása kooperatív 

módon megy végbe, mely folyamat során NiLH–2 összetételű komplex keletkezik 

és [N(Im), Nˉ, Nˉ, N(Im)] koordinációs móddal írható le a szerkezete, 7,5,6-tagú 

csatolt kelát stabilizálja, ami síknégyzetes geometriájú. A következő 

deprotonálódási lépésben három amid- és egy imidazolnitrogén vesz részt a fémion 

megkötésében, így egy NiLH–3 összetételű részecske keletkezik. 
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Az Ac-HGGH-NH2 ligandumnál két részecske képződését feltételezik. Az 

egyik az imidazol koordinációjával kialakuló NiL részecske. A másik a NiLH–3, 

amelyben három amid- és egy imidazolnitrogén alakítja ki a síknégyzetes 

komplexet. Abban az esetben, ha a C-terminális végtől számolva harmadik helyen 

foglal helyet a glicin, akkor ellentétes előjelű Cotton effektus mérhető, mind a 

Cu(II)- mind a Ni(II)-komplexek esetén. Ezen ligandum NiLH–3 komplexénél is 

ezt tapasztalták. 

A három hisztidint tartalmazó pentapeptidek (Ac-HAHVH-NH2, Ac-

HVHGH-NH2, Ac-HGHVH-NH2)105 NiLH–2 és NiLH–3 komplexeinél szélesebb 

abszorpciós sáv jelenik meg, mint a tri- és tetrapeptideknél, ami koordinációs 

izomerek képződésére utal. A CD spektrumok alapján további következtetéseket 

lehet levonni az izomerek arányáról. A C-terminális végen lévő hisztidin 

részvételével kialakuló NiLH–2 komplex általában a domináns részecske, erre jó 

példa az Ac-HVHGH-NH2 ligandum Ni(II)-komplexe. Ha a C-terminális végen 

nagyobb térkitöltésű csoport található (például az Ac-HGHVH-NH2, Ac-HAHVH-

NH2), akkor viszont az izomerek összehasonlítható mennyiségben vannak jelen. 

Nagyobb pH-n egy újabb amidnitrogén deprotonálódás következik be, és NiLH–3 

összetételű komplex keletkezik [Nˉ, Nˉ, Nˉ, N(Im)] koordinációs móddal.92, 98, 128 

Ennél a komplexnél is lehetőség van koordinációs izomerek kialakulására, szintén 

a közbenső és a C-terminális végen lévő hisztidin részvételével és általában az 

utóbbinál történő fémionkötődés a kedvező sztérikus okokból, de például az Ac-

HAHVH-NH2 ligandumnál összehasonlítható mennyiségben keletkezik a két 

izomer. Fémionfelesleg jelenlétében a pentapeptideknél kétmagvú komplexek is 

képződnek lúgos körülmények között. A legnagyobb mennyiségben a Ni2LH–4 

részecske van jelen, amelyben a koordinációs mód [N(Im), Nˉ, Nˉ, N(Im)] és [Nˉ, 

Nˉ, N(Im)]. A két peptidnitrogén deprotonálódása kooperatív módon megy végbe 

és kisebb pH-n, mint az egymagvú komplexeknél. pH > 10,5 fölött az 

acetamidocsoport is képes deprotonálódni és Ni2LH–5 összetételű komplex 

keletkezik, amelynél az N-terminális végen lévő imidazolnitrogén kiszorul a 

koordinációs szférából és átveszi a helyét az ötödik amidnitrogén. 

A Ni(II)-Ac-HAAHVVH-NH2
98 rendszerben fiziológiás pH-n makrokelát 

szerkezetű komplex alakul ki az imidazolnitrogének részvételével, majd az 

amidnitrogének deprotonálódásával egymagvú komplexek keletkeznek, 

többmagvú komplexeket nem tudtak kimutatni. A NiLH–1 részecskében 

feltételezhetően a fémion koordinálásában egy imidazol- és egy amidnitrogén vesz 

részt oktaéderes környezetben. A NiLH–3 komplex a már fentebb említett 

koordinációs móddal és geometriával jellemezhető. A közbenső és a C-terminális 

hisztidinben lévő imidazolnitrogén alkalmas arra, hogy horgonydonorként 

viselkedjen és elősegítse az N-terminális vég felé történő amidnitrogén 

deprotonálódást, ezáltal lehetőség nyílik koordinációs izomerek létrejöttére. A két 
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izomer közül a közbenső hisztidin részvételével kialakuló részecske lesz a 

domináns. 

Ac-HPHH-NH2
108 Ni(II)-ionnal való komplexképződésének vizsgálata során 

nem tapasztalták csapadék leválását. A NiL összetételű részecske viszonylag 

széles pH-tartományban uralkodó (6,5-8,6). Ligandumfeleslegnél biszkomplex 

képződése is valószínűsíthető, amelyben a második ligandum belépése során kettő, 

de akár három imidazolnitrogén is részt vehet a fémion megkötésében egy 

szabályos oktaéderes geometriát létrehozva. A pH emelésével NiLH–2 összetételű 

komplex keletkezik, amely folyamatban két amidnitrogén vagy egy amidnitrogén 

és egy koordinált vízmolekula deprotonálódása megy végbe. 

A humán prion fehérje fragmenseinek és mutánsainak Ni(II)-ionnal való 

komplexképződési folyamatait is tanulmányozták.129-130 A HuPrP(84-114)H85A 

és HuPrP(84-114)H96A ligandumok két hisztidint tartalmaznak, az elsőben a 96-

os és 111-es, a másikban a 85-ös és 116-os pozícióban. A H85A és H96A jelölés 

azt jelenti, hogy a számmal jelölt pozíciójú hisztidineket alanin helyettesíti. A 

HuPrP(84-114)H85A ligandum két ekvivalens Ni(II)-iont képes oldatban tartani, 

ezzel ellentétben a másik csak egy ekvivalens Ni(II)-ion megkötésére képes. Ez 

azzal magyarázható, hogy a 85-ös pozícióban lévő hisztidin az oktarepeat 

tartományon belüli hisztidinekhez tartozik és ennek a horgonycsoportnak a 

legkisebb az affinitása a Ni(II)-ionok felé. Az egymagvú [3N–, N(Im)] 

koordinációs módú komplexek kialakulása az amidnitrogének egy lépésben 

történő deprotonálódásával és koordinációjával megy végbe. A 

prionfragmensekben lévő hisztidinek imidazolnitrogénjeinek Ni(II)-ion 

szelektivitása is megadható volt az eredmények alapján, amely a következő 

sorrendben csökken: H96 > H111 > H85. Olyan fragmenseket is vizsgáltak, ahol 

a három (H85, H96, H111) kötőhelyet modellező szekvenciákat kapcsolták össze 

(Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH2). Arra a következtetésre jutottak, hogy a Ni(II)-

ion megkötésének legjobban a GTHS szekvencia kedvez és a PHAAA rész Ni(II)-

ionkötő affinitása a legkisebb. Ezzel ellentétben a Cu(II)-ion az MKHM 

szekvenciához kötődik a legnagyobb mértékben. Ez a különbség a két fémion 

koordinációs geometriájának eltéréséből ered. Amíg a Ni(II)-ion síknégyzetes, 

addig a Cu(II)-ion síknégyzeteshez hasonló geometriát mutat, de a torzult 

oktaéderes geometriát kedveli. Így érthető, hogy a Ni(II)-ion kedvezőbben kötődik 

a rövidebb oldalláncot tartalmazó GTHS szekvenciához, a réz(II)ion előnyben 

részesíti az axiális koordinációra hajlamos hosszabb oldalláncokat tartalmazó 

MKHM szekvenciát. A két fémion megoszlása a modellpeptidek kötőhelyei között 

nem teljesen ugyanolyan, mint a prion peptidfragmenseknél. Ez azt bizonyítja, 

hogy nem kizárólag a közvetlen kapcsolatot biztosító aminosavszekvenciától függ 

a fémion-szelektivitás, hanem a távoli oldalláncok is befolyásoló szerephez jutnak. 
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Összefoglalva megállapítható, hogy a Ni(II)-ion N- és C-terminálison 

egyaránt védett multihisztidin-tartalmú peptidekkel képzett komplexeire az 

jellemző, hogy enyhén savas és fiziológiás körülmények között kissé torzult 

oktaéderes szerkezetű NiL összetételű részecske keletkezik, amelyben a hisztidin 

imidazolnitrogénjéhez kötődik a fémion makrokelát struktúrát kialakítva. Erre a 

komplexre jellemző kis intenzitású abszorpciós sávok a látható spektrumban 

körülbelül 370 és 600 nm-nél jelennek meg és nincs mérhető CD aktivitása sem. 

A pH növelésével az amidnitrogének deprotonálódása és koordinációja megy 

végbe, és Ni(II)-hidroxid csapadék nem válik le. Ezzel a folyamattal együtt 

drasztikus változás következik be az abszorpciós és CD spektrumokban, ami a 

Ni(II)-komplexek síknégyzetes geometriává történő alakulását jelzi. A NiLH–3 

összetételű részecske keletkezése arra enged következtetni, hogy a három 

amidnitrogén deprotonálódása általában egymást átfedő lépésekben játszódik le. 

Az [Nˉ, Nˉ, Nˉ, N(Im)] koordinációs módú síknégyzetes komplex szerkezetére egy 

430-440 nm-nél megjelenő intenzív abszorpciós sáv és 420-425 nm között egy 

negatív, míg 500 nm körül egy pozitív Cotton effektus utal.98, 128, 131 Ezek a CD 

paraméterek összhangban vannak azzal, hogy ha a Ni(II)-ion hisztidint tartalmazó 

peptidekhez kötődik és 4N-es komplexet képez, akkor a kisebb hullámhosszoknál 

negatív, míg a nagyobb hullámhosszoknál pozitív CE mérhető az XZH összetételű 

peptidekre (ahol X a glicin és prolin kivételével bármilyen aminosav lehet). 

Ugyanakkor a HXH szekvenciát tartalmazó peptideknél ki tudtak mutatni NiLH–2 

összetételű komplexeket is, amelyekben [N(Im), Nˉ, Nˉ, N(Im)] koordinációs 

geometria feltételezhető. Ezen komplexek képződését a látható spektrumban 440-

470 nm között megjelenő intenzív sáv kíséri. A Ni(II)-ionok imidazol-

koordinációjú komplexei kisebb stabilitásúak, mint a Cu(II)-ionokkal képzett 

ugyanilyen összetételű részecskék. Ez azzal magyarázható, hogy a szabályos 

oktaéderes geometriájú Ni(II)-ionok kevésbé hajlamosak makrokelát képzésére.100 

2.5. Cu(II)-komplexek redoxi sajátságai, SOD modell Cu(II)-komplexek  

A Cu(II)-ionok elemi rézzé, illetve Cu(I)-ionná alakulását és a Cu(I)-ion elemi 

rézzé történő redukcióját a következő redoxipotenciál értékek jellemzik vizes 

közegben132: 

Cu2+(aq) + 2e– → Cu (s)    E° = 0,340 V             (3) 

Cu2+(aq) + e– → Cu+ (aq)    E° = 0,159 V             (4) 

Cu+(aq) + e– → Cu (s) E° = 0,520 V             (5) 

A Cu,Zn-szuperoxid diszmutáz enzim működésekor Cu(II)/Cu(I) 

redoxireakció valósul meg, mely egyelektron-átmenettel jár, és az oda- és 

visszaalakulás is megtörténik. Ahhoz, hogy ezt az enzimet modellezni tudjuk, 

ismernünk kell, mind a rézre, mind a Cu(II)-ligandum rendszerben kialakuló 

komplexekre jellemző formálpotenciál értékeket. A komplexképződés 
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megváltoztatja a fenti egyenletekben szereplő redoxipotenciál értékeket. A 

Cu(II)/Cu(I) rendszer elektrokémiai paramétereit nagymértékben a Cu(II)-

komplexek koordinációs módja határozza meg. A Cu(II)-ion komplex 

vegyületeiben a leggyakoribb koordinációs szám a 4, 5 és 6, de szabályos 

geometriák csak ritkán fordulnak elő, a legjellemzőbb a tetragonálisan torzult 

oktaéderes szerkezet. A Cu(I)-ion ezzel ellentétben a koordinációs szám értékétől 

függően tetraéderes, síkháromszöges vagy lineáris szerkezetű lehet.133 Ciklikus 

voltammetriás mérés során a Cu(II)-iont a komplexben Cu(I)-ionná redukáljuk, 

majd azt visszaoxidáljuk Cu(II)-ionná, eközben a komplexek térbeli szerkezete 

megváltozik. Ennek eredményeképpen többnyire kvázireverzibilis redoxi 

folyamat megy végbe, a katódos és az anódos csúcsok távolsága nagyobb, mint 

ami az egyelektronos redoxi folyamatok esetén várható. 

Már korábban is tanulmányozták a különböző N-heteroaromás gyűrűt 

tartalmazó ligandumok Cu(II)-komplexeinek redoxi sajátságait. Vizsgáltak 

egyszerű ligandumok, mint a piridin és az imidazol, illetve a hisztidin, valamint 

hisztidint tartalmazó oligopeptidek és bisz(imidazolil)-származékok Cu(II)-ionnal 

alkotott komplexeit. Az 1. táblázat tartalmazza az egyes rendszerekre jellemző 

redoxipotenciál értékeket. 

1. táblázat: Különböző típusú ligandumok Cu(II)-komplexeinek redoxipotenciál 

értékei (NHE = normál hidrogén elektród, SCE = telített kalomel elektród) 

ligandum 
redoxipotenciál érték 

(V) 

vonatkoztatási 

elektród 

piridin; imidazol; hisztidin134 0,240; 0,317; –0,170 NHE 

ciklo(GH)4; ciklo(GHG)2
135 0,195; 0,219  NHE 

GH, GHG, GHK, GGH136-137 –0,220-(–0,120) SCE 

Ac-HGGG-NH2
123 –0,299-(–0,270) NHE 

Ac-(PHGGGWGQ)n-NH2 ahol 

n=1,2,4123, 125 –0,530-(–0,299) NHE 

Ac-GGGTH-NH2
124 0,040 Ag/AgCl 

N-Ac-His; N-Ac-Hm126 0,338; 0,293 NHE 

Ac-HXH-NHMe, Ac-HXXH-NH2, Ac-

HHGH-NHMe, Ac-HHVGD-NH2, Ac-

HXHZH-NH2, Ac- S3H4-NH2
 a 126 

0,200-0,350 NHE 

bisz(imidazolil)-származékok127 0,055-(–0,117) NHE 
a X, Z lehet G: glicin, V: valin, A: alanin, P: prolin, S: szarkozin. Me a metilcsoportot jelöli. 
 

A piridin és imidazol egyszerű ligandumok aromás nitrogéneket 

tartalmaznak, és komplexképződéskor azon keresztül kapcsolódnak a fémionhoz 

monodentát módon. Könnyen redukálható a Cu(II)-ion, és pozitív redoxipotenciál 

jellemzi a folyamatot. A hisztidin esetében negatívabb formálpotenciál értéket 

mértek, ez arra utal, hogy stabilisabb komplex keletkezik (háromfogú koordináció 

is megvalósulhat), melyben a fémion az imidazolnitrogénen kívül az 

aminocsoporthoz is koordinálódik.134  
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Szintén pozitív redoxipotenciál értékeket mértek hisztidint tartalmazó 

ciklopeptidek Cu(II)-komplexeinek vizsgálata során. A legpozitívabb 

redoxipotenciál értéket a [Cu{ciklo(Gly-His)4}]2+ komplexre kapták, amelyben a 

fémion az imidazolnitrogéneken keresztül koordinálódik. Az amidnitrogén 

kötődése a fémionhoz azonban csökkenti ezeket az értékeket.135 

Nem védett és védett peptidszármazékok Cu(II)-komplexeit is vizsgálták (1. 

táblázat), amelyek tartalmaznak legalább egy hisztidint. Számos esetben 

amidnitrogénes koordinációjú Cu(II)-komplexeket vizsgáltak. A hisztidintartalmú 

ligandumok esetében az amidnitrogének deprotonálódása következtében kialakuló 

komplexek fémcentruma nehezebben redukálható, vagyis negatívabb 

redoxipotenciál értékek mérhetőek.123, 136-137 A negatív redoxipotenciál érték azzal 

magyarázható, hogy a koordinációs szférában helyet foglaló amidnitrogének 

erősítik az ekvatoriális teret, ami a Cu(I)-ionnak nem kedvez. Egyes ligandumok 

Cu(II)-komplexeinek vizsgálata során azt tapasztalták, hogy az anódos csúcsok 

áramerősségének értéke kisebbnek adódott, mint a katódos csúcsoké, ami a 

képződő Cu(I)-komplexek kémiai reakciójára utal.138 

Az aminosavak esetén a CuL2 komplexek redoxipotenciál értékei mind 0 V 

körüliek, és megállapították, hogy nincs jelentős hatása az oldalláncnak ezekre az 

értékekre. A legnagyobb hatása az imidazolil-oldalláncnak van, hisztidin esetében 

a kapott érték ~ –0,2 V körüli, amely azt mutatta, hogy stabilisabb lesz a kialakuló 

komplex a többihez képest.134 

Több hisztidint tartalmazó ligandumoknál ligandumfelesleg esetén 

fiziológiás pH-tartományban CuL és CuL2 komplexek az uralkodóak. A peptidek 

ezen komplexeinek redukálhatósága hasonló az egyszerű 

hisztidinszármazékokhoz, 0,200-0,400 V tartományba esik. A CuL 

redoxipotenciál értékei függenek a peptidláncban lévő hisztidinek számától és 

egymáshoz viszonyított helyzetétől is. A koordinálódó imidazolnitrogének 

számának növekedésével csökken a redoxipotenciál érték. Egyre telítettebbé válik 

a fémion koordinációs szférája az imidazolnitrogének számának növekedésével, 

ami stabilisabb szerkezetet eredményez.126  

Bisz(imidazolil)-származékok Cu(II)-ionnal alkotott komplexeinek a redoxi 

sajátságait is meghatároztuk.127 Ligandumfelesleg esetén négy imidazol-

koordinációjú komplexek alakulnak ki, és CuL2Hx (x=0-2) összetétellel írhatók le. 

A Cu(II)-His-BIMA 3:2 arányú rendszerben Cu3L2H–4 összetételű 

imidazolátohidas komplex lesz az uralkodó fiziológiás pH-tartományban. A fent 

említett szerkezetek hasonlítanak a Cu,Zn-SOD enzim aktív centrumához. CuL2Hx 

(x=0-2) komplexek redoxi paramétereinek meghatározására lehetőség volt, de a 

hárommagvú komplex ciklikus voltammetriával nem volt mérhető. A kapott 

redoxipotenciál értékekből az állapítható meg, hogy nagyobb méretű oldallánc 

esetén könnyebb redukálni a központi fémiont. A négy imidazol-koordinációjú 
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CuL2 komplexek stabilitási állandóinak logaritmusa és a komplexre jellemző 

formálpotenciál értékek között lineáris összefüggés mutatkozik.  

Összességében megállapítható, hogy a komplexek formálpotenciál értékeinek 

változása szoros összefüggésben áll a komplex stabilitásával. Minél stabilisabb a 

komplex, annál nehezebben lehet redukálni azt, ami negatívabb redoxipotenciál 

értéket eredményez. Minden esetben egyelektron-átmenettel járó, 

kvázireverzibilis reakció játszódik le. Az anódos és katódos csúcsok közötti 

távolság nagyobbnak adódik, mint a 0,059 V, ami azzal magyarázható, hogy az 

elektród felületén lassú elektrontranszfer folyamat megy végbe.126 

Valamennyi bemutatott Cu(II)-komplexre jellemző a pozitív redoxipotenciál. 

Ez azért fontos, mert ahhoz hogy egy komplex a szuperoxid gyökaniont 

elbonthassa, a megsemmisítéshez szükséges reakcióra jellemző 

potenciáltartományba (–0,16 V - +0,89 V) kell, hogy essen a redoxipotenciál 

értéke.139 

O2 + e– → O2
•–  E°(pH=7) = – 0,16 V               (6) 

O2
•– + 2H+ + e– → H2O2 E°(pH=7) = + 0,89 V              (7) 

A Cu,Zn-SOD enzimre jellemző formálpotenciál értékét is megmérték, ami 0,360 

V-nak adódott.140 A Cu(II)-komplexekre kapott redoxipotenciál értékek a SOD 

szempontjából kedvező tartományban vannak, így ezek a komplexek potenciális 

SOD modellek. 

Korábbi vizsgálatok során számos Cu(II)-komplex SOD aktivitását 

határozták meg, melyek között voltak funkcionális modellek és az enzim aktív 

centrumának kötésviszonyait utánzó réz(II)komplexek is. 

A SOD modellek aktivitása sok tényezőtől függ. Általánosan az állapítható 

meg, hogy egy komplex SOD aktivitását az határozza meg, hogy mennyire gyors 

annak a ligandumnak a cseréje, amely axiálisan kötődik a fémcentrumhoz, és hogy 

sztérikusan mennyire gátolt a szuperoxid gyökanion bekötődése a 

reakciócentrumba.141-143 Abban az esetben mérhető nagyobb SOD aktivitás, ha a 

Cu(II)-ion valamelyik koordinációs helyét nitrogén-donoratomot tartalmazó 

gyűrűs vegyület (pl: imidazol, piridin) foglalja el, a keletkező Cu(II)-komplex 

torzult geometriát mutat144, és emellett a fémiont körülvevő koordinációs 

környezet nem olyan merev.145-146 A SOD aktivitás azonban csökken, ha erős 

ligandumtér alakul ki.147-148 

Többfajta ligandum Cu(II)-ionnal alkotott komplexének vizsgálták a SOD 

aktivitását. Mivel a méréseket foszfát-pufferben hajtják végre, ezért a Cu(II)-PO4
3- 

rendszer aktivitásának mérésére is szükség volt. Azt állapították meg, hogy a 

CuHPO4 önmagában is SOD aktív (1,06·10–6 mol/dm3).145 

Az irodalomban található adatok alapján a makrociklusos ligandumok, a ciklo-

HisHis145, dipeptidekhez kapcsolt ciklodextrinek147-148 Cu(II)-komplexei mutattak 

nagyobb SOD aktivitást.  
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BSc szakdolgozati, illetve diákköri munkám során a bisz(imidazolil)-

származékok Cu(II)-vel alkotott komplexeire határoztam meg a SOD aktivitás 

értékeket.127 Ligandumfelesleg esetén négy imidazolnitrogénen keresztül kötődik 

a fémion, és ez a koordinációs módú komplex lesz a meghatározó az oldatban. A 

Cu(II)-ion koordinációs szférája ezeknél a komplexeknél hasonlít a Cu,Zn-SOD 

enzim aktív centrumára, de a komplexek szerkezete befolyásolja az aktivitást. 

Minél merevebb szerkezetű a komplex, a Cu(II)/Cu(I) átalakulás, azaz a redukció 

annál nehezebben megy végbe, a SOD aktivitás annál kisebb. A vizsgált 

komplexekben a két hattagú kelát merev szerkezetet eredményez, a mért aktivitás 

ezekre a komplexekre elhanyagolhatóan kicsinek adódott. A Cu(II)-His-BIMA 3:2 

arányú rendszerben a fiziológiás pH-tartományban egy imidazolátohidas    

Cu3L2H–4 összetételű komplex van jelen. Ennek az aktivitása jelentősen nagyobb 

a többi vizsgált komplexhez képest. Ez összhangban van azzal az általános 

megállapítással, hogy a komplexek közül a többmagvúak, ezek közül az 

imidazolátohidas komplexek nagyobb aktivitást mutatnak, mint az egymagvúak. 

Nem védett, egy hisztidint tartalmazó peptidek vizsgálata során azt 

állapították meg, hogy ha hisztidint is tartalmaz a szekvencia a glicin mellett, akkor 

csökken az aktivitás, méghozzá a következő sorrendben: 

GGG>GGGG>GG>HGG>GHG>GGH>GGHG.149 Azt is megfigyelték, hogy a 

fémion körüli ekvatoriális sík torzulásával nő az aktivitás. A prion modellek SOD 

Cu(II)-komplexei is mutatnak kismértékű SOD-aktivitást.150 

Több hisztidint tartalmazó védett és nem védett peptideket is tanulmányoztak. 

Azt a következtetést vonták le egyrészt, hogy az N-acetilezett származék Cu(II)-

komplexe hatékonyabban bontja a szuperoxid gyökaniont. Ezt azzal magyarázták, 

hogy a kialakuló komplex kisebb stabilitású, valamint a fémion körül van szabad 

koordinációs hely, ahová a szubsztrátum bekötődhet. Másrészt azt is kimutatták, 

hogy ha a fémion koordinációja az amidnitrogének részvételével történik, akkor 

kisebb aktivitás mérhető. Tehát a CuLH–2 nem olyan hatékony, mint a 

makrokelátot tartalmazó CuL. Ez annak tudható be, hogy az ekvatoriális térerősség 

nagyobb az amidnitrogének részvételével kialakuló komplexben, mint a csak 

imidazol-koordinációjú részecskében.101, 106, 151 

Kutatócsoportunkban is végeztek SOD aktivitás mérést multihisztidin 

peptidek Cu(II)-komplexeire. A CuL komplexek nagyobb aktivitást mutatnak, 

mint a CuLH–1 komplexek, amelyek összhangban vannak, más kutatócsoportok 

eredményeivel. A legnagyobb aktivitást a HXH szekvenciájú peptidek esetén 

mértek, kiugró aktivitást Ac-HisSarHisSarHisSarHis-NH2 CuL összetételű 

komplexe mutatott.  

Általánosan megállapítható, hogy azok a komplexek ígéretes SOD modellek, 

amelyeknél a réz(II)ion megkötésében több imidazolnitrogén vesz részt. A SOD 
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aktivitás csökken, ha a koordinációs szférába amidnitrogének lépnek be, vagy ha 

a pH csökkenésével megnő a szabad Cu(II)-ionok mennyisége.126 

2.6. Fehérjék oxidációja 

A következő fejezetben azt mutatom be, hogy oxidatív környezetben mi 

történhet a peptidláncban lévő aminosavakkal és magával a peptiddel/fehérjével. 

Erre azért van szükség, mert a munkám egy részében arra kerestem a választ, hogy 

a vizsgált prion modellek hogyan viselkednek Cu(II)/H2O2 oxidatív rendszerben. 

A fehérjék oxidációjáért mind a fémionok mind a szabad gyökök együttesen 

felelősek, úgynevezett fémion katalizált oxidációban (MCO) vesznek részt, ezzel 

károsítva a fehérjét. Az oxidált fehérjék felhalmozódnak az öregedés, az oxidatív 

stressz és más kóros körülmények között, mint például idegrendszeri betegségek 

(Alzheimer kór vagy a prion betegségek40). Az intracelluláris oxidált fehérje 

mennyiségének egyensúlyát a fehérje oxidáció és lebomlás aránya mutatja meg. 

Ezt az egyensúlyt számos tényező befolyásolja többek között a ROS képződése és 

a proteáz aktivitása/koncentrációja. Az oxidáció a reaktív oxigén gyökök (•OH, 

•OOH, O2
–•, NO•) túltermelődése miatt következik be a fehérjében és különböző 

oldalláncaiban.  

Az élő szervezetben a legnagyobb mennyiségben a H2O2 a forrása a ROS-

oknak. A fémion katalizált oxidáció (MCO) során a fémion koordinálódik a 

ligandumhoz, H2O2 jelenlétében redukálódik és közben szabadgyökök 

keletkeznek, amelyek károsítják a koordinációs szféra közvetlen közelében lévő 

aminosavoldalláncokat. A hidroxilgyök is ilyen szabadgyök, ami a legfontosabb 

szerepet játssza a fehérjék károsodásában, Fenton típusú reakcióban keletkezik, 

amelyet a 8-10. egyenletek mutatnak be.152 

Mn+ + H2O2 → M(n+1) + OH– + HO•                                                                     (8) 

(Mn+ + H2O2 → M(n+1)(OH) + HO•)                                                                     (9) 

M(n+1) + H2O2 → Mn+ + HOO• + H+                                                                   (10) 

Ezek a gyökök képesek az aminosavakkal reagálni instabil köztitermék 

keletkezése közben, majd ez alakul tovább aldehiddé, α-keto-karbonsavvá vagy 

akár szén-dioxidot és ammóniát is veszíthet az aminosav.153-154 A ROS képes a 

fehérje α-CH csoportját oxidálni és azáltal fragmentálódhat, különböző aromás és 

alifás oldalláncokkal is tud reagálni. Az aromás oldalláncok nitrálása, nitrozilálása, 

klórozása mehet végbe. A ROS minden fajtájára igen érzékeny a metionin155 és a 

cisztein, illetve még a hisztidint156 is képesek oxidálni a reaktív oxigén 

származékok.157 Az általunk vizsgált ligandumokban oxidációra hajlamos 

aminosavak (metionin és hisztidin) vannak, amelyek oxidációjára később 

bővebben is kitérek. 
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α-amid képződésének útvonala 

1._termék 

3._termék 

diamid képződésének útvonala 

A peptid hasadására két útvonal lehetséges, amelyet a 10. ábra158 mutat be: 

 
10. ábra: A peptidlánc oxidatív hasadása 

A felső út mutatja azt, amikor egy aminosav – jelen esetben az (R2 – α-CH)– C-

terminális felőli kötése hasad. Az alsó azt szemlélteti, amikor az α-CH N-

terminális felőli kötése hasad. A keletkező termékek közül mindig csak az egyik 

tartalmaz egy oxigén atommal többet, ami az ábrán a 1. és 4. termék elnevezésűnek 

felel meg, azaz az oxigénatom az aminosav α-CH csoportjára kerül. Az 1. termék 

egy diamid, a 2. termék egy izocianát, a 3. termék egy savamid, míg a 4. termék 

egy α-keto-acil származék.158 

A metionil-oldallánc fémion katalizált oxidációjakor (MCO) több termék is 

keletkezhet (11. a ábra), ezek közül a leggyakoribb a metionin-szulfoxid (11. a, 1. 

ábra) és a metionin-szulfon (11. a, 2. ábra). A metionin oxidációja még fémion 

távollétében is végbemegy H2O2-dal159-160, ezt a reakciót a Cu(II)-ion már kis 

mennyiségben is katalizálja. A metionin oxidációja néhány fehérjében kis 

a b 

11. ábra: A metionin oxidációjakor keletkező lehetséges termékek (a) 1. 

szulfoxid, 2. szulfon, 3. hidroxil-szulfidok, 4. 3. nátrium-sói, 5. metil-

szulfoxonómium-ion, 6. szulfonsav száramzékok, (b) a hisztidin 

oxidációjakor keletkező 2-oxo-hisztidin  
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változást okoz a biológiai funkciókban, ugyanakkor az oxidált metionin növeli a 

fehérje hidrofóbicitását és hatással van a fehérje konformációjára.  

Az aggregálódott amiloid-β-ban is találtak oxidált metionint, metionin-szulfon 

formájában, ez a reakció azonban nem visszafordítható.155 A prion proteinnél 

viszont azt találták, hogy konformációváltozás következett be a fehérje oxidációja 

során (12. ábra).161 A szulfoxiddá történő 

alakulás reverzibilis reakció és védi a 

láncban lévő többi aminosavat a MCO-tól. 

A metionin reverzibilis oxidációja mintegy 

beépített szabadgyökegyensúly 

fenntartására szolgál annak érdekében, 

hogy a visszafordíthatatlan oxidáció 

elkerülhetővé váljon. Ez a reverzibilis 

folyamat antioxidáns mechanizmusnak 

tekinthető és számos enzim 

szabályozásánál is szerepet játszik.  

Az élő szervezetben nemcsak a 

metionin, de a hisztidin is képes fémion 

katalizált oxidációban részt venni 

hidrogén-peroxid jelenlétében. A Cu(II)-hisztidin komplex elősegíti a hidrogén- 

peroxid bomlását és abból hidroxilgyökök képződését, eközben a Cu(II)-ion Cu(I)-

ionná redukálódik, a keletkezett szabadgyök károsítja a hisztidint.162 A protein 

szekvenciája, szerkezete és a fémion-protein geometriája is befolyásolja a hisztidin 

oxidációjának mechanizmusát. Körülménytől függően keletkezhet 2-oxo-hisztidin 

(11. b ábra), aszparagin, aszparaginsav. Több kutatócsoport is kimutatta a hisztidin 

2-oxo-hisztidinné történő oxidációját.163 164-166 A Cu,Zn-SOD enzim H2O2-dal való 

oxidációja167 során is az előzőleg említett termék keletkezik, valamint az emberi 

növekedési hormon (hGH)168 és az emberi relaxin169 vizsgálatánál is erre a 

következtetésre jutottak. Oxidációs vizsgálatoknak vetettek alá olyan fehérjét is, 

amelyben a Fe(II)-ion hisztidinekhez a Zn(II)-ion ciszteinekhez kötődik. A 

oxidációs vizsgálatok eredménye azt mutatta, hogy az oxidációra igen érzékeny 

ciszteinekkel ellentétben a hisztidin oxidációja következett be, ami bizonyítja, 

hogy az MCO a fémion kötőhelye közvetlen közelében megy végbe.170 Arról is 

beszámoltak, hogy egyéb ROS által aktivált szinglett oxigén a bőrszövetekben a 

hisztidin térhálósodását okozhatja. Ez a fajta térhálósodás és a szálak közötti 

hisztidin-fémion hidak a legvalószínűbb okai az amiloid-β aggregációjának is.171 

12. ábra: A prion fehérje (a) 

térszerkezetének változása 

oxidációs hatására (b) 
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3. KÍSÉRLETI KÖRÜLMÉNYEK ÉS ALKALMAZOTT MÓDSZEREK 

3.1. Felhasznált vegyszerek, vizsgált ligandumok 

A titrálások kivitelezésére ~0,2 mol/dm3, pontosan ismert koncentrációjú 

argon gáz alatt tárolt KOH-oldatot használtunk. A KOH pontos koncentrációját 

kálium-hidrogén-ftalát oldattal pH-potenciometriásan határoztuk meg. A mintában 

az állandó ionerősséget (0,20 mol/dm3) 1 mol/dm3 koncentrációjú KCl-oldat 

hozzáadásával biztosítottuk. A ligandumok komplexképződésének vizsgálatára 

pontosan ismert koncentrációjú CuCl2- és NiCl2-oldatot használtunk, azok 

koncentrációjának meghatározása gravimetriásan oxinát formában történt. 

A ciklikus voltammetria során a réz(II)iont Cu(NO3)2 formájában adtuk a 

mintához, háttérelektrolitként KNO3-oldatot használtunk, melynek koncentrációja 

a mintában 0,20 mol/dm3 volt. 

A fent említett oldatok a Reanal Finomvegyszergyár Zrt. által gyártott, a.l.t. 

minőségű vegyszerekből készültek. 

Az oxidációs vizsgálatokhoz H2O2-ot használtunk oxidálószerként, és 

Na2EDTA-t a reakció leállításához, ezek a reagensek rendre a Molar Chemicals 

Kft. és a Reanal Finomvegyszergyár Zrt. cégtől származnak. 

A SOD aktivitás méréseket NBT, xantin-oxidáz enzim és xantin 

felhasználásával valósítottuk meg, amik Sigma-Aldrich termékek voltak. 

A szintézishez használt vegyszerek, oldószerek mindegyike kereskedelmi 

forgalomból került beszerzésre és azokat tisztítás nélkül alkalmaztuk. Az 

aminosavak 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc) védőcsoportot tartalmaznak és 

azok (Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, 

Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-

Ser(tBu)-OH és Fmoc-Thr(tBu)-OH), valamint a 2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-

tetrametilurónium tetrafluoroborát (TBTU) és a Rink Amide AM gyanta a 

Novabiochem-től (Svájc) származik. Az N-hidroxi-benztriazol (HOBt), a 2,2’-

(etiléndioxi)dietántiol (DODT), az 1-metil-2-pirrolidin (NMP), a 2-metil-bután-2-

ol és a triizopropil-szilán (TIS) a Sigma-Aldrich által forgalmazott termékek. Az 

N,N-diizopropil-etilamin (DIEA), és a trifluorecetsav (TFA) a Merck Kft 

termékei. A szintézis célra alkalmas N,N-dimetil-formamid (DMF) és az 

ecetsavanhidrid (Ac2O) a VWR International, míg a piperidin, a diklórmetán 

(DCM), a dietil-éter (Et2O) és a 96%-os ecetsav a Molar Chemicals Kft. terméke. 

A HPLC-s tisztaságellenőrzéshez illetve a peptidek tisztításához használt 

acetonitril (ACN) a VWR International, míg a trifluorecetsav (TFA) a Sigma-

Aldrich terméke és mindkét vegyszer HPLC-tisztaságú. 

A vizsgált peptideket a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai 

Tanszékén lévő Liberty 1 típusú peptidszintetizáló készülékkel állítottuk elő. A 13. 

ábrán látható a peptidek szerkezeti képlete. 
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13. ábra: A ligandumok szerkezeti képletei 

f, Ac-HAAH-NH2 

 
g, Ac-HAAHVH-NH2 

h, Ac-HAAHGH-NH2 

j, Ac-HGGGHGH-NH2 

i, Ac-HGGHGH-NH2 

b, Ac-SKPKTNAKHA-NH2 

(dAKHA) 

c, Ac-SKPKTNAKHM-NH2 

(dAKHM) 

d, Ac-SKPKTNMKHA-NH2 

(dMKHA) 

a, Ac-SKPKTNMKHM-NH2 

(dMKHM) 

e, Ac-MKPKTNAKHA-NH2 

(dM1AKHA) 
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3.2. Szilárdfázisú peptidszintézis  

A szilárdfázisú peptidszintézist172 R. B. Merrifield dolgozta ki, amiért 1984-

ben Nobel-díjat kapott. A módszer lényege az, hogy az előállítás szilárd hordozón 

(gyantán) történik. A gyanta finomszemcsés térhálós polimermátrix, amely szerves 

oldószerben jól duzzad és olyan funkciós csoportok vannak rajta, amihez kémiai 

reakcióval kapcsolhatók az aminosavak. Heterogén fázisú a reakció, így ez 

elméletileg lassúvá teszi az eljárást, ennek ellenére mégis számos előnye miatt 

hatékony módszer. A nemkívánatos reagensek egyszerű szűréssel eltávolíthatók a 

reakciótérből, így nem kell a peptidet minden kapcsolás után kicsapni, majd újra 

feloldani, ezáltal elkerülhető a kitermelés csökkenése. Az így előállított termékek 

hozama jó, a könnyű feldolgozhatósága és az, hogy automatizálható mind 

modernebb eljárássá teszik. Az automatizálást a módszer ciklikus ismételhetősége 

tette lehetővé.173 A módszer hátránya, hogy nagy reagensfölösleget igényel, abban 

az esetben ha ezt nem használjuk, akkor rövidebb szekvenciájú, hiányos peptidek 

keletkezhetnek. Ennek kiküszöbölésére a reagensek nagy feleslegben történő 

alkalmazását, hosszabb reakcióidőt vagy a kapcsolási lépések ismétlését 

alkalmazhatjuk. 

Az alkalmazott technika alapján lépésenkénti szintézisről vagy 

fragmenskondenzációról, míg a reakció kivitelezése szerint beszélhetünk 

szakaszos és áramló oldatos eljárásról is. A szintetikus eljárás során 

alkalmazhatunk Fmoc/tBu174 vagy Boc/Bzl175 stratégiát. Munkánk során az elsőt 

használtuk, amelyben a név arra utal, hogy az aminosavszármazékok N-terminális 

aminocsoportja 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc) csoporttal van védve. A tBu 

(tercier-butil csoport) vagy az abból származtatható csoportok az 

aminosavoldalláncok védelmét szolgálják. Erre azért van szükség, hogy elkerüljük 

a változatos összetételű melléktermékek képződését. Ez abból adódhatna, hogy az 

egyes aminosavak oldalláncai olyan funkciós csoportokat tartalmaznak, amelyek 

reakcióba léphetnek az alkalmazott reagensekkel a szintézis egyes szakaszaiban. 

A védőcsoportoknak olyannak kell lenniük, hogy a szintézis lépéseiben 

stabilak maradjanak, de a szintézis végén eltávolításuk könnyen véghezvihető 

legyen. A peptidek előállításához használt aminosavak védőcsoportjai a 

következők voltak: 

nincs védőcsoport: alanin (A), glicin (G), metionin (M), prolin (P), valin (V) 

tritil (Trt): aszparagin (N), hisztidin (H) 

terc-butil (tBu): szerin (S), treonin (T) 

terc-butil-oxikarbonil (Boc): lizin (K)  

Az aminosavak kapcsolása szilárd, oldhatatlan hordozón, azaz gyantán 

történik, ami finomszemcsés műanyag. A szintézis a C-terminális vég kiépítésével 

kezdődik és az N-terminális vég felé haladva egyesével történik az aminosavak 

kapcsolása, tehát a peptid a reakció teljese ideje alatt a gyantához kötött. Az 
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alkalmazott gyantának mechanikailag és kémiailag ellenállónak kell lennie, nem 

reagálhat sem az oldószerekkel, sem a reagensekkel, sem a peptidlánccal. A szilárd 

hordozó szemcsemérete, alakja, homogenitása, duzzadási tulajdonsága és a 

funkciós csoport kiépítésének lehetősége alapvető jelentőségű a szintézis 

sikerességének szempontjából. Továbbá olyan funkciós csoportot kell 

tartalmaznia, ami alkalmas a következő aminosav kapcsolásához, de nem 

tartalmazhat a szintézis során zavaró funkciós csoportot. A gyanta-peptid kötésnek 

a reakció végéig állandónak kell maradnia, de a szintézis végén annak könnyen 

eltávolíthatónak is kell lennie. Az általunk előállított összes peptid C-terminális 

végen védett, ennek kialakítására a C-terminuson amid végződést biztosító Rink 

Amide176 típusú gyantát használtunk. 

Munkánk során a peptideket a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai 

Kémiai Tanszékén található automatizált mikrohullámú Liberty 1 

peptidszintetizáló készülékkel (CEM, Matthews, NC) állítottuk elő. Az N-

terminuson acetilezett modellpeptideket Fmoc/tBu technikával szintetizáltuk, 

ehhez a Rink Amide AM típusú gyantát használtuk, amely 1% divinil-benzollal 

térhálósított funkcionált polisztirol mátrixból áll. A szintézis során oldószerként 

N,N-dimetil-formamidot (DMF) és az aminosavak aktiválására a 

TBTU/HOBt/DIPEA technikát alkalmaztunk. 

Az általunk használt Rink Amide gyanta Fmoc védőcsoporttal kerül 

forgalomba, ahhoz hogy aminosavat kapcsolhassunk hozzá első lépésben ezt a 

csoportot el kell távolítani. A gyanta aminocsoportjának szabaddá tételére a 

készülék a hasítást 0,1 mol/dm3 HOBt.H2O és 20 V/V% piperidin-tartalmú DMF 

segítségével végzi el, melyhez 30 W teljesítményű mikrohullámú sugárzást 

alkalmaz 80 °C-on, 180 másodpercen keresztül.  Ezután következik a 0,2 mol/dm3 

koncentrációjú aminosav négyszeres feleslegben történő hozzáadása a 

reakciótérbe és a fent említett TBTU/HOBt/DIPEA technikával elősegített 

aktiválása. Az aktivátor 0,5 mol/dm3 HOBt és 0,5 mol/dm3 TBTU tartalmú DMF 

oldat, az aktivátor bázis 2 mol/dm3 DIPEA, ami NMP-ben van oldva. Az 

aminosavak kapcsolása 80 °C-on 30 W teljesítményű mikrohullám segítségével 

megy végbe 300 másodperc alatt. A Fmoc védőcsoport eltávolítását és a kapcsolást 

ismételve kapjuk meg az általunk előállítani kívánt szekvenciájú peptidet. A 

vizsgált peptidek az N-terminálison acetilcsoporttal védettek, amely úgy hozható 

létre, ha 6 V/V% ecetsavanhidridet és 5 V/V% DIPEA-t tartalmazó DMF oldattal 

kezeli a gyantát a készülék. Az egyes reakciók után a reagensek feleslegét DMF 

oldószerrel történő mosással és azt követő szűréssel távolítja el.  

A peptidek gyantáról történő hasítását és ezzel együtt az oldalláncok 

védőcsoportjainak eltávolítását is manuálisan, a készüléken kívül hasítóeleggyel 

végeztük el szobahőmérsékleten, amelynek időtartama 1-1,5 óra volt. A hasítás 

előtt a gyantát diklórmetános, 96 %-os ecetsavas, 2-metil-2-butanolos, majd dietil-
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éteres mosásnak vetettük alá. Tritilcsoportok jelenlétében, valamint 

metionintartalmú peptidek esetében a víz mellett etán-1,2-ditiolt (EDT)177-178 vagy 

2,2’-(etiléndioxi)-dietántiolt (DODT) alkalmaznak. A hasítóelegy összetétele a 

következő volt: 94% TFA, 2,5% TIS, 2,5% H2O és 1% DODT. Minden nyers 

peptidet hideg dietil-éteres kicsapással kaptunk meg. A csapadékot centrifugáltuk, 

majd hideg dietil-éterrel való mosást követően argongázzal szárítottuk. Ezután a 

csapadékot vízben feloldottuk és liofilizáltuk. 

A liofilizált termékek tisztaságát nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiás 

(HPLC) technika segítségével ellenőriztük. A több hisztidint tartalmazó 

ligandumok vizsgálatára Grace Vydac C18 (250 mm × 4,6 mm, 300 Å, 5 µm), az 

egy hisztidint tartalmazó peptidekre Europa Protein C18 (250 mm × 4,6 mm, 300 

Å, 5 µm), elválasztásukhoz Grace Vydac C18 (250 mm × 10 mm, 300 Å, 5 µm) 

típusú kolonnát használtunk. Az analitikai HPLC Jasco MD-2010 plus diódasoros 

detektorral, míg a félpreparatív HPLC Jasco UV-2077 plus UV-látható detektorral 

van felszerelve. A termék egységességét 222 nm-en való detektálással vizsgáltuk, 

ami a peptidkötésre jellemző maximális elnyelési hullámhossz. Elválasztáshoz 

eluensként vizet (A) és acetonitrilt (MeCN, ACN) (B) használtunk, amelyek 0,1 % 

(v/v) TFA-t tartalmaztak. Áramlási sebességnek 1 és 2 ml/perc-et választottunk. 

Bár nem minden szintézis volt sikeres (kimaradt aminosav tagok, keverékek 

képződése, kis hozam, stb.), ezeket megismételtük, így az összes modellpeptidet 

sikerült tisztán előállítani, amit az ESI-MS analízis a helyes molekulatömegekkel 

alátámasztott. 

3.3. pH-potenciometria 

A pH-potenciometria az oldatfázisban lejátszódó komplexképződési 

folyamatok egyensúlyi vizsgálatára alkalmas módszer. Az alkalmazhatóságának 

feltétele, hogy a komplexképződés a ligandum protonálódási egyensúlyára 

hatással legyen, azaz pH-effektussal járjon. Mivel a ligandum gyenge bázisnak 

tekinthető, ezért a komplexképződés a H+-ion és az Mm+ fémion közötti 

kompetíciót jelenti, ami a (11) reakcióegyenlettel írható le, a bruttó 

komplexképzési folyamatot a (12) egyensúlyi reakció egyenlete adja meg:  

n HL + Mm+ ⇌ MLn
(m-n)+ + n H+             (11)  

p M + q H + r L ⇌ MpHqLr              (12) 

amelyben, az M: a fémion, L: a deprotonált ligandum, H: a hidrogénion, p, q és r: 

sztöchiometriai együtthatók, a részecskék töltését az egyszerűbb kezelhetőség 

miatt nem tüntettem fel. A pH-potenciometriás vizsgálatok célja, hogy a képződő 

komplexek összetételét és stabilitási állandóit meghatározzuk. A komplex 

részecskék stabilitási szorzatát a (13) egyenlet mutatja: 
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        (13) 

A fémkomplexek stabilitási szorzatainak kiszámítására alkalmas a PSEQUAD 

számítógépes program.179 A programba bemenő adatként meg kell adnunk a 

térfogat – pH adatpárokat, a komponensek, asszociátumok (a ligandum különböző 

protonáltsági fokú részecskéi, a különböző MpHqLr fémkomplexek, illetve 

hidroxidokomplexek) számát, összetételét és az asszociátumok ismert 

protonálódási állandóit és becsült stabilitási szorzatait. Ezenkívül meg kell adnunk 

az egyes komponensek kezdeti koncentrációját, a KOH pontos koncentrációját, a 

vízionszorzatot és az Irving-faktort. Az egyes komponensekre megadható 

anyagmérleg-egyenletek (14-16) megoldásával megkaphatjuk az ismeretlen 

stabilitási szorzatok értékeit:   
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(14-16) 

A kiindulási értékek felhasználásával a program Newton-Raphson féle 

iterációval közelíti a keresett stabilitási szorzat értékeket mindaddig, amíg Σ(Vmért 

– Vszámított)2 számértéke minimumot nem ér el, ahol a V térfogat értékek az ismert 

koncentrációjú KOH-mérőoldatra vonatkoznak. Az egyes stabilitási szorzatok és 

az ahhoz tartozó hibák értékét (az utolsó tizedesjegy hibáját zárójelben a lgβ érték 

után tüntettem fel) a minimum elérése után kapjuk meg. A közelítés pontosságát 

az illesztési paraméter, azaz a |Vmért – Vszámított| átlagértéke fogja megadni. A 

titrálási görbe egyes pontjaiban kiszámítja a program a különböző részecskék 

egyensúlyi koncentrációját és a standard deviációt. A számított értékeket 

tartalmazó fájlban a koncentráció-eloszlási diagramokat is láthatjuk, amelyben az 

egyes komponensek egyensúlyi koncentrációja van ábrázolva a pH függvényében. 

Ezt ábrázolhatjuk a MEDUSA180 nevű programmal is, melyhez a kiindulási 

komponens-koncentrációk és stabilitási szorzatok megadása szükséges. 

Gyakran használunk úgynevezett származtatott állandókat a fémkomplexek 

protonálódási folyamatainak jellemzése során. Ez a stabilitási állandók megfelelő 

kombinációit jelenti, amelyek lehetővé teszik a különböző ligandumokkal képzett 

komplexek összehasonlítását. Az imidazolnitrogének koordinálódásával kialakuló 

makrokelátot tartalmazó komplexek stabilitásának jellemzésére vezettük be a 

logK(M+N(Im)) értéket. Abban az esetben, ha valamennyi oldalláncban 
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megtalálható imidazolgyűrű deprotonált formában van jelen, és koordinálódik, 

ezen állandók értéke megegyezik az ML komplex logβ értékével. Azonban ha 

protonált funkciós csoportot tartalmaz, akkor ezt az értéket a megfelelő 

protonálódási állandó kivonásával kapjuk. Például lizil-oldallánc jelenlétében a 

(17) egyenletben feltüntetett reakció stabilitási állandóját a (18) egyenlet 

szemlélteti:  

M + HL ⇌ MHL                (17)  

logK(M+N(Im)) = logβ(MHL) − pK(Lys)             (18) 

Potenciometriás módszerrel határoztuk meg a ligandumok deprotonálódási 

állandóit, a minták koncentrációit és a komplexek stabilitási állandóit. A pontosan 

ismert koncentrációjú, karbonátmentes (karbonáttartalom < 0,2%) KOH-oldatot 

egy számítógép által vezérelt automata MOL-AcS bürettával (amit egy 1,0 cm3 

végtérfogatú Hamilton fecskendőből alakítottak ki) adagoltuk. A pH mérésére egy 

MOLSPIN pH-mérőt használtunk, amihez egy Metrohm 6.0234.100 kombinált 

üvegelektród csatlakozott. A rendszert vizes oldatban tanulmányoztuk. Minden 

titrálás előtt az elektródot 0,0500 mol/dm3 koncentrációjú kálium-hidrogén-ftalát 

oldattal – melynek pH-ja 298 K (25 °C) hőmérsékleten 4,005 – kalibráltuk. Az 

állandó hőmérsékletet ultratermosztáttal, a levegő kizárását, valamint a kevertetést 

katalitikusan tisztított argongáz átbuborékoltatásával biztosítottuk. Az oldat 

állandó ionerősségét (0,20 mol/dm3), megfelelő mennyiségű, 1 mol/dm3 

koncentrációjú KCl-oldatnak a titrálandó oldathoz való hozzáadásával 

biztosítottuk. Ez az ionerősség jó pontossággal megegyezik a KOH titrálóoldat 

koncentrációjával, ugyanakkor jóval nagyobb, mint a titrálandó oldat fémion és 

ligandum koncentrációjának összege. Ez biztosítja azt, hogy a titrálás során az 

oldat ionerőssége gyakorlatilag ne változzon. A vizsgálni kívánt minták 

összeállítása során 0,2 mol/dm3 koncentrációjú HCl-oldatot is használtunk, 

melynek pontos koncentrációját, az aktuális paramétereknek megfelelő 

vízionszorzatot és Irving-faktort a már ismert, pontos koncentrációjú KOH-

oldattal történő titrálás alapján adtuk meg. A diffúziós potenciál kiküszöbölésére 

Irving és munkatársai által javasolt módszert alkalmaztuk.181 A titrálási adatok 

kiértékelését Gran-féle linearizációval végeztük.  

A minták térfogata 3,00 és 4,00 cm3, a ligandumok tervezett kezdeti 

koncentrációja ~ 3·10–3 mol/dm3 volt. A titrálás során fellépő térfogatnövekedést 

a kiértékelésre használt számítógépes program figyelembe vette. A ligandumok 

protonálódási állandóit és a komponensek (L és H) pontos kiindulási 

koncentrációját SUPERQUAD programmal182 határoztuk meg. A fémion-

ligandum arányt 1:3 és 2:1 között változtattuk, a komplexek stabilitási állandóit a 

már korábban említett PSEQUAD program179 segítségével számítottuk ki. 

A pH-potenciometriás mérések információt nyújtanak a képződő komplexek 

összetételére vonatkozóan. Arra azonban nem ad választ, hogy az adott 
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sztöchiometria milyen donoratomokhoz történő koordinációval valósul meg, vagy 

milyen a képződött komplexek geometriája. A módszer hiányossága az is, hogy 

néha egy-egy rendszer több, kémiailag reális modellel is jól leírható, vagy két 

részecske képződése azonos pH-effektussal jár. Ilyen esetekben ezzel a 

technikával nem juthatunk egyértelmű következtetésre. Az előbbiek okán az 

oldategyensúlyi jellemzéshez más, szerkezeti információkat nyújtó vizsgálatok is 

szükségesek (pl. UV-látható spektrofotometria, CD, NMR vagy ESR 

spektroszkópia). 

3.4. UV-látható spektrofotometria 

A fémkomplexek képződése során a központi ion d-pályái a ligandum 

elektromos terének hatására felhasadnak, és eltérő energiájúak lesznek. Az így 

keletkező d-pályák közötti elektronátmenetek, azaz d-d átmenetek okozzák a 

részecskék jellemző fényelnyelését. A felvett spektrumokból következtetni tudunk 

a komplexek geometriájára, szerkezetére és a koordinálódó donoratomok számára, 

minőségére is. 

Cu(II)-komplexekkel már régóta foglalkoznak, így sok irodalmi adat áll 

rendelkezésre a spektrális sajátságokat illetően, ennek ellenére nem egyszerű 

általános következtetéseket levonni. A réz(II)komplexekre jellemző tetragonálisan 

torzult oktaéderes térben az 2Eg alap- és 2T2g gerjesztett állapotú energiaszintek 

gyenge és erősterű ligandumok esetén egyaránt négyfelé hasadnak, bár 

különbözőképpen. Az abszorpciós spektrumban az ezek közötti háromféle d-d 

átmenetnek (dxz(dyz)→dx
2
-y

2; dxy→dx
2
-y

2; dz
2→dx

2
-y

2) kellene megjelennie, de 

általában a d-d átmenetek egy sávvá olvadnak össze.  

Az intenzitásuk és energiájuk a koordinálódó donoratomok számától 

nagymértékben függ, a λmax értékeket többek között befolyásolja a komplex pontos 

geometriája és a donoratomok kémiai minősége is (2. táblázat). Ez utóbbiak hatását 

Sigel és Martin58, valamint Pettit és munkatársai60 vizsgálták.  

2. táblázat: A réz(II)komplexek spektrális paramétereinek függése a koordinált 

nitrogénatomok számától 
Koordinált 

nitrogénatomok 

száma 

λmax (nm) 
ε  

(dm3.mol-1.cm-1) 

1 680-730 30-60 

2 620-670 40-120 

3 540-590 100-150 

4 500-530 120-200 

Ha a [Cu(H2O)6]2+-ion ekvatoriálisan elhelyezkedő víz molekuláit valamilyen más 

donoratomot (pl. N, O) tartalmazó ligandumra cserélik, akkor az abszorpciós 

maximum a rövidebb hullámhosszak felé tolódik el. Ez az effektus főleg N-

donoratomoknál jelentős. Kvantitatív összefüggések megadását több tényező is 
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befolyásolja, ilyen például a donoratom kémiai természetén kívül még a különböző 

méretű kelátgyűrűk, illetve makrokelátok kialakulása a komplexben vagy ha a 

ligandumhoz kapcsolódnak olyan csoportok, amelyek nem vesznek részt a 

koordinációban. Az abszorpciós maximumok értéke azonban megbecsülhető a 

következő empirikus összefüggés segítségével:58 

λmax= 
 

(19) 

Ez az egyenlet figyelmen kívül hagyja azt a tényt, hogy axiális koordináció 

következtében a λmax értékek a nagyobb hullámhosszak felé tolódnak el. 

A nikkel(II)ion gyengeterű ligandumokkal képzett komplexei 6-os 

koordinációs számúak, oktaéderes geometriájúak és nagy spinszámúak. Ebben az 

esetben három, a Laporte-szabály szerinti tiltás értelmében kis intenzitású (ε < 30 

dm3mol–1cm–1) spinmegengedett d-d átmenet valósulhat meg. Így az abszorpciós 

spektrumban a látható és közeli infravörös tartomány határán 770-1430 nm között 

egy és a látható tartományban 500-910 nm és 370-520 nm között két másik 

elnyelési sáv jelenik meg. Egy negyedik átmenet is létezik, ez azonban csupán 

vállként jelenik meg valamelyik sávon. A 4-es koordinációs számú, tetraéderes 

Ni(II)-komplexek spektrumában az 500-900 nm hullámhossztartományban már 

nagyobb intenzitású (εmax ~ 102-103 dm3mol–1cm–1) sávok is megjelennek. A 

szintén 4-es koordinációs számú, síknégyzetes térbeli szerkezetű, kis spinszámú 

komplexek erősterű ligandumok (pl. peptidek amidnitrogénje) esetén gyakran 

képződnek. Ezeknél a komplexeknél a maximális elnyelési hullámhossz 400-550 

nm közötti és nagy intenzitással jelenik meg (εmax ~ 50-500 dm3 mol–1cm–1). A 

spektrumban megjelenik egy töltésátviteli eredetű sáv is 430 nm alatt.183 

A spektrumokat Perkin Elmer Lamda 25 típusú kétsugaras és Hewlett Packard 

HP 8453 típusú egysugaras, diódasoros fotométereken 1,0 cm úthosszú küvettában 

vettük fel, különböző fémion-ligandum arányoknál a pH változtatásával, 200-900 

nm hullámhossz tartományban. A mintákban lévő ligandum koncentrációja              

~ 3·10–3 mol/dm3, a fémion-ligandum aránya 1:3 és 2:1 között változott. A felvett 

spektrumok elemzését a gyártó cég által biztosított szoftverrel végeztük, valamint 

a kapott adatokat MS Excel táblázatkezelő program segítségével ábrázoltuk. 

3.5. Cirkuláris dikroizmus (CD) spektroszkópia 

A cirkuláris dikroizmus a síkban polarizált fény kölcsönhatását jellemzi az 

optikailag aktív anyaggal. A síkban polarizált fény felbontható két azonos 

amplitúdójú és fázisú jobbra, illetve balra cirkulárisan polarizált fény összegére. A 

cirkuláris dikroizmus során a vizsgált optikailag aktív anyag a síkban polarizált 

fény két komponensét eltérő mértékben nyeli el, azaz a mintán való áthaladás után 

a komponensek abszorpciója és ezáltal intenzitása eltérő lesz. Ezt a különbséget 

nevezik Cotton effektusnak. Ez a következő egyenletekkel írható le:  
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ΔA = Abal-Ajobb = log(I0/Ib)-log(I0/Ij) = Δε.c.l            (20)  

ahol A az abszorbancia, I0 a belépő fény intenzitása, Ib és Ij az egyes komponensek 

kilépő intenzitása, Δε a moláris abszorpciós koefficiensek különbsége, c a 

koncentráció és l a küvetta úthossza. A kétféle fénysugár moláris abszorpciójának 

a különbségét (Δε = εbal-εjobb) ábrázolva a hullámhossz függvényében kapjuk meg 

a cirkuláris dikroizmus (CD) görbét, melyben az abszorpciós sávokhoz képest 

keskenyebb Gauss görbék jelentkeznek. Az elektrongerjesztési abszorpciós 

spektrum maximuma helyén illetve ahhoz közel esnek a CD göbe maximumai és 

minimumai. 

Egy abszorpciós maximum megjelenése a látható spektrumban egy 

fémkomplex esetében például három átmenetet is jelenthet, de ezeket a sávokat 

burkológörbeként látjuk, így kapunk csak egy sávot a három helyett. Ezzel 

ellentétben a CD spektrumoknál a különböző átmenetek külön sávként jelennek 

meg. Értékelhető CD spektrumot abban az esetben kapunk, ha a fémion királis 

környezetben van. Az optikai aktivitás az átmenetifémion-komplexeknél három 

forrásból ered: konfigurációs, konformációs és vicinális (szomszédos) hatás. A 

konfigurációs hatás járul hozzá a legjobban az optikai aktivitáshoz akkor, amikor 

a ligandum donor- vagy atomcsoportjai nem szimmetrikusan kötődnek a 

fémionhoz vagy a komplexmolekula aszimmetrikus.92  

Különböző di- és tripeptidek tanulmányozása során azt figyelték meg, hogy a 

komplex CD spektrumában keletkező jelek intenzitása additív, vagyis a 

nemkoordinálódó oldalláncok hatása összeadódik. Három alaninból álló tripeptid 

esetében kialakuló komplex CD intenzitása egy adott hullámhosszon megegyezik 

azzal a háromféle tripeptiddel kialakított komplexek CD intenzitásának 

összegével, amelyben egy alanin és két glicin található. Ez abból adódik, hogy a 

glicin (G), mint a legegyszerűbb és ebből következően optikailag inaktív aminosav 

nem játszik szerepet a Cotton-effektus kialakulásában. Ez az összefüggés más 

nemkoordinálódó oldalláncra is érvényes.184-186 Egy U-X-Z tripeptid Cotton 

effektusa ezen gondolatmenet alapján a következő képlettel adható meg:  

          (21) 

ahol Δελ
U-X-Z az adott U-X-Z tripeptid fémkomplexének λ hullámhosszon mért 

Cotton effektusa. Azt is megállapították, hogy ugyanazon csoport esetében, 

melyek optikailag aktívak, de a láncban más helyen vannak, a Cotton effektus 

nagysága különböző lesz. Ez azért van, mert a központi fémionhoz (kromofor 

csoport) kapcsolódó különböző donorcsoportok nem ugyanolyan mértékben 

továbbítják a királis információt, hatásuk az amidnitrogén > karboxilátoxigén > 

aminonitrogén sorrendben csökken. Az effektus intenzitása ezen felül annál 

nagyobb, minél közelebb van a kiralitáscentrum a fémionhoz. 
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A peptidek Cu(II)- és Ni(II)-komplexeinek vizsgálatára széles körben 

alkalmazott szerkezetvizsgálati módszer a CD spektroszkópia.187-188 A Debreceni 

Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztük a méréseket egy Jasco J-810 típusú 

készüléken. A spektrumokat 1:3 és 2:1 közötti fémion-ligandum arányoknál, 

különböző pH-kon vettük fel. A méréshez használt küvetták 0,1 cm és 1,0 cm 

úthosszúságúak voltak, 200-800 nm hullámhossz tartományban rögzítettük a 

spektrumokat. A kiértékeléshez a gyártó cég által biztosított szoftvert, a 

spektrumok ábrázolásához a MS Excel táblázatkezelő programot használtuk. 

3.6. Ciklikus voltammetria 

A ciklikus voltammetria egy széles körben használható, viszonylag egyszerű 

és olcsó elektroanalitikai technika. A módszer segítségével a különböző kémiai 

vegyületek, biológiai anyagok vagy elektródák felületének elektrokémiai 

sajátságáról nyerhetünk információt (formálpotenciál meghatározás, komplexek 

látszólagos stabilitási állandójának meghatározása, reakciók mechanizmusának 

felderítése). Széles potenciáltartományban lehet elektrokémiai folyamatokról 

gyorsan minőségi és mennyiségi  információkhoz jutni. 

A ciklikus voltammetria is egy feszültségszabályozással működő módszer, 

stabil referenciaelektród-rendszert használva az elektródpotenciál értéke a kívánt 

módon változtatható. Az átfolyó áramot a munka- és az ellenelektród között mérik. 

A vizsgálandó oldatba merülő megfelelő munkaelektród potenciálját egy kezdő 

értékről (Ei) lineárisan változtatjuk a fordulópotenciálnak nevezett (Eλ1) értékig189-

191, ahol a potenciálváltozás előjele megfordul és szintén lineárisan halad a 

második fordulópotenciálig (Eλ2), amely általában Ei-vel egyenlő. Ebben a pontban 

a ciklus véget ér, és ha szükséges, megszakítás nélkül újrakezdhetjük. A potenciál 

változását egy referenciaelektród potenciáljához képest mérjük, mely általában 

telített kalomel (SCE) vagy 

Ag/AgCl elektród. A mérés 

folyamán a cellán átfolyó 

áramot mérjük és 

ábrázoljuk azt az 

alkalmazott feszültség 

függvényében. Az így 

kapott görbét ciklikus 

voltammogramnak 

nevezzük (14. ábra).  

A fentebb látható ciklikus 

voltammogramból az alábbi 

információk nyerhetők: 

14. ábra: Egy tipikus ciklikus voltammogram 
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A katódos (Ek) és anódos (Ea) csúcspotenciál számtani közepéből kapjuk meg a 

féllépcső potenciál (E1/2) értékét. 

               (22) 

Amennyiben a kapott E1/2 feszültségértéket korrigáljuk a referenciaelektród 

potenciáljával, akkor a normál hidrogén elektródra vonatkoztatott redoxipotenciált 

(E0) kapjuk meg.  

E0 = E1/2 + E0                (23) 

Az anódos és katódos csúcspotenciálok különbsége adja meg a csúcsszeparáció 

értékét. 

              (24) 

ahol n az átlépő elektronok száma. Vagyis a csúcsok távolsága függvénye a 

folyamatban átlépő elektronok számának. Egy egyelektronos folyamatban a 

távolság 0,059 V. Ki kell emelni azt, hogy a Nernst-egyenlet csak 

termodinamikailag reverzibilis folyamatokra érvényes. Ha ismerjük az átlépő 

elektronok számát és a csúcsszeparáció értéke a várttól (Nernst-egyenletből 

számítottól) eltérő, akkor az valamilyen irreverzibilitásra utal. Ennek nemcsak 

termodinamikai, hanem kinetikai okai is lehetnek. A csúcspotenciálok mellett 

információértékű a katódos és az anódos csúcsáram (Ik és Ia) aránya is. 

Amennyiben egy folyamat reverzibilis, a két csúcsáram aránya egy. 

A Cu(II)-komplexek redoxipotenciál értékeit egy Metrohm gyártmányú 746 

VA Trace Analyzer készülék segítségével határoztuk meg. A minták méréséhez 

klasszikus háromelektródos rendszert használtunk. Referenciaelektródként 

Ag/AgCl elektródot (BASI Instr. RE-5B, MF-2079) alkalmaztunk, amelyben a 

háttérelektrolit 3 mol/dm3 koncentrációjú NaCl-oldat (E0
(Ag/AgCl) = 0,209 V). 

Segédelektródként egy mikrocellában is alkalmazható platinaelektródot (ALS Co. 

Japan), munkaelektródként 2 mm átmérőjű szén- (CHI104) és platinaelektródokat 

(CHI102) használtunk.  

A mikrocellát a [Fe(CN)6]3–/[Fe(CN)6]4– redoxi rendszerrel kalibráltuk platina 

munkaelektród segítségével, a mért redoxipotenciál a korábbi irodalmi adattal (E0 

= 0,458 V, normál hidrogénelektródra vonatkoztatva, I = 0,5 mol/dm3 KCl)192 jó 

egyezésben volt. A méréseket 1,0 cm3 térfogatban 0,2 mol/dm3 KCl ionerősség 

mellett, a tanszéken tervezett mikrocellában végeztük el. A korábbi tapasztalatok 

alapján ligandumfelesleg esetén kaptak értékelhető voltammogramot, ennek 

ismeretében a mintaoldatban a Cu(II)-ligandum arányát 1:8-ra állítottuk. 

Valamennyi esetben vizes oldatokat vizsgáltunk 25 ºC-on, a ligandum 

koncentrációja 1·10–3 mol/dm3 volt, az oldatok pH-ját KOH-oldattal és HNO3-

oldattal állítottuk be a kívánt értékre. A minták oxigénmentesítését minden mérés 

előtt legalább 5 percig történő argongáz átbuborékoltatásával végeztük. A 
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kísérletsorozat első lépésében meggyőződtünk arról, hogy a mintát tartalmazó 

ligandum mérése esetén nem történik redoxi folyamat. A ligandumok és Cu(II)-

komplexeik ciklikus voltammetriás vizsgálata során 100 mV/s pásztázási 

sebességet alkalmaztunk. A szabad ligandumokat 140 μA és a komplexeket 45 μA 

határáram mellett mértük grafit elektróddal 800-(–600) mV tartományban. Az 

értékeléshez szükséges paramétereket CACYVO program segítségével kaptuk 

meg. 

3.7. SOD enzim aktivitás mérése 

A Cu,Zn-szuperoxid diszmutáz (Cu,Zn-SOD) enzim a szuperoxid gyökanion 

diszproporcióját katalizálja (k~2,0·109 s–1.mol–1.dm3, pH 7,4). Az enzim működését 

utánzó fémkomplexek aktivitása mérhető közvetlenül és közvetve is.193 A 

közvetlen mérés azonban elég költséges, emiatt ritkán használt eljárás. Valamely 

Cu(II)-komplex SOD aktivitásának mérésére az egyik legelterjedtebb közvetett 

módszer a xantin-oxidáz enzim által in situ termelt O2
•– és az NBT közötti reakció 

nyomon követése. Az aktív fémkomplex csökkenti a szuperoxid gyökanion 

koncentrációját, ezzel inhibiálja a NBT-só redukcióját, ami a keletkező lila színű 

diformazánra jellemző 560 nm-nél mért abszorbancia csökkenését eredményezi a 

fémkomplexet nem tartalmazó rendszerben mérhetőhöz képest (15. ábra).  

 
15. ábra: A SOD aktivitás méréséhez használt modellreakció sematikus ábrázolása 

A SOD aktivitás mérésére foszfát pufferben (Na2HPO4 és NaH2PO4 c = 

5,0·10–2 mol/dm3) oldott, 5,0·10–5 mol/dm3 koncentrációjú NBT-oldatot 

használtunk, a xantin koncentrációja 1,0·10–4 mol/dm3 volt. A reakciót 560 nm 

hullámhosszon Perkin Elmer Lamda 25 típusú kétsugaras fotométeren követtük 

1,00 cm úthosszú küvettában. A xantin-oxidáz mennyiségét úgy állítottuk be, hogy 

az abszorbancia változása 560 nm-nél 0,025-0,028 min–1 érték között változzon. 

Az NBT redukcióját változó koncentrációjú Cu(II)-komplex jelenlétében, illetve 

annak távollétében is vizsgáltuk, a teljes Cu(II)-ion koncentráció 5,0·10–8-2,0·10–
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6 mol/dm3 között változott. Először egy vak minta abszorbancia változását vettük 

fel 560 nm-en nyolc perc alatt. A vak minta tartalmazta az NBT-t, a xantint, 

valamint a xantin-oxidáz enzimet. Ez a 0,025-0,028 min–1 abszorbanciaváltozás 

beállításához szükséges. A további mérések során a kiinduló minta tartalmazta a 

xantint, a xantin-oxidázt, az NBT-t és a ligandumot is – ez a vakpróba. Az 

abszorbancia változását az idő függvényében négy percig vizsgáltuk, majd 

hozzáadtuk a megfelelő térfogatú CuCl2-oldatot és mértük az 

abszorbanciaváltozást a következő négy percben. Ezáltal minden mérési pontban 

a Cu(II)-komplex mellett a vakpróbát is vizsgáltuk. 

A SOD aktivitással rendelkező vegyületek aktivitását az IC50 értékkel szokás 

jellemezni. Ez azt a komplexkoncentrációt jelöli, amelynél a diformazán 

képződése az enzimutánzó vegyület távollétében mért értékhez képest a felére 

csökken. Gyakorlatilag ez azt jelenti, hogy adott pH-értéknél ábrázoljuk a Cu(II)-

komplex koncentráció függvényében az inhibíció (%) értékét, amely során egy 

telítési görbét kapunk és az 50 %-os inhibícióhoz tartozó komplexkoncentrációt 

határozzuk meg, amelyet a 25. egyenlet mutat be. 

             (25) 

ahol t

ΔAvak

 a fémkomplex hiányában mért abszorbanciaváltozás 560 nm-en, míg 

a 

komplex

t

ΔA

 a fémkomplex jelenlétében mért abszorbanciaváltozás 560 nm-en. 

A c(Cu(II)-komplex) és a kiszámított inhibíció adatokra a Scientist program segítségével 

telítési görbét illesztettünk az alábbi egyenlet szerint:193 

               (26) 

ahol A és B paraméterek. Az így kapott SOD aktivitás értékek mellett – más 

körülményeket használó kutatócsoportok eredményeivel történő jobb 

összehasonlítása érdekében – relatív aktivitás értékeket tudunk megadni, melyet a 

27. egyenlet mutat be: 

relatív aktivitás = 
 

(27) 

3.8. Oxidáció körülményei 

Az oxidáció vizsgálatánál 1 cm3 mintát állítottunk össze úgy, hogy a fémion 

koncentrációja 1 mmol/dm3 és a fémion-ligandum aránya 1:1,1 legyen. A 

vizsgálatokat 7,4-s pH-n 25 °C-on hajtottuk végre. A felhasznált H2O2 1%-os volt, 
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ezt háromszoros feleslegben adtuk a Cu(II)-ligandum oldathoz. A reakció 

leállításához Na2EDTA oldatot használtunk négyszeres feleslegben. A dAKHA 

ligandum esetében az egyes oxidált termékeket frakciószedést követően tudtuk 

azonosítani. Az oxidációhoz használt ligandum mennyisége 20 mg volt és a 

keletkező termékek gyűjtését követően a keletkezett oldatokról az oldószert 

rotációs vákuumbepárlóval távolítottuk el. 

A reakció előrehaladásának és lejátszódásának követésére nagyhatékonyságú 

folyadékkromatográfiás (HPLC) technikát alkalmaztunk. Az analitikai HPLC 

Jasco MD-2010 plus diódasoros detektorral, míg a félpreparatív HPLC Jasco UV-

2077 plus UV-látható detektorral van felszerelve. A reakció követésére használt 

analitikai kolonna paraméterei a következők: Teknokroma Europa Protein (250 

mm × 4,6 mm, 300 Å, 5 µm). A félpreparatív kolonnát a dAKHA ligandumnál 

frakciószedésre és a ligandumok tisztítására használtuk, ennek a paraméterei a 

következők: Grace Vydac Protein and Peptide C18 218TP510 (250 mm × 10 mm, 

300 Å, 5 µm). Elválasztáshoz eluensként (A) vizet és (B) acetonitrilt (ACN) 

használtunk, amelyek 0,1 %(v/v) TFA-t tartalmaztak. Áramlási sebességnek 1 és 

2 ml/perc-et választottunk. A megírt módszereket ligandumtól függően 

változtattuk és gradiens elúciót használtunk. A dAKHA esetében 0-3 percig az 

ACN 0% volt, majd 3-9 percig lineárisan változott 5%-ra, ezt az összetételt 24 

percig tartottuk, majd 6 perc alatt lineárisan csökkent az aránya 0%-ra. A többi 

ligandum esetén a módszer ugyanez volt, de dAKHM, dMKHA, dM1AKHA 

peptideknél az ACN mennyiségét 8%-ra míg a dMKHM-nél 12%-ra növeltük.  

3.9. Tömegspektrometria (ESI-TOF-MS) 

Az ESI-MS módszert széles körben alkalmazzák peptidek és proteinek, 

valamint fémkomplexeik vizsgálatára.194-195 Emellett tandem MS segítségével 

ligandum és/vagy komplex fragmentálódását, hasadását vizsgálva szerkezeti 

információ is nyerhető. A peptidek Cu(II)/H2O2 rendszerrel történő oxidációja 

során keletkező termékeinek azonosítására megfelelő módszerként szolgál a 

tömegspektrometria. 

A minta komponenseinek gerjesztésére (ionizálásra) elektrospray-ionizációs 

(ESI) módszer használható, amely során a vizsgált (oxidált) peptidek 

fragmentációja elkerülhető, így ezzel a tömegük elsődlegesen meghatározható. 

Ennek a lényege az, hogy az oldatot egy nagyfeszültséget tartalmazó kapillárison 

keresztül beporlasztják az ionforrásba, amelynek következtében a minta részecskéi 

töltést vesznek fel. A szárítógáz segítségével a töltéssel rendelkező részecskék 

oldószermolekuláit távolítják el, így gázfázisba kerülnek az ionok. A keletkező 

ionok a nagyvákuum alatt lévő TOF (time of flight, repülési idő) analizátorba jutva 

nagyfeszültség hatására tömeg/töltés (m/z) értékük alapján különböző időben 

kerülnek a detektorba. Tandem MS vizsgálat során az oxidált termék prekurzor 
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ionként történő kiválasztását követően annak fragmentációjával megadható a 

pontos összetétele is. Mi elsődlegesen arra voltunk kíváncsiak, hogy az oxidációs 

során a peptid szekvenciájában található aminosavak közül melyiken jelenik meg 

az oxigén. 

A keletkezett termékek azonosítására LC-ESI-MS és MS/MS technikát 

alkalmaztunk. A méréseket a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén 

található MicroTOF-Q típusú Qq-TOF MS készülékkel (Bruker Daltonik, Bréma, 

Németország) és ESI ionforrás mellett pozitív módban végezte Dr. Nagy Lajos. A 

mintabevitel sebessége 3 μl/perc volt, amelyet egy fecskendőpumpával (Cole-

Parmer Ins. Co., Vernon Hills, IL, USA) kiviteleztek. A spray feszültsége 4 kV-ra 

lett állítva, a szárító gáz (N2) hőmérséklete 200 °C volt, áramlási sebessége 4 l/perc 

(8 l/perc LC-MS). A nitrogén ütközési gázként is szolgált az MS/MS 

vizsgálatoknál. A nyomás az ütközési cellában 1,2·10–3 mbar volt. A prekurzor 

ionok az MS/MS-nél 5 m/z izolációs szélességben lettek kiválasztva. Külső 

kalibrálóként ESI körülmények között a nátrium-trifluoracetát oldatból keletkező 

klaszterionjai szolgáltak. 
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4. KÍSÉRLETI EREDMÉNYEK 

4.1. A humán prion fehérje fragmensének és mutánsainak komplexképző 

sajátságai 

4.1.1. A humán prion fehérje fragmensének és mutánsainak sav-bázis 

sajátságai  

A kutatómunka során a humán prion fehérje egy fragmensének és négy 

mutánsának oldategyensúlyi vizsgálatát végeztük el. A természetes fragmens 

szekvenciája a következő: Ac-SKPKTNMKHM-NH2, amely a fehérjében a 103-

112-ig terjedő aminosavakat jelenti; a továbbiakban rövidítve fogom használni, 

jelölése: dMKHM. Korábbi vizsgálatok során megállapították, hogy a 111-s 

helyen lévő hisztidin kulcsfontosságú szerepet tölt be a Cu(II)-ion megkötése 

szempontjából, továbbá a 109-s pozícióban lévő metionin is – gyenge 

kölcsönhatással – részt vesz a fémion koordinációjában.89 A mutánsokban a 

metioninokat cseréltük le alaninra vagy csak az egyiket vagy mindkettőt. Erre azért 

volt szükség, hogy megállapítsuk azt, hogy a metionin távollétében változnak-e 

egyáltalán a koordinációs viszonyok a kialakuló komplexekben és ha igen, akkor 

hogyan. A ligandumok sav-bázis és komplexképző sajátságainak ismerete a 

fémionkatalizált oxidációjuk vizsgálatánál is fontos. Ezek a védett peptidek a 

következők (zárójelben feltüntetem a rövid jelölésüket): Ac-SKPKTNAKHA-NH2 

(dAKHA), Ac-SKPKTNAKHM-NH2 (dAKHM), Ac-SKPKTNMKHA-NH2 

(dMKHA), Ac-MKPKTNAKHA-NH2 (dM1AKHA), szerkezetük a 3. fejezetben 

a 35. oldalon található. A továbbiakban a rövidített jelölést fogom használni. 

3. táblázat: A humán prion fehérje fragmensének és mutánsainak deprotonálódási 

állandói (I = 0,2 mol/dm3, T = 298 K) 
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HL 10,97 (2) 10,76 (1) 11,05 (2) 10,92 (2) 10,75 (4) 10,28 10,54 

H2L 21,34 (1) 21,12 (1) 21,39 (1) 21,26 (1) 21,14 (3) 16,50 20,45 

H3L 31,14 (2) 30,85 (1) 31,16 (1) 31,01 (2) 30,76 (4) - 26,69 

H4L 37,42 (2) 37,00 (1) 37,39 (2) 37,16 (2) 36,96 (5) - - 

pK1 6,28 6,15 6,23 6,15 6,2 6,22 6,24 

pK2 9,8 9,73 9,77 9,75 9,62 10,28 9,91 

pK3 10,37 10,36 10,34 10,34 10,39 - 10,54 

pK4 10,97 10,76 11,05 10,92 10,75 - - 
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A ligandumok deprotonálódási állandói a 3. táblázatban láthatóak, ahol az értékek 

a hisztidin imidazolil-oldalláncához és a három lizin aminocsoportjához 

rendelhetők. A hisztidin deprotonálódási állandója jó egyezést mutat a már 

korábban meghatározott hasonló fragmensek34, 78 pK értékeivel. A lizinek 

deprotonálódása egymással átfedő lépésekben játszódik le. 

4.1.2. A humán prion fehérje fragmensének és mutánsainak Cu(II)-

komplexei 

A 4. táblázatban a ligandumok Cu(II)-ionnal alkotott komplexeinek stabilitási 

állandói láthatóak. Minden esetben védett peptideket vizsgáltunk, amelyben nincs 

sem szabad amino- sem szabad karboxilcsoport. Ezekben a Cu(II)-ion 

koordinációjára egy alkalmas horgonycsoport van, a hisztidin imidazolnitrogénje 

és csak egymagvú komplexek keletkeznek.  

4. táblázat: A ligandumok Cu(II)-komplexeinek stabilitási állandói  

(I = 0,2 mol/dm3, T = 298 K) 

A CuLH3 összetételű részecskében a hisztidin egyfogú koordinációja valósul 

meg az imidazolnitrogén donoratomon keresztül és a három lizin protonált 

formában van jelen. Az imidazol-koordinációjú komplex oktaéderes geometriáját 

támasztja alá az, hogy nincs CD aktivitás egyik rendszernél sem kb. pH 5,5-ig, ezt 

szemlélteti a dMKHM Cu(II)-komplexeire vonatkozó pH-függő CD 

spektrumsorozat (16. ábra). 
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CuLH3 34,67 (2) 34,53 (4) 35,01 (2) 34,84 (2) 34,73 (4) - - 

CuLH2 - - - - - - 23,54 

CuLH 22,56 (1) 22,69 (2) 23,21 (1) 23,28 (2) 22,46 (2) 13,98 - 

CuL 15,03 (2) 15,06 (3) 15,73 (2) 15,82 (2) 14,69 (3) - 12,39 

CuLH–1 5,29 (2) 5,31 (3) 5,94 (2) 6,08 (3) 4,99 (4) 2,70 4,56 

CuLH–2 -5,16 (2) -5,36 (4) -4,53 (2) -4,43 (3) -5,56 (4) -6,26 -5,45 

CuLH–3 
-15,99 

(2) 

-15,94 

(3) 

-15,40 

(2) 

-15,14 

(2) 

-16,13 

(4) 
-16,32 -16,11 

pK12 (N
–) 6,06 5,92 5,90 5,78 6,14 5,64 5,58 

pK3 (N
–) 7,53 7,63 7,48 7,46 7,77 8,96 7,83 

lgK(Cu+N(Im)) 3,53 3,68 3,85 3,83 3,97 3,70 3,09 



Fehérjék fémionkötőhelyeit modellező peptidek koordinációs és redoxi sajátságai 

52 

 

Az általunk vizsgált 

ligandumok 1 N(Im) koordinációra 

jellemző lgK(Cu+L) értéke jó 

egyezésben van a már korábban 

vizsgált Ac-MKHM-NH2 peptid 

egymagvú, ugyanilyen koordinációs 

módú komplex származtatott 

állandójának értékével (4. 

táblázat).34 

A kialakuló CuLH3 nem olyan 

nagy stabilitású, hogy meg tudja 

akadályozni az amidnitrogének 

deprotonálódását, így az már pH > 5 fölött megkezdődik. Olyannyira nem képes 

megakadályozni, hogy a rendszerben az [N–, N(Im)] koordinációs módú 

komplexet nem is tudtunk kimutatni. Így a következő két amidnitrogén 

deprotonálódása kooperatív módon megy végbe és [N–, N–, N(Im)] koordinációs 

módú CuLH összetételű komplex keletkezik. Ez az eredmény összhangban van az 

Ac-KTNMKHMAG-NH2 ligandum vizsgálata során tapasztalt komplexképződési 

folyamatokkal (4. táblázat pK12(N–) értékei).34 Ezzel ellentétben a HuPrP(84–

114)H96A ligandum – amely szekvenciájában két hisztidin és négy lizin van – 

Cu(II)-komplexeinél az 

amidnitrogének deprotonálódása 

lépcsőzetesen megy végbe. 

A peptidnitrogének 

deprotonálódását támasztja alá az 

is, hogy a látható spektrumban 

(17. ábra) az abszorpciós 

maximum a kisebb 

hullámhosszak felé tolódik el és 

intenzitása megnövekszik. A CD 

spektrumokban az UV 

tartományban (250-350 nm 

között) intenzív pozitív Cotton effektus jelenik meg, ami az N– → Cu2+ 

töltésátviteli sávokra jellemző átmenet.  

16. ábra: A Cu(II)-dMKHM rendszer 

pH-függő CD spektruma 

17. ábra: A Cu(II)-dAKHA rendszer pH-

függő UV-látható spektruma 
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A dMKHA és dMKHM peptideknél a 109-es pozícióban metionin van, e két 

ligandum CuLH komplexénél a metionin tioéterkénatomjának kismértékű 

kölcsönhatását tapasztaltuk. A látható spektrumokban megfigyelhető 

intenzitásnövekedésből és vörös irányú eltolódásból következtethetünk az axiális 

irányú koordinációra, és a CD 

spektrumokban 380 nm körül 

jelentkező kis intenzitású pozitív 

Cotton effektus – amelyet a 18. 

ábrán fekete karikával jelöltem – 

utal a nagyon kismértékű 

kölcsönhatásra. Korábbi metionin 

tartalmú ligandumok Cu(II)-ionnal 

történő vizsgálata során is arra az 

eredményre jutottak, hogy a 

metionin tioéterkénatomja és a 

Cu(II)-ion között gyenge 

kölcsönhatás van jelen, ha a 

keletkező komplexben a tioéterkénatom a koordinálódáshoz kedvező pozícióba 

kerül. Ez a hatás a korábban vizsgált tetrapeptideknél jelentősebb, azaz a 

kéndonoratom koordinációban betöltött kis szerepe a ligandumok méretével 

értelmezhető, a hosszú peptidlánc flexibilitása révén nehezíti a donoratomok 

fémionokhoz való kötődését. 

A pH emelésével bekövetkezik a harmadik amidnitrogén deprotonálódása is, 

CuL összetételű komplex keletkezik. Az abszorpciós spektrumokban 530 nm 

körüli maximum jelenik meg, ami a 4 N kötődésre utal.188 Ezzel párhuzamosan a 

CD spektrumokból (ahol jellemző volt) eltűnik a S → Cu2+ CT sáv. A 

kéndonoratomot kiszorítja a koordinációs szférából a harmadik amidnitrogén és 

erősebb kölcsönhatás alakul ki ezáltal. A korábban vizsgált Ac-MKHM-NH2 

ligandum CuLH–2 komplexével összehasonlítva az általunk vizsgált ligandumok 

Cu(II)-ionnal képzett CuL komplexeit az állapítható meg, hogy kisebb pH-n 

következik be a harmadik amidnitrogén deprotonálódása. Ez azzal magyarázható, 

hogy a dekapeptid peptidkötésben jelen lévő amidcsoportjához képest a 

tetrapeptidben a bázikusabb karakterű acetamidocsoport deprotonálódása 

játszódik le.  

18. ábra: Az öt vizsgált ligandum  

 [N–, N–, N(Im)] koordinációjú (CuLH) és 

[N–, N–, N–, N(Im)] koordinációjú (CuL) 

komplexeinek CD spektrumai 
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A CuLH–x (ahol x=1-3), azokat a komplexet jelenti, amelyben [N–, N–, N–, 

N(Im)] koordináció van jelen, és ezeknél már a lizil-oldalláncok is deprotonáltak, 

de nem vesznek részt a koordinációban. Ha összehasonlítjuk a szabad ligandum 

lizin aminocsoportjainak pK értékeit, a komplexképződés során, a stabilitási 

állandókból számított pK(Cu-Lys) 

értékekkel (5. táblázat), akkor 

látható, hogy kis különbséggel, de 

gyakorlatilag ugyanazokat az 

értékeket kapjuk vissza. Továbbá 

a CD spektrumokban pH > 9 fölött 

nem változik a görbék lefutása, ezt 

a Cu(II):dAKHA=1:1 arányú 

rendszer CD spektrumai (pH 9-

11) jól szemléltetik (19. ábra). Ez 

arra bizonyíték, hogy a lizil-

oldallánc valóban nem vesz részt a 

koordinációban. 

5. táblázat: A szabad (pK(Lys)) és a komplexben kötött (pK(Cu-Lys)) ligandum 

lizil-oldalláncaira vonatkozó deprotonálódási állandók értékei 
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pK2(Lys) 9,80 9,73 9,77 9,75 9,62 

pK34(Lys) 10,67 10,56 10,70 10,63 10,57 

pK2(Cu-Lys) 9,74 9,75 9,79 9,74 9,70 

pK34(Cu-Lys) 10,64 10,63 10,67 10,61 10,56 

Összehasonlítva a vizsgált ligandumok Cu(II)-komplexeinek összetételét és 

stabilitását, az állapítható meg, hogy ha a metionint alaninra cseréltük, az a 

komplexek stabilitásában nagymértékű változást nem okozott. Nagyon hasonló 

stabilitási állandó értékeket kaptunk az ugyanolyan koordinációs módú 

komplexeknél, és ugyanazok az összetételű részecskék keletkeztek minden egyes 

peptidnél.  

4.1.3. A humán prion fehérje fragmensének és mutánsainak Ni(II)-

komplexei 

Az egy hisztidint tartalmazó ligandumok nikkel(II)ionokkal hasonló 

összetételű komplexeket képeznek, mint réz(II)ionnal. Ezekben a peptidekben a 

Ni(II)-ion számára is legfontosabb kötőhelyként az imidazolgyűrű szolgál. A 

19. ábra: A Cu(II):dAKHA=1:1 arányú 

rendszer CD spektrumai (pH=9-11) 
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komplexképződés során csak egymagvú komplexek keletkeznek, amelyek 

stabilitási állandói a 6. táblázatban láthatók.  

6. táblázat: A ligandumok Ni(II)-komplexeinek stabilitási állandói  

 (I = 0,2 mol/dm3, T = 298 K) 

A dAKHA ligandumra jellemző Ni(II)-ion koncentráció-eloszlási görbe (20. 

ábra) jól szemlélteti, hogy a komplexképződés pH > 5 fölött kezdődik. Savas pH-

tartományban NiLH3 sztöchiometriájú komplex keletkezik. Ebben a részecskében 

a hisztidin imidazolnitrogénje egyfogú horgonydonorként viselkedik és a lizin ε-

aminocsoportjai ilyen körülmények között még protonáltak. A Ni(II) + H3L ⇌ 

NiLH3 folyamatra számolt egyensúlyi állandót [logK(Ni+N(Im))] a 6. táblázat 

utolsó sorában tüntettem fel. Ezek a lgK-értékek nem nagyobbak annál, mint amit 

az egy imidazolil-oldalláncot tartalmazó monodentát koordinációra közöltek 

(logK = 2,48).34, 89 A mért nagyon 

kis intenzitású abszorpciós és CD 

spektrum alátámasztja azt, hogy 

ezek a komplexek oktaéderes 

geometriájúak. Összehasonlítva az 

ugyanilyen összetételű Cu(II)-

komplexek stabilitási állandóival 

(4. táblázat) az állapítható meg, 

hogy kisebb stabilitású komplexek 

keletkeznek Ni(II)-ionnal, ami az 

Irving-Williams sornak megfelel. A 

pH emelésével egy extra lúgfogyasztó folyamat kezdődik el és ezzel egyidejűleg 
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NiLH4 -  -  -   -  - - 42,76 

NiLH3 33,79 (8) 33,25 (15) 33,88 (6) 33,55 (6) 33,57 (8) - 34,53 

NiLH2 - - - - - - 26,08 

NiLH 17,19 (7) 16,83 (11) 17,53 (5) 17,40 (5) 17,04 (6) 13,09 18,46 

NiL 9,06 (3) 8,79 (4) 9,40 (3) 9,21 (2) 8,65 (3) 5,08 9,07 

NiLH–1 -0,48 (4) -0,78 (5) -0,05 (3) -0,23 (3) -0,76 (4) – -0,89 

NiLH–2 
-11,24 

(4) 
-11,61 (6) -10,75 (4) -11,00 (3) -11,52 (4) – -11,37 

NiLH–3 
-21,67 

(3) 
-21,93 (5) -21,27 (3) -21,32 (3) -21,79 (4) – -21,93 

pK(N–)átlag 8,24 8,15 8,16 8,11 8,31 8,01 8,1 

lgK(Ni+N(Im)) 2,65 2,40 2,72 2,54 2,81  - 2,44 

20. ábra: A Ni(II):dAKHA=1:1 arányú 

rendszer koncentráció-eloszlási görbéje 
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az oldat sárgulni kezd, hasonlóan más Ni(II)-peptidkomplexekhez. Ez arra utal, 

hogy az imidazolnitrogénnel kelátképző helyzetben lévő peptidkötés 

amidnitrogénje deprotonálódik és koordinálódik a fémionhoz síknégyzetes 

szerkezetű diamágneses Ni(II)-komplexet eredményezve. Erre bizonyítékként 

szolgál az abszorpciós spektrumban 430 nm-nél megjelenő intenzív elnyelési sáv, 

amelynek a λmax értéke a pH-val nem változik, csak az intenzitása növekszik. Ez 

azt mutatja, hogy pH > 8 fölött az amidnitrogének deprotonálódása gyakorlatilag 

egy lépésben megy végbe és [N–, N–, N–, N(Im)] koordinációs módú komplex 

keletkezik, amelynek a mennyisége növekszik a pH változásával. Összeségében az 

állapítható meg, hogy mind az öt ligandum Ni(II)-ionnal való kölcsönhatásakor két 

fő részecske keletkezik. Egyik az imidazolnitrogén monodentát koordinációjával 

létrejövő oktaéderes geometriájú komplex, a másik az imidazolnitrogén melletti 

amidnitrogének részvételével kialakuló síknégyzetes komplex. pH > 9,5 fölött 

szintén az utóbbi komplex van jelen, azzal a különbséggel, hogy azokban a 

komplexekben – hasonlóan a Cu(II)-komplexekhez – már a lizil-oldalláncok is 

deprotonáltak, de azok nem vesznek részt a koordinációban. Erre bizonyítékként 

szolgál az abszorpciós spektrumon kívül a CD spektrum is (21. ábra), ami jól 

szemlélteti, hogy pH > 9 fölött a 

spektrumok lefutásában és intenzitásában 

nincs változás. A korábban vizsgált prion 

fehérje modellpeptidek129, 196 Ni(II)-

komplexeihez hasonló összetételű és 

szerkezetű komplexek alakulnak ki az 

általunk vizsgált ligandumokkal is. A 

különbség abban nyilvánul meg, hogy a 

tetrapeptidekkel ellentétben a hosszabb 

fragmensek képesek oldatban tartani a 

Ni(II)-ionokat lúgos pH-tartományban is, 

ugyanakkor a lánc hosszának növelésével nem változik meg  nagymértékben a 

komplexek stabilitása (6. táblázat). 

4.2. Több hisztidint tartalmazó ligandumok komplexképző sajátságai 

4.2.1. A Cu,Zn-SOD enzimet modellező peptidek sav-bázis sajátságai 

Korábbi kutatási eredmények azt mutatják, hogy azokkal a terminálisan 

védett multihisztidin peptidekkel képződnek kitüntetett stabilitású komplexek, 

amelyek a hisztidineket alternáló pozícióban tartalmazzák.103 A kutatómunka 

során egyrészt arra kerestük a választ, hogy ha növeljük a távolságot a hisztidinek 

között, az milyen irányba változtatja meg a képződő komplexek stabilitását. 

Másrészt célunk volt olyan szekvenciájú peptidek szintézise és vizsgálata, amelyek 

modellezik a Cu,Zn-SOD enzim réz(II)kötőhelyét, és SOD-aktivitással 

21. ábra: A Ni(II):dAKHA=1:1 

arányú rendszer CD görbéi 
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rendelkeznek. Azaz képesek lehetnek a szuperoxid gyökanion elbontására, ezáltal 

a szervezetben termelt káros reaktív oxigén származék csökkentésére. Az alábbi 

védett multihisztidin peptideket állítottuk elő: Ac-HAAH-NH2, Ac-HAAHVH-

NH2, Ac-HAAHGH-NH2, Ac-HGGHGH-NH2, Ac-HGGGHGH-NH2 és sav-bázis, 

illetve komplexképző sajátságait vizsgáltuk pH-potenciometriásan. Ezeknél a 

ligandumoknál az oldalláncban lévő imidazolnitrogénekre jellemző 

deprotonálódási állandó adható meg. Így a tetrapeptidnél kettő, míg a hexa- és 

heptapeptideknél három deprotonálódási állandó számítható ki. A titrálási 

adatokból számított képződési és deprotonálódási állandókat a 7. táblázat foglalja 

össze, kiegészítve néhány irodalmi adattal.  

7. táblázat: A ligandumok képződési (lgβ) és deprotonálódási (pK) állandói (I = 

0,2 mol/dm3, T = 298 K) 
 HL H2L H3L pK1 pK2 pK3 

Ac-HAAH-NH2 6,74 (1) 12,74 (1) - 6,00 (1) 6,74 (1) - 

Ac-HGGH-

NH2
197    6,84 12,88 - 6,04 6,84 - 

Ac-HVVH-NH2
98 6,73 12,74 - 6,01 6,73 - 

Ac-HAAHVH-

NH2 
6,81 (1) 13,12 (1) 18,81 (1) 5,69 (1) 6,31 (1) 6,811 (1) 

Ac-HAAHGH-

NH2 
7,00 (1) 13,36 (1) 19,16 (1) 5,80 (1) 6,36 (1) 7,00 (1) 

Ac-HGGHGH-

NH2 
7,03 (2) 13,37 (2) 19,18 (3) 5,81 (3) 6,34 (2) 7,03 (2) 

Ac-HGGGHGH-

NH2 
7,01 (1) 13,46 (1) 19,21 (1) 5,75 (1) 6,45 (1) 7,01 (1) 

Ac-HGHVH-

NH2
103 6,93 13,26 18,98 5,72 6,33 6,93 

Ac-HAHVH-

NH2
103 6,83 13,07 18,74 5,67 6,24 6,83 

Ac-HVHGH-

NH2
103 

6,92 13,23 18,95 5,72 6,31 6,92 

Az imidazolcsoportok deprotonálódása pH 4-7 közötti tartományban 

egymással átfedő lépésekben játszódik le. Ezt a számított pK értékek közötti kis 

különbségek is jól tükrözik, melyek egy meghatározott statisztikai érték (0,6) körül 

vannak. Ebből az a következtetés vonható le, hogy a hisztidinek közötti aminosav 

oldalláncok nem befolyásolják a deprotonálódási folyamatokat. Az imidazolra 

jellemző pK = 7,04198, ehhez képest a meghatározott deprotonálódási állandók 

kisebbek. Ez egyrészt azzal magyarázható, hogy az egymáshoz viszonylag közel 

lévő hisztidinek között kölcsönhatás alakul ki, másrészt az imidazolcsoportok 

mellett elektronszívó amidcsoportok vannak jelen. Ezek a hatások csökkentik az 

imidazolcsoportok pK-ját. Azt, hogy a meghatározott pK-értékek mely 
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hisztidinekhez rendelhetők, nem állapítható meg, azaz az imidazolnitrogének nem 

különböztethetőek meg egymástól. 

4.2.2.  A Cu,Zn-SOD enzimet modellező peptidek Cu(II)-komplexei 

Az Ac-HAAH-NH2 ligandum esetében 1:3, és 1:1 fémion-ligandum aránynál, 

a három hisztidint tartalmazó ligandumoknál a fent említett arányokon kívül 

fémfelesleget tartalmazó rendszerben is végeztünk oldategyensúlyi vizsgálatokat. 

A kapott titrálási adatokból határoztuk meg a Cu(II)-komplexek stabilitási 

állandóit, melyek értékeit a 8. táblázat tartalmazza, kiegészítve néhány irodalmi 

adattal is. 

8. táblázat: A Cu(II)-peptid rendszerekben képződő komplexek stabilitási 

állandói (I = 0,2 mol/dm3, T = 298 K) 
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CuLH - - - 
13,03 

(4) 

13,02 

(6) 

13,05 

(3) 

12,80 

(3) 
13,1 13,08 - 

CuL 
6,08 

(2) 
5,97 5,79 

8,17 

(3) 

8,55 

(3) 

8,21 

(2) 

7,38 

(4) 
8,07 8,08 7,78 

CuLH–1 
-0,93 

(5) 
- -1,05 

1,13 

(7) 
1,5 (1) 

1,81 

(5) 

1,35 

(4) 
1,24 1,27 1,13 

CuLH–2 
-8,05 

(3) 
-7,88 -9,21 

-6,84 

(7) 

-5,90 

(7) 

-5,63 

(6) 

-6,13 

(7) 
-6,03 -5,85 -6,25 

CuLH–3 
-16,39 

(4) 
-16,1 -17,6 

-16,24 

(9) 

-14,95 

(8) 

-14,74 

(9) 

-15,60 

(9) 
-16,47 -15,81 -16,39 

Cu2LH–2 - - - - - - - -1,37 -1,08 - 

Cu2LH–4 - - - 
-16,39 

(7) 
- 

-15,07 

(4) 

-16,07 

(4) 
-14,05 -13,63 -14,46 

Cu2LH–5 - - - 
-25,1 

(2) 

-23,35 

(9) 

-23,6 

(1) 

-25,51 

(9) 
-24,82 -23,82 -24,14 

Cu2LH–6 - - - - - - 
-36,50 

(9) 
-35,55 -34,24 -35,78 

CuL2 
10,03 

(9) 
9,79 9,52 - - - - - - - 

pK1 (N–) 7,01 
6,93 

6,84 7,04 7,02 6,4 6,03 6,83 6,81 6,65 

pK2 (N–) 7,12 8,16 7,97 7,43 7,44 7,48 7,27 7,12 7,38 

pK3 (N–) 8,34 8,22 8,39 9,4 9,05 9,11 9,47 10,44 9,96 10,14 

pK (CuLH/ 

CuL) 
- - - 4,86 4,47 4,84 5,42 5,03 5,0 - 

pK 

(Cu2LH–4 

/Cu2LH–5) 

- - - 8,71 - 8,08 9,44 10,73 10,42 9,68 
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A két hisztidint tartalmazó peptidnél csak egymagvú komplexek vannak jelen 

az oldatban, míg kettőnél több hisztidint tartalmazó rendszerekben többmagvú 

komplexek is keletkeznek. Savas pH-tartományban az összes imidazolcsoport 

deprotonálódása és koordinálódása végbemegy. Ebben a tartományban CuL 

összetételű komplex képződik, amelyben imidazol-koordináció valósul meg és az 

feltételezhető, hogy mindegyik imidazolnitrogén részt vesz a fémion 

megkötésében. A CuL komplex nagy stabilitású, így gyengén savas közegben ez a 

szerkezet válik uralkodóvá az oldatban. A kisebb tagszámú peptidek esetében 

ligandumfeleslegnél CuL2 komplex is megjelenik és semleges pH-n az lesz a 

meghatározó szerkezet. Ezeket szemléltetik az eloszlási görbék (22. ábra) a 

példaként bemutatott ligandumoknál, ahol a fémion-ligandum arány 1:3.  

Az imidazol-koordinációjú CuL komplex visszaszorítja az amidnitrogének 

deprotonálódását, de nem tudja megakadályozni azt, így 6,5-7 körüli pH-

tartományban végbemegy az első amidnitrogén deprotonálódása. A 

deprotonálódás hatására megjelenik a vizsgált rendszerekben a CuL komplex 

mellett a CuLH–1 összetételű részecske is, melyet az eloszlások (22. ábra) is jól 

mutatnak. A deprotonálódás a peptid C-terminális végétől indul meg, a hisztidin 

imidazolgyűrűje horgonycsoportként viselkedik.  

Az Ac-HAAH-NH2 ligandum esetében az első és a második amidnitrogén 

deprotonálódása egy lépésben játszódik le, ez hasonlít a korábban meghatározott 

Ac-HGGH-NH2 adataihoz, de eltérés mutatkozik az Ac-HVVH-NH2 peptidhez 

képest (8. táblázat).  

A vizsgált három hisztidint tartalmazó ligandumoknál az amidnitrogének 

deprotonálódása egymást követő lépésekben játszódik le. A hexa- és 

heptapeptidekben lévő láncvégi és láncközi hisztidinek is horgonycsoportként 

viselkedhetnek, ezáltal izomer szerkezetek alakulhatnak ki az oldatban. A második 

amidnitrogén deprotonálódása pH ~ 7,5 körül zajlik mindegyik ligandumnál, ami 

a,                 b, 

22. ábra: A Cu(II)-peptid rendszerben képződő komplexek  eloszlási görbéi a 

pH függvényében 

a, Ac-HAAH-NH2 (cCu(II)= 6,7·10–4 mol/dm3, cL=2,35·10–3 mol/dm3); 

b, Ac-HAAHVH-NH2 (cCu(II)= 6,8·10–4 mol/dm3, cL=2,48·10–3 mol/dm3) 



Fehérjék fémionkötőhelyeit modellező peptidek koordinációs és redoxi sajátságai 

60 

 

jó egyezésben van a hisztidineket alternáló pozícióban tartalmazó ligandumok pK 

értékeivel. Ezen ismeretek alapján első közelítésben [N(Im), N–, N–, N(Im)] 

koordinációs mód valószínűsíthető a CuLH–2 összetételű komplexekben a C-

terminális végen található hisztidin koordinációjával. A harmadik amidnitrogén 

deprotonálódása az első kettőhöz képest nagyobb pH-n megy végbe. A glicint 

tartalmazó peptidek második és harmadik amidnitrogénjének lépcsője között egy 

kicsivel nagyobb eltérés mutatkozik, mint az Ac-HAAHVH-NH2 ligandumnál. 

Ezek az értékek is azt sejtetik minden előzetes spektroszkópiás vizsgálat nélkül, 

hogy a kialakuló CuLH–2 összetételű részecskék szerkezetében némi eltérés 

mutatkozhat, illetve koordinációs izomerek is képződhetnek. A kialakuló CuLH–3 

összetételű komplexben [Nˉ, Nˉ, Nˉ, N(Im)] koordinációs mód van jelen, a fémion 

koordinációs szférája az ekvatoriális síkban telített, így a másik imidazol csak 

axiális koordinációval kötődhetne a Cu(II)-ionhoz. A titrálási adatokból nem lehet 

megállapítani, hogy melyik izomer keletkezik. Ahhoz, hogy megadjuk melyik 

imidazollal van kölcsönhatásban a fémion, spektrális vizsgálatokra van szükség. 

A hat- és héttagú ligandumoknál lehetőség van kétmagvú komplexek képződésére 

is. Ha négy amidnitrogén deprotonálódik, akkor Cu2LH–4 összetételű komplex, 

míg öt amidnitrogén részvételével Cu2LH–5 összetétellel jellemezhető komplex 

alakul ki, illetve az Ac-HGGGHGH-NH2 ligandummal Cu2LH–6 összetételű 

részecske is kialakul pH > 11 felett. A két fémion körüli koordinációs környezetre 

itt is a spektrális adatokból következtettünk. 

A 2, 3, 4 imidazol-koordinációjú CuL komplexek kiugróan nagy stabilitását 

már korábbi peptideknél is megfigyelték.98, 101, 102-103, 106, 197 A 23. ábra az egyes 

ligandumok CuL komplexeire jellemző stabilitási állandó logaritmus értékét 

mutatja be. A diagram jól 

szemlélteti azt, hogy 

ezeknek a komplexeknek a 

stabilitásában trend 

mutatkozik. A CuL 

összetételű részecskék 

stabilitása függ a 

koordinálódó hisztidinek 

számától, egymáshoz 

viszonyított helyzetétől és a 

közöttük lévő aminosavak 

típusától. A hisztidinek 

számának növekedésével a stabilitási állandó is nő. Ezt mutatja a két  és három 

imidazol-koordinációjú CuL komplexek stabilitási állandója közötti két 

nagyságrend különbség is, illetve bizonyíték arra is, hogy valóban részt vesz a 

fémion megkötésében a harmadik imidazolnitrogén. Az is megállapítható, hogy 

23. ábra: A CuL komplexek stabilitási állandói 
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kis tagszámú peptidek esetében a HXH a kedvező szekvencia a HXXH-val 

ellentétben, mert a kialakuló makrokelát nagyobb mértékben stabilizálja a képződő 

komplexet. A hisztidinek közötti aminosavak térkitöltése is befolyásolja keletkező 

kompelexek stabilitását. Az Ac-HGGH-NH2-vel és Ac-HAAH-NH2-vel képzett 

CuL komplexek stabilitása nagyon hasonló, viszont a nagyobb térkitöltésű 

csoportot tartalmazó Ac-HVVH-NH2 CuL komplexe kisebb stabilitású. 

Ugyanakkor az Ac-HXXHHZH-NH2 szekvenciájú peptidláncnál a kialakuló 

komplex kicsivel nagyobb stabilitású, mint amelyik alternáló pozícióban 

tartalmazza a hisztidint és a két hisztidint egymás mellett tartalmazó ligandum (Ac-

HHGH-NH2) CuL komplexe ezektől is kisebb stabilitást mutat. A két hisztidin 

között tovább növelve az aminosavak számát, csökken a komplex stabilitása. Az 

imidazol-koordinációjú CuL komplexek stabilitására így az alábbi sorrendet 

állapítottuk meg: Ac-HXXH-NH2 < Ac-HXH-NH2 < Ac-HXXHZZH-NH2 < Ac-

HXH-NH2 < Ac-HHGH-NH2 < Ac-HGGGHGH-NH2 < Ac-HXHZH-NH2 < Ac-

HXXHZH-NH2. 

A ligandumok Cu(II)-ionnal alkotott komplexeinek szerkezetét spektrális 

adatokkal igyekeztünk alátámasztani. Az abszorpciós spektrumok adataiból 

meghatároztuk a komplexek egyedi spektrumát, melyet a 24. ábra mutat be. 

A 9. táblázat a Cu(II)-Ac-HAAH-NH2 rendszerben képződő részecskékhez tartozó 

λmax értékeket tartalmazza, kiegészítve 

az empirikus képlettel (19. egyenlet) 

számolt adatokkal. Az általunk 

meghatározott abszorpciós maximum 

értékek összhangban vannak a képlet58 

alapján számított λmax adatokkal. Ezek 

alapján megállapítható, hogy a CuL 

komplexben két imidazolnitrogénen 

(25. ábra), a CuL2 részecskében négy 

imidazolnitrogénen keresztül 

                         a,          b, 

24. ábra: A Cu(II)-ligandum rendszerben képződő részecskék egyedi látható 

spektruma, a, Cu(II):Ac-HAAH-NH2, b, Cu(II):Ac-HAAHVH-NH2 

25. ábra: A Cu(II):Ac-HAAH-NH2 

rendszerben képződő CuL komplex 

sematikus szerkezete 
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koordinálódik a fémion. A CuLH–1 komplexben egy imidazolnitrogén és egy 

amidnitrogén, míg a CuLH–2 összetétellel jellemezhető részecskénél egy 

imidazolnitrogén és két amidnitrogén vesz részt a fémion megkötésében. A 

szabadon maradt imidazolgyűrű kötődését nem mutattuk ki. A CuLH–3 komplex 

[3 N–, N(Im)] koordinációs móddal jellemezhető.  

9. táblázat: A Cu(II)-komplexek UV-látható spektroszkópiás adatai (λmax (nm), 

Δε (M-1cm-1)) és az empirikus képlet alapján számolt λmax (nm) értékek 

 

Ac-HAAH-NH2 

mért számított 

λmax (Δε) koordinációs mód λmax koordinációs mód 

CuL 720 (37,5) [2 N(Im), 2 H2O] 687 [2 N(Im), 2 H2O] 

CuLH–1 665 (69) [N–, N(Im), 2 H2O] 
604 [2 N(Im), N–, H2O] 

660 [N(Im), N–, 2 H2O] 

CuLH–2 610 (87) [2 N–, N(Im), H2O] 
539 [2 N(Im), 2 N–] 

583 [N(Im), 2 N–, H2O] 

CuLH–3 510 (115) [3 N–, N(Im)] 522 [N(Im), 3 N–] 

CuL2 610 (81) [4 N(Im)] 576 [4 N(Im)] 

A 10. táblázatban az általam vizsgált peptidek és két összehasonlításként 

feltüntetett peptid Cu(II)-komplexeinek abszorpciós maximuma látható.  

10. táblázat: Cu(II)-komplexek λmax (nm), Δε (M-1cm-1) értékei 
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λmax (Δε) 

CuLH - - 760 (42) - - - 725 (45) 

CuL 
720 

(37,5) 
695 (45) 640 (63) 626 (71) 637 (75) 652 (50) 655 (69) 

CuLH–1 665 (69) - 615 (71) - - 605 (81) 610 (95) 

CuLH–2 610 (87) 600 (85) 
530 

(118) 
565 (117) 566 (152) 567 (119) 550 (131) 

CuLH–3 
510 

(115) 

565 

(114) 

515 

(115) 

524 

(116), 

561 váll 

562 (164) 

széles 

551 (156) 

széles 
530 (121) 

CuL2 610 (81) 625 (71) - - - - - 

Cu2LH–4 - - 
600 

(150) 
- 595 (93) 592 (104) 577 (115) 

Cu2LH–5 - - 
545 

(219) 
563 (132) 568 (132) 558 (117) - 

Cu2LH–6 - - - - - 545 (126) 534 (133) 
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A Cu(II)-Ac-HGGH-NH2 rendszerben kialakuló [3 N–, N(Im)] koordinációjú 

komplexben a kötésben részt nem vevő hisztidin imidazolnitrogénjének axiális 

kölcsönhatása feltételezhető. Ez a kölcsönhatás az Ac-HAAH-NH2 CuLH–3 

komplexénél nem valósul meg, ezért van nagyobb különbség a két komplex λmax 

értéke között (10. táblázat), és ez szintén alátámasztja a korábban meghatározott 

koordinációs módot.  

Az Ac-HXXHZH-NH2 peptidekkel 

képződő CuL komplexben (26. ábra) 

három  imidazolnitrogénen keresztül 

koordinálódik a fémion. Erre a 

koordinációs módra jellemző, az 

empirikus képletből számított abszorpciós 

maximum értéke, 627 nm, mely jó 

egyezést mutat az általunk meghatározott 

értékekkel (10. táblázat).  

A CuLH–1 komplexek spektrális paramétereit két ligandumnál tudtuk 

meghatározni, mert ezeknél alakul ki viszonylag nagyobb mennyiségben ez a 

komplex (10. táblázat). A kapott λmax értékeket összehasonlítva az empirikus 

egyenletből számított adatokkal az állapítható meg, hogy [N(Im), N–, N(Im)] 

koordinációs mód van jelen ezekben a részecskékben. A glicintartalmú 

ligandumok CuLH–2 összetételű komplexeinél nagyobb eltérés mutatkozik a mért 

és az [N(Im), N–, N–, N(Im)] koordinációs módra számított λmax értékek között. Ez 

arra utal, hogy ezekben a komplexekben az ekvatoriális síkban két 

imidazolnitrogén és  két amidnitrogén köti a fémiont és  feltételezhető az N-

terminális végen található harmadik hisztidin imidazolnitrogénjének axiális irányú 

koordinációja. Összességében a spektrális adatok azt támasztják alá, hogy a  

CuLH–1 és CuLH–2 összetételű 

komplexekben két imidazolnitrogén 

vesz részt a koordinációban az egy és 

két amidnitrogén részvétele mellett, 

ami hasonló a korábban 

meghatározott Cu(II)-Ac-HAHVH-

NH2 rendszerben képződő 

komplexek geometriájához. Az Ac-

HAAHVH-NH2 peptid CuLH–3 

komplexe abszorpciós 

spektrumának lefutása nagyon 

hasonlít az Ac-HAAH-NH2 

ligandum ugyanilyen összetételű komplexének spektrumához (27. ábra), ami azt 

sejteti, hogy a közbenső hisztidin a fő fémionkötőhely ebben a részecskében. A 

27. ábra: A különböző ligandumokkal 

képzett CuLH–3 összetételű részecskék 

látható spektruma 

26. ábra: A három hisztidint 

tartalmazó ligandumok CuL 

komplexének sematikus szerkezete 
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vizsgált glicintartalmú ligandumok ugyanezen komplexére vonatkozó abszorpciós 

spektrumban (27. ábra) széles elnyelési sáv detektálható ~560 nm-nél, ami azt 

mutatja, hogy ekvimoláris oldatban az amidnitrogének deprotonálódásával és 

koordinációjával kialakuló komplex képződésével párhuzamosan koordinációs 

izomerek jelenhetnek meg a rendszerben a C-terminális végen lévő hisztidin, 

illetve a közbenső hisztidin részvételével. Annak eldöntésére, hogy mely izomer a 

meghatározó az oldatban az UV-látható spektroszkópia nem ad elegendő 

információt, ezért szükség volt CD spektroszkópiás mérésekre is. 

A három hisztidint tartalmazó ligandumok két ekvivalens fémion 

megkötésére is képesek. A Cu2LH–4 összetételű komplexben a λmax értéke alapján 

mindkét Cu(II)-ion esetében [2 N–, N(Im)] koordinációs mód valószínűsíthető. A 

Cu2LH–5 részecskében vegyes koordinációs mód van jelen: [2 N–, N(Im)] + [3 N–, 

N(Im)]. A Cu2LH–6 komplexben mindkét réz(II)ion három amidnitrogénhez és egy 

imidazolnitrogénhez kötődik. 

Ebben a fejezetben tárgyalt 

ligandumok Cu(II)-komplexeinek 

pH-függő CD spektrumsorozatát 1:1, 

1:3 fémion-ligandum arányoknál 

rögzítettük. Ezenkívül a hexa- és 

heptapeptidek fémionfelesleget 

tartalmazó oldatait is vizsgáltuk. Ezt 

szemlélteti a 28. ábra, ahol az Ac-

HAAHVH-NH2 ekvimoláris 

oldatában különböző pH-kon felvett 

spektrumok láthatóak a hullámhossz 

függvényében. A 28. ábra tükrözi, 

hogy savas tartományban nincs aktivitás. A pH emelésével a koordinációs 

szférában megnő az amidnitrogének száma és ezzel együtt a jelintenzitás is 

növekszik. pH > 9 fölött kb. 500 nm-

nél a Cotton effektus előjelet vált, azaz 

negatív lesz. A CD spektrumok 

adataiból PSEQUAD programmal 

kiszámítottuk az egyes részecskék 

egyedi CD spektrumait, melyet a 29. 

ábra szemléltet a Cu(II)-Ac-

HAAHVH-NH2 rendszerre. 

Leolvasható róla, hogy az imidazol-

koordinációjú komplexeknek nincs 

CD aktivitása. A CuLH–1 összetételű 

28. ábra: Cu(II):Ac-HAAHVH-NH2 

1:1 arányú rendszer CD spektruma 

29. ábra: Cu(II)-Ac-HAAHVH-NH2 

rendszerben képződő részecskék 

felbontott CD spektruma 
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részecskében a királis információ közvetítésére még egy amidnitrogén túl kevés, 

így annak a Cotton-effektusa kicsi. 

Az Ac-HAAH-NH2 peptid CuLH–2 és CuLH–3 komplexének CD 

spektroszkópiás adatai jó egyezésben vannak a dAKHA ligandum ugyanilyen 

szerkezetű részecskéinek adataival 11. táblázat. Ez azt támasztja alá, hogy ezekben 

a komplexekben az N-terminális végen található hisztidin nem vesz részt a 

koordinációban, és axiálisan sem kötődik a fémionhoz.  

11. táblázat: Az [N–, N–, N(Im)] és [N–, N–, N–, N(Im)] koordinációs módú 

komplexek CD spektroszkópiás adatai (λmax (nm), Δε (M-1cm-1)) 
 Ac-HAAH-NH2 dAKHA 

[N–, N–, N(Im)] 

335 (–0,921) 

535 (+0,628) 

625 (–0,150) 

340 (–0,242) 

537 (+0,272) 

677 (–0,114) 

[N–, N–, N–, N(Im)] 

315 (+1,327) 

355 (–0,174) 

490 (–1,613) 

615 (+1,055) 

315 (+0,612) 

350 (–0,196) 

494 (–1,138) 

627 (+1,035) 

A kisebb tagszámú peptidek CuLH–2 részecskéinek CD spektrumát megfelelő 

arányban összegezve megbecsülhető az, hogy a három hisztidint tartalmazó 

ligandumok ugyanilyen összetételű komplexeiben a közbenső és a C-terminális 

végen lévő hisztidin milyen arányban vesz részt a fémion megkötésében. Ezzel a 

módszerrel a CuLH–3 komplexre vonatkozó izomerarány is számítható. Az Ac-

HAAH-NH2 és az Ac-HVH-NH2 ligandumokkal képzett Cu(II)-komplexek CD 

spektrumait különböző arányban összegezve (30. a, b ábra) megállapítható az Ac-

HAAHVH-NH2 peptid CuLH–2 és CuLH–3 komplexeiben mely izomer a 

domináns. A 30. a ábrán a két kisebb tagszámú peptid CuLH–2 komplexére 

jellemző CD spektrum, valamint ezek 90 : 10 % arányban való összegzése látható, 

és ez jól egyezik az Ac-HAAHVH-NH2 CuLH–2 egyedi spektrumával. A CuLH–2 

komplex esetében döntően [N(Im), Nˉ, Nˉ, N(Im)] koordináció valósul meg a C- 

a,   b, 

30. ábra: CuLH–2 (a), CuLH–3 (b) CD spektrumainak összehasonlítása 
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terminális végen lévő hisztidin imidazolnitrogénjének részvételével. A 30. b ábrán 

a két kisebb tagszámú peptid CuLH–3 komplexére jellemző CD spektrum, valamint 

ezek 80 : 20 % arányban való összegzése látható, és ez jól egyezik az Ac-

HAAHVH-NH2 CuLH–3 egyedi spektrumával. Az [Nˉ, Nˉ, Nˉ, N(Im)] 

koordinációs módú CuLH–3 összetételű komplexben a közbenső hisztidin 

imidazolnitrogénje köti a fémiont. A glicintartalmú peptidek CuLH–2 komplexében 

a C-terminális végen található hisztidin a horgonydonor és a koordinációs mód 

[N(Im), Nˉ, Nˉ, N(Im)], ami kiegészül az N-terminális hisztidin axiális 

koordinációjával. Az [N(Im), Nˉ, Nˉ, N(Im)] koordinációs módra szolgál 

bizonyítékként, hogy a glicintartalmú ligandumok és az Ac-HGH-NHMe CuLH–2 

komplexének CD spektruma nagyon hasonló lefutású. Az Ac-HVGDH-NH2 

ligandum ugyanilyen összetételű komplexénél kimutatták az N-terminális 

hisztidin axiális koordinációját. Ezt a CD spektrumban ~560 nm-nél vállként 

megjelenő pozitív Cotton effektusú csúcs mutatja. Ez az általunk vizsgált 

ligandumoknál is megjelenik. A 12. táblázat tartalmazza a vizsgált ligandumok 

amidnitrogénes koordinációjú komplexeinek CD spektrumok segítségével 

megbecsült izomerarányát. 

12. táblázat: A Cu(II)-komplexek izomeraránya 
Ligandum Komplex Izomerarány % Használt ligandumok 

Ac-HAAHVH-NH2 
CuLH–2 10 : 90 Ac-HAAH-NH2 : Ac-HVH-

NH2 CuLH–3 80 : 20 

Ac-HAAHGH-NH2 

CuLH–2 100 Ac-HGH-NHMe 

CuLH–3 60 : 40 
Ac-HAAH-NH2 : Ac-HGH-

NHMe 

Ac-HGGHGH-NH2 

CuLH–2 100 Ac-HGH-NHMe 

CuLH–3 45 : 55 
Ac-HGGH-NH2 : Ac-HGH-

NHMe 

Ac-HGGGHGH-NH2 

CuLH–2 100 Ac-HGH-NHMe 

CuLH–3 28 : 72 
Ac-GTHS-NH2 : Ac-HGH-

NHMe 

A kétmagvú komplexek szerkezete is bizonyítható a kisebb tagszámú 

ligandumok megfelelő komplexei CD spektrumának kombinációjával. A vizsgált 

31. ábra: A ligandumok Cu2LH–4 komplexének szerkezete 
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ligandumok Cu2LH–4 összetételű komplexében a CD spektrumok elemzése alapján 

[N(Im), N–, N–] + [N(Im), N–, N–, N(Im)] vegyes koordinációs mód van jelen (31. 

ábra), ahol mind a három hisztidin imidazolnitrogénje részt vesz a fémion 

megkötésében. A Cu2LH–5 részecskében vegyes koordinációs mód van jelen          

[3 N–, N(Im)] + [2 N–, N(Im)]. Az Ac-HGGGHGH-NH2 ligandumnál kialakuló   

Cu2LH–6 összetételű komplexben [N(Im), 3 N–] + [3 N–, N(Im)] koordinációs mód 

feltételezhető. 

4.2.3. A Cu,Zn-SOD enzimet modellező peptidek Ni(II)-komplexei 

A két és három hisztidint tartalmazó ligandumok Ni(II)-ionnal való 

komplexképződési folyamatait tanulmányoztuk pH-potenciometriás és 

spektroszkópiás módszerek segítségével. A mérések során a fémion-ligandum 

arányát 1:3 és 2:1 között állítottuk be.  

A 32. koncentráció-eloszlási görbe jól szemlélteti, hogy a két és három 

hisztidintartalmú ligandumoknál a komplexképződés egyaránt pH > 5 felett 

kezdődik el. A Cu(II)-ionok mellett a Ni(II)-ion számára is a hisztidin 

imidazolnitrogénje viselkedik horgonydonorként. Ebben a pH-tartományban a fent 

említett csoportok deprotonálódnak és koordinálódnak a nikkel(II)ionhoz NiL 

összetételű kettő, illetve három imidazol-koordinációjú, makrokelát szerkezetű 

részecskét képezve. Ezek a komplexek uralkodóak gyengén savas közegben, de 

nem elég nagy stabilitásúak ahhoz, hogy megakadályozzák az amidnitrogének 

deprotonálódását, így az a pH emelésével bekövetkezik. Ahhoz viszont elég nagy 

stabilitást mutatnak, hogy a fémion hidrolízisét elkerüljük ligandumfelesleget 

tartalmazó és ekvimoláris oldatokban. Az Ac-HXHZH-NH2 peptidekkel 

ellentétben a vizsgált pH-tartományban nem képződik kétmagvú komplex. Az 

oldategyensúlyi vizsgálatok során meghatározott Ni(II)-komplexekre vonatkozó 

stabilitási állandó értékeit tartalmazza a 13. táblázat, kiegészítve néhány irodalmi 

adattal. A két és három hisztidint tartalmazó peptidekkel képzett NiL komplexek 

a,      b, 

32. ábra: Az-Ac-HAAH-NH2 (a) és az Ac-HAAHGH-NH2 (b) koncentráció-

eloszlási görbéje 1:1 fémin ligandum aránynál c(L)=c(Ni(II))=1·10–3 M 
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stabilitása nagyobb, mint az egy hisztidint tartalmazókra jellemző érték (6. 

táblázat). Ez azt mutatja, hogy ezekben a részecskékben a komplexképződés során 

az összes imidazolcsoport deprotonálódik és koordinálódik a fémionhoz. 

Összehasonlítva a vizsgált több hisztidint tartalmazó peptidek ML komplexeinek 

stabilitását az mondható el, hogy a Ni(II)-komplexek ezúttal is kisebb 

stabilitásúak, mint a Cu(II)-komplexek, ami megfelel az Irving-Williams sornak. 

A három hisztidint tartalmazó ligandumok közül az alternáló pozícióban hisztidint 

tartalmazó ligandumokkal képződik a legnagyobb stabilitású NiL komplex. A 

hisztidinek távolságát növelve csökken a stabilitási állandó értéke. Az is 

megállapítható, hogy nemcsak a hisztidinek közötti aminosavak számától, hanem 

a típusától is függ a képződő komplex stabilitása. Minél nagyobb térkitöltésű 

csoportot tartalmaz a hisztidinek közötti aminosav, annál kisebb stabilitású ez a 

komplex.  

13. táblázat: A Ni(II)-peptid rendszerekben képződő komplexek stabilitási 

állandói (I = 0,2 mol/dm3, T = 298 K) 
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NiLH - - - 
10,55 

(4) 

10,70 

(7) 

10,76 

(4) 

10,66 

(4) 
10,83 

NiLH 3,90 (2) 3,70 3,67 
4,58 

(3) 

4,79 

(4) 

4,79 

(2) 

4,65 

(2) 
4,8 

NiLH–1 - - - - - - - - 

NiLH–2 
-13,56 

(3) 
- - 

-12,90 

(4) 

-12,26 

(5) 

-12,43 

(3) 

-12,79 

(3) 
-12,59 

NiLH–3 
-22,48  

(2) 
-21,81 -23,62 

-22,61 

(5) 

-21,21 

(6) 

-21,37 

(3) 

-21,46 

(2) 
-22,04 

Ni2LH–2 - - - - - - - -8,91 

Ni2LH–4 - - - - - - - -25,73 

Ni2LH–5 - - - - - - - -35,64 

pK12(N–) 8,83 8,5 9,1 8,74 - - - 8,70 

pK3(N–) - - - 9,71 - - - 9,45 

pKátlag(N–) - - - - 8,74 8,78 8,70 6,03 

Az Ac-HAAHVH-NH2 ligandumnál az első két amidnitrogén 

deprotonálódása egy lépésben játszódik le (13. táblázat utolsó előtti két sora) és 

NiLH–2 összetételű részecske képződik. A harmadik amidnitrogén 

deprotonálódása és koordinálódása az előző lépéstől elkülönülten zajlik. Ez arra 

utal, hogy a NiLH–2 komplexben egy stabilizáló tényező van jelen, ami elősegíti 

az első két amidnitrogén egy lépésben történő deprotonálódását, és akadályozza a 

harmadik amidnitrogén deprotonálódását. Ezek alapján feltételezhető, hogy 

[N(Im), N–, N–, N(Im)] donorszetten keresztül történik a fémion megkötése. Az 
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Ac-HXHZH-NH2 ligandumok vizsgálata során is erre a következtetésre jutottak. 
105 A két hisztidint tartalmazó peptidnél és a glicint tartalmazóknál az előzővel 

ellentétben a két amidnitrogén és egy imidazolnitrogén koordinációjával kialakuló 

komplex kis mennyiségben jelenik meg és a harmadik amidnitrogén 

deprotonálódása, kötődése ezzel a folyamattal átfedésben megy végbe és NiLH–3 

összetételű komplex keletkezik (13. táblázat utolsó sora). Meglepő módon a glicint 

tartalmazó ligandumoknál nem feltételezhető az előbb említett második 

imidazolnitrogén stabilizáló hatása. Ez eredhet abból, hogy a glicin kis térkitöltése 

miatt a molekula flexibilisebb, ami által nehezíti a második imidazolnitrogén 

koordinációját a Ni(II)-ionhoz. A három hisztidint tartalmazó ligandumok 

amidnitrogénes koordinációjú komplexeinél lehetőség adódik izomer szerkezetek 

kialakulására a közbenső vagy a C-terminális hisztidin részvételével. Ahhoz, hogy 

megállapítsuk a keletkező komplexek szerkezetét spektrofotometriás és CD 

spektroszkópiás vizsgálatokat is végeztünk.  

A 33. ábrán az Ac-HGGHGH-

NH2 Ni(II)-ionnal képzett 

komplexeinek abszorpciós 

spektrumát tüntettem fel példaként. 

Elemezve a spektrumsorozatot 

látható, hogy pH 8-ig 370 és 600 nm 

körül kis intenzitású elnyelési sávok 

jelennek meg, ami az oktaéderes 

geometriára jellemző átmeneteket 

tükrözi. Savas, enyhén lúgos 

közegben a csak imidazol-

koordinációjú NiL komplex uralkodó az oldatban és az említett kis intenzitású 

átmenetek ezen komplexek oktaéderes geometriájára utalnak. A pH emelésével 

extra lúgfogyasztó folyamatok mennek végbe, ami az amidnitrogének 

deprotonálódását és koordinációját jelenti. Ezzel párhuzamosan a spektrumban 

egy intenzívebb elnyelési sáv jelenik meg 440 nm-nél, ami a komplexek 

síknégyzetes voltára utal. A három hisztidint tartalmazó ligandumoknál a fent 

említett sáv 480 nm körül lévő vállal egészül ki. Korábbi vizsgálatok során 

megállapították, hogy a több hisztidint tartalmazó ligandumoknál ez a megjelenő 

váll izomer szerkezetek jelenlétére utal.105 Ezek alapján az általunk vizsgált 

ligandumok NiLH–2 és NiLH–3 összetételű részecskéinél is feltételezhető 

33. ábra: A Ni(II):Ac-HGGHGH-NH2=1:1 

arányú rendszer abszorpciós spektruma 
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koordinációs izomer jelenléte. A 

feltételezett koordinációs módok és 

szerkezetek alátámasztására CD 

spektroszkópiás vizsgálatokat is 

végeztünk, amelyből az izomerek 

arányára is tudtunk következtetni. 

A Ni(II):Ac-HGGGHGH-

NH2=1:1 arányú rendszer pH-függő 

CD spektrumáról (34. ábra) 

leolvasható, hogy pH 8-ig nincs CD 

aktivitás, ami megerősíti azt a 

feltételezést, hogy a NiL komplexek 

oktaéderes geometriával rendelkeznek. Majd pH > 8 felett az amidnitrogének 

belépnek a koordinációs szférába, ezt mutatja, hogy ~410 nm és ~485 nm-nél két 

ellentétes előjelű Cotton effektus jelenik meg, és a pH további emelésével 

növekszik az intenzitása. pH > 10 felett a CD görbék intenzitásában sincs változás, 

ebben a pH-tartományban a NiLH–3 összetételű részecske dominál. Az Ac-

HGGHGH-NH2 ligandum Ni(II)-komplexeire jellemző CD görbék hasonló 

lefutásúak az előbb tárgyalt liganduméval. Az Ac-HAAHVH-NH2 és Ac-

HAAHGH-NH2 Ni(II)-komplexeire jellemző Cotton effektus előjele pontosan 

ellentétes az előzőkkel, amelyet a 35. ábra mutat be. Az ellentétes lefutás a GXH 

szekvenciát tartalmazó ligandumok NiLH–3 komplexének CD spektrumában – a 

Cu(II)-komplexekhez hasonlóan – a glicin CD inaktivitásából  ered. 

Összességében elmondható, hogy 

ezek a CD paraméterek összhangban 

vannak azzal a megállapítással, hogy 

amennyiben nikkel(II)ionnal 4N-es 

koordinációjú komplex alakul ki [N–, 

N–, N–, N(Im)] koordinációs móddal, 

abban az esetben kisebb 

hullámhosszaknál negatív, míg 

nagyobb hullámhosszaknál pozitív 

Cotton effektus jelenik meg a 

spektrumban az XZH szekvenciát 

tartalmazó peptideknél (ahol X glicin és prolin kivételével bármilyen aminosav 

lehet). Korábban vizsgált hisztidintartalmú ligandumoknál is erre a 

következtetésre jutottak.98, 128 A 35. ábra ezen túlmenően jól szemléteti a 

koordinációs izomerek jelenlétét a csak glicint tartalmazó peptidek esetén. Ezen az 

ábrán feltüntettem a kisebb tagszámú peptidek NiLH–3 komplexének CD 

spektrumát is, amelyet a koordinációs izomerek arányának megállapítására 

34. ábra: A Ni(II):Ac-HGGGHGH-

NH2=1:1 arányú rendszer pH-függő CD 

spektruma 

35. ábra: A vizsgált és modellpeptidek 

NiLH–3 komplexének CD spektruma 
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használtam fel. A modell-ligandumok NiLH–3 komplexe CD spektrumának 

megfelelő arányú összegzésével lehetőség adódott a csak glicint tartalmazó 

ligandumok ugyanilyen összetételű koordinációs izomerei arányának számítására. 

 Pédaként mutatom be a 36. ábrán az Ac-HGGHGH-NH2 és az Ac-HGGH-

NH2 és Ac-HGH-NHMe ligandumok NiLH–3 komplexének 51:49 arányú 

összegzésével kapott CD 

spektrumát, vagyis a kétféle 

koordinációs izomer közel egyenlő 

arányban van jelen. A megfelelő CD 

spektrumok hasonló összegzéséből 

kapott eredmények alapján az 

állapítható meg, hogy az Ac-

HAAHVH-NH2 ligandumnál a 

nikkel(II)ion a HAAH részhez 

koordinálódik, a közbenső hisztidin 

a horgonydonor. Az Ac-HAAHGH-NH2-nél a fémion teljes mennyisége a HGH 

részhez kötődik és a C-terminális végen található hisztidin a horgonycsoport. A 

csak glicint tartalmazó peptideknél a közbenső és C-terminális hisztidin ~50:50%-

ban vesz részt a Ni(II)-ion megkötésében. Ezzel egy trendet is meg tudtunk 

állapítani az oldalláncok fémionmegkötésének befolyásoló hatásáról. Abban az 

esetben ha a hisztidinek mellett csak glicint tartalmaz a ligandum, akkor mindkét 

kötőhely kedvező a fémion megkötése szempontjából, nincs preferencia egyik felé 

sem. Minél nagyobb térkitöltésű csoportot tartalmaz a ligandum az adott 

horgonycsoportként viselkedő hisztidin előtt a szekvenciában, annál kisebb a 

valószínűsége a fémion kötődésének ahhoz a kötőhelyhez. Az oldallánc 

változtatásával szabályozhatóvá válik a Ni(II)-ion kedvezményezettsége az egyes 

kötőhelyek felé a peptidekben. 

4.3. A Cu,Zn-SOD enzimet modellező peptidek Cu(II)-komplexeinek redoxi 

sajátságai 

Az oldategyensúlyi és spektroszkópiás vizsgálatokból a multihisztidin 

peptidek Cu(II)-komplexeinek stabilitását és szerkezetét adtuk meg, aminek 

eredménye azt mutatta, hogy az oldatban kialakuló komplexek a Cu,Zn-SOD 

enzim aktív centrumának megfelelő szerkezeti modelljei lehetnek. Ennek 

ismeretében meghatároztuk a több hisztidint tartalmazó ligandumok Cu(II)-

komplexeinek redoxi paramétereit. A ciklikus voltammogramról leolvasott 

paraméterekből számított redoxipotenciál értékek információt adhatnak ezen 

Cu(II)-komplexek várható SOD aktivitásáról.  

Korábban a kutatócsoportunkban már tanulmányoztak hisztidintartalmú 

ligandumok Cu(II)-ionnal alkotott komplexeinek redoxi sajátságait.126 Ennek 

36. ábra: NiLH–3 komplexek CD spektrumai 
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során módszert fejlesztettek ki a kistérfogatú cellában történő mérésre, és 

meghatározták az optimális körülményeket (fémion-ligandum arány, minta 

térfogat). Így a vizsgálataink során a korábbi eredmények alapján kialakított 

technikát alkalmaztuk. A redoxipotenciálok meghatározása előtt a szabad 

ligandumokat is vizsgáltuk a választott feszültségtartományban. Minden esetben 

azt tapasztaltuk, hogy nem kapunk sem anódos sem katódos csúcsot, ami arra utal, 

hogy ezek a peptidek nem redukálódnak és nem oxidálódnak a választott 

feszültségtartományban. A komplexek mérése előtt, először az eloszlási ábrákat 

(37. ábra) készítettük el, Cu(II)-ligandum 1:8 arányra, hogy megnézzük mely pH-

kon érdemes a mérést végezni. Ligandumfelesleget azért kell alkalmazni, hogy 

értékelhető voltammogramokat kapjunk.  

a, 

b, 
 

c, 

 
d, 

 
e, 

37. ábra: Cu(II):ligandum=1:8 rendszerben (a, Ac-HAAH-NH2, b, Ac-HAAHVH-NH2, c, 

Ac-HAAHGH-NH2, d, Ac-HGGHGH-NH2, e, Ac-HGGGHGH-NH2) képződő komplexek 

eloszlási görbéi a pH függvényében (c Cu(II)= 1·10–3 mol/dm3, cL=8·10–3 mol/dm3) 
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Az eloszlási ábrákon bejelöltem azokat a pH-kat, amelyen a mérések 

készültek. Olyan pH-értékeket igyekeztünk beállítani, hogy egy adott komplex 

legyen túlnyomó többségben jelen az oldatban. pH 5-8 közötti tartományban 

tanulmányoztuk a vizes oldatokban képződő Cu(II)-komplexeket. Korábban a 

hisztidintartalmú ligandumok vizsgálata során a CuL, illetve CuL2 összetételű 

komplexek vizsgálatára helyezték a hangsúlyt, mivel ezek szerkezete hasonlít a 

legjobban a Cu,Zn-SOD enzim aktív centrumára. Mi kiterjesztettük a 

vizsgálatainkat a koordinációs szférában az imidazolnitrogén mellett 

amidnitrogént is tartalmazó komplexekre is. Kíváncsiak voltunk arra, hogy 

meghatározhatók-e azoknak a komplexeknek a redoxi paraméterei, és ha igen, 

akkor azok milyen feszültségtartományba esnek. A 38. ábrán Cu(II):Ac-

HAAHGH-NH2=1:8 arányú oldatának különböző pH-értéken felvett CV görbéi 

láthatóak. A 38. ábra egyrészt jól 

szemlélteti azt, hogy a képződő 

CuLH–1 és CuLH–2 összetételű 

részecskék voltammogramjait is 

tudtuk rögzíteni, másrészt hogy 

deprotonálódás hatására, vagyis az 

amidnitrogének számának 

növekedésével a redoxipotenciál 

értéke csökken. A különböző 

Cu(II)-ligandum rendszerekben 

mért ciklikus voltammogramokat a 

CACYVO programmal kiértékelve 

a 14. táblázatban lévő eredményekhez jutottunk. A kapott formálpotenciál értékek 

(14. táblázatban a kiemelt oszlop) a két és három imidazol-koordinációjú 

komplexekben eltérést mutatnak, ahol három imidazolnitrogén van a koordinációs 

szférában – három hisztidint tartalmazó ligandumnál –, ott kisebb értéket mértünk. 

Ez összhangban van azzal, hogy [2 N(Im)] koordinációs módú komplex stabilitási 

állandója kisebb, mint a [3 N(Im)] koordinációjú CuL komplexé. A mérési 

eredményekből az is megállapítható, hogy a két csúcs közötti különbség 

nagyobbnak adódott, mint a 0,059 V elméleti érték. A Cu(II)-komplexekre 

általában az elméletitől eltérő, nagyobb érték a jellemző, az irodalomban 

elfogadott érték 180 mV körülinek tekinthető. A nagy csúcstávolságok oka lehet 

az, hogy az elektród felületén lassú elektrontranszfer folyamat játszódik le. Egy 

nagyobb komplexmolekula diffúziója az elektród felületéhez valószínűleg sokkal 

lassabb, mint egy kisebb részecskéé, illetve a réz(II)ion koordinációjakor létrejövő 

komplexnek a geometriáját a redukció folyamata során nehezebb megváltoztatni. 

A geometriaváltás nehézsége abból adódik, hogy a Cu(II)-komplexek általában 

tetragonálisan torzult oktaéderes elrendeződésűek, míg a Cu(I)-komplexek torzult 

38. ábra: Cu(II):Ac-HAAHGH-NH2 

rendszer voltammogramjai különböző pH-

értékeken 
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tetraéder, lineáris vagy síkháromszöges szerkezetűek lehetnek. A katódos és az 

anódos csúcsáramok aránya közel van az egyhez. A ΔE és az Ia/Ik paraméterek arra 

utalnak, hogy egyelektron-átmenettel járó, kvázireverzibilis folyamat játszódik le 

és Cu(II)→Cu(I) átalakulás valósul meg. Az általunk kapott redoxipotenciál 

értékek jó egyezésben vannak a korábban vizsgált rendszerekben létrejövő 

komplexek Cu(II)/Cu(I) elektronátmeneteire jellemző értékekkel.134-136 

14. táblázat: A Cu(II): ligandum 1:8 arányú rendszerekben képződő Cu(II)-

komplexek redoxi paraméterei 

Ligandum Komplex pH 
Ik 

(μA) 
Ia 

(μA) 
ΔE 

(V) 
Ia/Ik 

E1/2 

(V) 
E ̊ 

(V) 

Ac-HAAH-

NH2 

CuL 5,16 -3,00 2,78 0,210 0,93 0,185 0,395 
CuL2 7,14 -2,97 2,59 0,245 0,87 0,113 0,323 

CuLH–2 8,12 -1,62 1,98 0,325 1,22 0,039 0,249 

Ac-

HAAHVH-

NH2 

CuLH 4,24 -1,12 1,01 0,323 0,90 0,126 0,336 

CuL 5,69 -1,21 1,66 0,503 1,37 0,033 0,243 
CuLH–1 7,61 -1,65 1,69 0,459 1,02 -0,051 0,160 

CuLH–2 8,72 -1,17 1,07 0,491 0,91 -0,093 0,118 

Ac-

HAAHGH-

NH2 

CuLH 4,49 -4,41 3,16 0,437 0,72 0,119 0,329 

CuL 5,55 -3,74 3,69 0,414 0,99 0,054 0,264 

CuLH–1 7,24 -3,62 3,38 0,428 0,93 -0,031 0,179 
CuLH–2 8,22 -1,53 1,44 0,386 0,94 -0,042 0,168 

Ac-

HGGHGH-

NH2 

CuL 6,00 -2,85 2,79 0,268 0,98 0,075 0,285 

CuLH–1 6,80 -2,79 2,64 0,268 0,95 0,025 0,235 

CuLH–2 8,14 -1,56 1,67 0,278 1,07 -0,020 0,190 

Ac-

HGGGHGH-

NH2 

CuLH 5,00 -3,25 3,38 0,274 1,04 0,154 0,364 

CuL 5,60 -3,36 3,19 0,269 0,95 0,116 0,326 

CuLH–1 6,80 -3,27 2,56 0,339 0,78 0,041 0,251 

A 15. táblázat az általunk mért és a korábban meghatározott CuL komplexek 

formálpotenciál értékeit tartalmazza, kiegészítve a komplexek stabilitási 

állandóival. Megállapítható, hogy a CuL komplexek stabilitási állandójának 

növekedésével a redoxipotenciál értéke csökken. Az általunk vizsgált 

rendszerekben képződő imidazol-koordinációjú komplexek beleillenek a korábban 

a CuL komplexek formálpotenciál értékeire meghatározott trendbe. Ezekre a 

rendszerekre is igaz az, hogy minél stabilisabb a keletkező komplex, annál 

nehezebben lehet azt redukálni, és a formálpotenciál érték annál kisebb. Ezt a 

feltételezést megerősítik a BIMA származékokra kapott elektrokémiai 

paraméterek is. Ezen ligandumok esetén kialakuló [4 N(Im)] koordinációjú 

komplexek stabilitása jóval nagyobb, mint egy négy hisztidint tartalmazó peptid 

CuL komplexének stabilitása. Ezzel párhuzamosan a BIMA száramzékok 

redoxipotenciál értékei is sokkal kisebbek (0 V körüliek), ami a merevebb 

szerkezetnek köszönhető. SOD modell szempontjából a CuL komplexek a 

meghatározóak, mert ezek szerkezete hasonlít a Cu,Zn-SOD enzim aktív 
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centrumához. ~250-350 mV tartományban van a formálpotenciál értékük és 

viszonylag könnyen redukálhatók. Ezek alapján jó SOD modellek lehetnek, mert 

az O2
•– elbontásához szükséges potenciáltartományba esnek az értékek. 

Ugyanakkor az amidnitrogének koordinációjával kialakuló CuLH–1, CuLH–2 

komplexek formálpotenciál értékei is pozitív tartományban vannak, ez abból 

adódhat, hogy ezekben is torzult geometria feltételezhető, aminek következtében 

a szuperoxid gyökanion bekötődése könnyebbé válik. Ez a pozitív redoxipotenciál 

érték figyelemre méltó, mert általában a Cu(II)-peptid rendszerekben képződő, 

amidnitrogének koordinációjával kialakuló komplexekre jóval kisebb (negatív) 

redoxipotenciál értékek jellemzők.126 Ahhoz, hogy megállapítsuk, hogy a 

komplexek valóban jó SOD modellek-e, nem elegendő a redoxipotenciál értékét 

ismerni, meg kell mérni a SOD aktivitást is. Így a következő célunk a Cu(II)-

ligandum rendszerekben képződő komplexek SOD aktivitásának meghatározása 

volt. 

15. táblázat: A CuL komplexek lgβ és E° értékei 
Ligandum lgβ E ̊ (V) 

Ac-HVVH-NH2
126 5,79 0,389 

Ac-HGGH-NH2
126 5,97 0,39 

Ac-HAAH-NH2 6,08 0,397 

Ac-HHVGD-NH2
126 6,24 0,346 

Ac-HGH-NHMe126 6,32 0,351 

ciklo(GluGluHm)134 6,49 0,199 

ciklo(AspAspHm)134 6,65 0,229 

Ac-HHGH-NHMe126 7,22 0,313 

Ac-HGGGHGH-NH2 7,38 0,326 

Ac-HVHGH-NH2
126 7,78 0,311 

Ac-HAHPH-NH2
126 8,01 0,244 

Ac-HAHVH-NH2
126 8,08 0,295 

Ac-S2H3-NH2
126 8,14 0,293 

Ac-HAAHVH-NH2 8,17 0,265 

Ac-HGGHGH-NH2 8,22 0,276 

Ac-HVHAH-NH2
126 8,42 0,253 

Ac-HAAHGH-NH2 8,57 0,276 

Ac-S3H4-NH2
126 9,29 0,194 

4.4. A Cu,Zn-SOD enzimet modellező peptidek Cu(II)-komplexeinek SOD 

aktivitása 

Az öt- és hattagú peptidek Cu(II)-komplexeinek SOD aktivitását határoztuk 

meg, 6,8- és 7,4-es pH-n. A vizsgált ligandumok az Ac-HAAHVH-NH2, Ac-

HAAHGH-NH2, Ac-HGGHGH-NH2, Ac-HGGGHGH-NH2. Minden esetben 1:10 

fémion-ligandum aránynál végeztük a mérést. 



Fehérjék fémionkötőhelyeit modellező peptidek koordinációs és redoxi sajátságai 

76 

 

A SOD aktivitás mérését H2PO4
– - HPO4

2– pufferben hajtottuk végre, 

amelyben a teljes foszfátion koncentráció jelentősen nagyobb a liganduménál, így 

a vizsgált oldatban nemcsak a peptidek Cu(II)-komplexeivel, hanem a CuHPO4 

komplexszel is számolni kell, és ennek következtében a komplexképződés 

nagyobb pH-kon következik be. A 39. ábrán látható a vizsgált ligandumok Cu(II)-

ionnal alkotott komplexeinek eloszlása, amelyben a fémion-ligandum aránya 1:10, 

a rendszer foszfátiont (c = 0,05 mol/dm3) is tartalmaz és a réz(II)-ion koncentráció 

~10–6 mol/dm3, ami megegyezik a SOD aktivitás mérésénél alkalmazott 

koncentrációval. 

 
a, Ac-HAAH-NH2 

 
b, Ac-HAAHVH-NH2 

 
c, Ac-HAAHGH-NH2 

d, Ac-HGGHGH-NH2 
 

e, Ac-HGGGHGH-NH2 

39. ábra: Cu(II):ligandum=1:10 arányú rendszerekben képződő komplexek  

eloszlási görbéi a pH függvényében (cCu(II)= 3·10–6 mol/dm3, cL=2·10–6 mol/dm3, 

cfoszfát-ion=5·10–2 mol/dm3) 
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Az Ac-HAAH-NH2 ligandum esetén a foszfát-ion nagy mennyisége miatt a 

CuHPO4 részecske a meghatározó az oldatban, a Cu(II)-peptidkomplexek 6,8-s és 

7,4-s pH-n is nagyon kis százalékban vannak jelen, ezért a SOD aktivitás mérését 

erre a rendszerre nem végeztük el. Az Ac-HXXHZH-NH2 ligandumoknál pH ~ 6 

körül a CuL jelentős mennyiségben van jelen az oldatban, pH > 6 felett a CuLH–1, 

CuLH–2 mennyisége egyre jelentősebb. pH 6,8-nál a CuL mellett a CuLH–1 míg 

pH 7,4-nél már a CuLH–2 is megjelenik, de a redoxipotenciálok alapján érdemes 

volt megmérni ezen a pH-n is a SOD aktivitást. Az Ac-HGGGHGH-NH2 Cu(II)-

ionnal alkotott CuL komplexének kisebb stabilitása miatt a komplex pH ~ 6 körül 

is kis mennyiségben van jelen, így 6,8-s pH-n a CuLH–1 és 7,4-s pH-n a CuLH–1, 

CuLH–2 komplexek SOD aktivitása mérhető. Így ezeknek a részecskéknek az 

aktivitását határoztuk meg az irodalomban is használt két pH-n. 

A SOD-aktivitás mérése során az abszorbanciaváltozást nyolc perces 

időintervallumban vizsgáltuk, a 

teljes protokoll leírása a 3. 

Kísérleti körülmények és 

alkalmazott módszerek fejezet 7. 

pontjában található. Az első 

négy percben a vak minta 

abszorbanciaváltozását mutatja 

a 40. ábrán a fekete négyzetekre 

fektetett egyenes. Ugyanezen az 

ábrán a következő négy perchez 

rendelhető a komplex 

abszorbanciaváltozása, ami a 

szürke háromszögekre fektetett 

egyenes, és látható, hogy eltér a vak minta meredekségétől. Az egyes egyenesek 

meredeksége rendre t

ΔAvak

, 

komplex

t

ΔA

. Ezeket az értékeket behelyettesítve az 

inhibíciós egyenletbe (25. egyenlet), kiszámítható az egyes Cu(II)-komplex 

koncentrációkhoz tartozó inhibíció.  

Ezeket az értéket a Cu(II)-komplexek koncentrációjának függvényében 

ábrázolva a 41. ábrán látható inhibíciós görbékhez jutunk. A telítési görbék jól 

szemléltetik az eltérő inhibíciós értékeket a Cu(II)-His-BIMA 3:2 arányú, a Cu(II)- 

HPO4
2– és a Cu(II)-peptid 1:10 arányú rendszerekben kialakuló komplexek között. 

Az általunk vizsgált Cu(II)-komplexek IC50 értéke hasonló az imidazolátohidas 

komplex SOD aktivitásához és a CuHPO4
 komplextől jóval nagyobb aktivitást 

mutatnak. 

Más kutatócsoportokban vizsgált Cu(II)-komplexek IC50 értékét nehéz 

összehasonlítani a saját mérési eredményeinkkel, mert ugyanarra a rendszerre 

40. ábra: Az abszorbancia változása az idő 

függvényében egy adott koncentrációra, 4 percig 

a vakpróba, majd utána a komplex vizsgálata 

(Cu(II):Ac-HGGGHGH-NH2 rendszer, pH=6,8) 
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kapott különböző 

módszerekkel 

meghatározott SOD-

aktivitás adatok 

eltérőek lehetnek. 

Ha a Cu,Zn-SOD 

enzimet vesszük 

példaként, abban az 

esetben is az 

irodalmi IC50 

értékek 0,001-0,4 

μM tartományban 

mozognak mérési 

körülménytől 

függően.101, 147, 151, 193, 199-201 Ezért a jobb összehasonlíthatóság érdekében relatív 

aktivitás értékeket számoltunk a 27. egyenlet segítségével.  

Az általunk meghatározott inhibíció és relatív aktivitás értékeket kiemelve a 

16. a, b táblázatban tüntettem fel, és ezek mellett szerepel néhány irodalmi adat is. 

16. a táblázat: Az általunk vizsgált Cu(II)-komplexek SOD aktivitása, néhány 

irodalmi adattal kiegészítve (pH 6,8) 

Komplex 
IC50 

(μM) 

Relatív 

aktivitás 

(%) 

Részecskék 
Koordinációs 

mód 

Cu,Zn-SOD127 0,0028 100 - - 

Cu(II)-HPO4
2– 127 0,30 0,92 - - 

Cu(II)-Ac-HAAHVH-NH2 0,10 2,76 
CuL 

 

CuLH–1 

3 N(Im) 

 

2 N(Im), N– 

Cu(II)-Ac-HAAHGH-NH2 0,072 3,91 

Cu(II)-Ac-HGGHGH-NH2 0,31 0,89 

Cu(II)-Ac-HGGGHGH-NH2 0,071 3,95 

Cu(II)-Ac-HGGH-NH2
197 0,27 1,11 CuL 2 N(Im) 

Cu(II)-Ac-HVVH-NH2
197 0,20 1,50 CuL 2 N(Im) 

Cu(II)-Ac-S1H2-NH2
197 0,21 1,43 

CuL 

CuLH–1 

2 N(Im) 

2 N(Im), N– 

Cu(II)-Ac-HHGH-NH2
197 0,17 1,76 

CuL 

CuLH–1 

3 N(Im) 

2 N(Im), N– 

Cu(II)-Ac-HAHPH-NH2
197 0,12 2,50 

CuL 

CuLH–1 

3 N(Im) 

N(Im), N– 

Cu(II)-Ac-S2H3-NH2
197 0,24 1,25 

CuL 

CuLH–1 
3 N(Im) 

Cu(II)-Ac-S3H4-NH2
197 0,11 2,73 CuL 4 N(Im) 

Cu(II)-β-Ala-BIMA127 0,12 2,39 CuL2 4 N(Im) 

Cu(II)-Gly-BIMA127 0,27 1,04 
Cu2L2H–2; 

CuL2 

2N(Im), N–, NH2 

3N(Im), N–, NH2 

Cu(II)-Ac-HHGH-OH106 0,13 3,46 CuL 3N(Im) 

41. ábra: Az általunk vizsgált és korábban meghatározott 

rendszerek inhibíciós görbéi, az egyes vonalakon a 

különböző jelzések a mérési pontokat jelölik (pH=7,4) 
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16. b táblázat: Az általunk vizsgált Cu(II)-komplexek SOD aktivitása, néhány 

irodalmi adattal kiegészítve (pH 7,4) 

Komplex 
IC50 

(μM) 

Relatív 

aktivitás 

(%) 

Részecskék Koordinációs mód 

Cu,Zn-SOD127 0,0044 100 - - 

Cu(II)-HPO4
2– 127 0,34 1,30 - - 

Cu(II)-Ac-HAAHVH-NH2 0,077 5,69 
CuL 

CuLH–1 

CuLH–2 

3 N(Im) 

2N(Im), N– 

2 N(Im), 2N– 

Cu(II)-Ac-HAAHGH-NH2 0,048 9,16 

Cu(II)-Ac-HGGGHGH-NH2 0,082 5,34 

Cu(II)-His-BIMA (3:2)127 0,070 6,27 Cu3L2H–4 

4N(Im) + 

imidazolátohíd- 

híd 

Cu(II)-His-BIMA127 0,64 0,69 

Cu2L2H–2, 

CuL2, 

CuL2H–1 

2N(Im), N–, NH2 

Cu(II)-Gly-BIMA127 4,2 0,10 
CuLH;  

Cu 2L2H–2 

2N(Im) 

2N(Im), N–, NH2 

Cu(II)-Ac-S3H4-NH2
197 0,046 9,56 CuL 4N(Im) 

Cu(II)-Ac-HPHH-NH2 1-1108 0,26 3,23 CuLH–1 N–, 2N(Im) 

Cu(II)-Ac-HGGH-NH2
197 0,38 1,16 

CuLH–2; 

CuLH–3 

2N(Im), 2N–

N(Im), 3N– 

Cu(II)-Ac-HVVH-NH2
197 0,63 0,70 CuL 2 N(Im) 

Cu(II)-Ac-S2H3-NH2
197 0,15 2,93 CuL2H 3 N(Im) 

Cu(II)-Ac-HVH-NH2
98 0,16 0,70 CuLH–2 2N(Im), 2N– 

Cu(II)-HVH 1-198 0,20 0,60 
CuLH–1; 

CuLH–2 
2N(Im), N–, NH2 

Az imidazol-koordinációjú CuL komplex – mely potenciális SOD modell – 

mellett kis mennyiségben megjelenik a CuLH–1 összetételű komplex is pH 6,8 

értéken, így az aktivitáshoz ez is hozzájárul. A különbség az egyes ligandumoknál 

a komplexek koncentrációjában mutatkozik meg. Az Ac-HAAHVH-NH2, Ac-

HAAHGH-NH2 ligandumoknál nagyobb mennyiségben van jelen a CuL, mint a 

CuLH–1. Az Ac-HGGGHGH-NH2-nél ez az arány megfordul és a CuLH–1 

részecske lesz a domináns. Az aktivitás értékek közül ebben a rendszerben 

mutatkozik nagyobb aktivitás a többihez képest. Az Ac-HGGHGH-NH2 Cu(II)-

komplexeire kapott relatív aktivitás a másik három peptidhez képest kisebb. 

Összességében az megállapítható, hogy azoknál a ligandumoknál, ahol számottevő 

mennyiségben van jelen az egy amidnitrogénes koordinációjú komplex a CuL 

mellett, abban az esetben nagyobb aktivitás mérhető. Meg kell azonban jegyezni, 

hogy hasonló aktivitást mutatnak az irodalomban leírtakkal, kiugró értéket egyik 

esetben sem határoztunk meg. 7,4-s pH-n a CuL, CuLH–1 mellett a CuLH–2 is 

megjelenik, így az aktivitás ezekhez a részecskékhez rendelhető. Az eredmények 

azt mutatják, hogy a három hisztidint tartalmazó ligandumok egy és két 
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amidnitrogénes koordinációs módú részecskéinek jelenléte nemhogy csökkentené, 

hanem növeli a SOD-aktivitás értékét. Erre magyarázatként szolgálhat az, hogy 

ezekben a komplexekben feltételezhető az N-terminális végen található hisztidin 

imidazolnitrogénjének axiális koordinációja, azaz a kialakuló részecskék torzult 

szerkezetűek, így ezekhez is képes 

kötődni a szuperoxid gyökanion. 

pH 7,4-en az Ac-S3H4-NH2 

kiugróan nagy aktivitását azzal 

magyarázták, hogy a réz(II)ion 

négy imidazolnitrogénen keresztül 

kötődik a komplexben. Ez a 

koordinációs mód kedvező, mert a 

gyengébb ekvatoriális térnek 

köszönhetően a fémcentrum jobban 

hozzáférhetővé válik a szuperoxid 

gyökanion számára.101 A His-

BIMA Cu(II)-ionnal képzett Cu3L2H–4 komplexe szintén a korábbi eredményektől 

eltérően nagyobb aktivitást mutat. Ebben a részecskében imidazolátohíd van jelen 

(42. ábra), ami a természetes enzimben is megtalálható. Ez az eredmény azt 

támasztja alá, hogy valóban van összefüggés a komplex szerkezete és enzimutánzó 

aktivitása között. 7,4-s pH-n az általunk vizsgált hat- és héttagú peptidek Cu(II)-

komplexei más peptidek IC50 értékénél jelentősebb aktivitást mutatnak, viszont 

hasonló aktivitást mutatnak a Cu(II)-His-BIMA 3:2 arányú rendszerben keletkező 

imidazolátohidas komplex és a korábban meghatározott Cu(II)-Ac-S3H4-NH2 

rendszerben képződő CuL IC50 értékével (16. b táblázat). 

Összességében megállapítható, hogy pH 6,8-nál a Cu(II)-komplexek nem 

mutatnak kiugró aktivitást. Ezzel ellentétben pH 7,4-nél, ahol a keletkező 

komplexekben az amidnitrogén is részt vesz a koordinációban jelentősebb SOD 

aktivitást kaptunk. Ez összhangban van azzal a tapasztalattal, hogy a komplexekre 

jellemző redoxipotenciál értékek a pozitív tartományba esnek. Feltételezhető, hogy 

az amidnitrogének részvételével kialakuló komplexekekben a láncközi 

imidazolnitrogén koordinációja a komplex geometriájának torzulását 

eredményezi, és az N-terminális hisztidin imidazolnitrogénjének axiális irányú 

koordinációja csökkenti a komplex merev szerkezetét. Ezzel növeli a Cu(II)-

komplexek redukálhatóságát (megfelelő környezetet kialakítva a Cu(I)-ionok 

számára), illetve a O2
•– kötődésének lehetőségét a fémcentrumhoz.  

Ezek az eredmények is azt mutatják, hogy olyan Cu(II)-komplexek lehetnek 

alkalmasak a Cu,Zn-SOD enzim aktív centrumának modellezésére, amelyek 

torzult geometriával és kevésbé merev szerkezettel rendelkeznek. A komplexben 

az imidazolátohíd jelenléte is növeli az aktivitás értékét. Továbbá a komplexek 

42. ábra: His-BIMA Cu(II)-ionnal képzett 

Cu3L2H–4 komplexének sematikus szerkezete 
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redoxipotenciál értékeinek pozitív tartományban kell lenniük. A ligandumokat 

tekintve azok lehetnek potenciális SOD-modellek, amelyek hosszabb láncú 

peptidek és több hisztidint különböző pozícióban tartalmaznak, illetve 

szekvenciájukban hidrogénkötés kialakítására alkalmas oldalláncok vannak. 

4.5. A humán prion fehérje fragmensének és mutánsainak oxidációs 

vizsgálata 

A munka folytatásaként azt néztük meg, hogy Cu(II)/H2O2 hozzáadásával mi 

történik az egy hisztidint tartalmazó ligandumokkal. A választott peptidekben 

oxidációra hajlamos aminosavak vannak, ilyen a hisztidin és a metionin. A 

vizsgálat célja az volt, hogy modellezzük az élő szervezetben lejátszódó oxidációs 

folyamatokat. A továbbiakban szeretném ismertetni az öt ligandummal végzett 

oxidációs kísérletek eredményét.  

Az első vizsgált emberi prion mutáns a dAKHA (13. ábra) volt. Az oxidáció 

során több termék is keletkezett, amit a 43. ábra szemléltet. A kromatogramon a 

holtidőnél jelentkező két 

nagy intenzitású csúcs a 

Na2EDTA-hoz 

rendelhető, kb. 17 perc 

retenciós időnél 

megjelenik a ligandum, a 

kettő közötti 

időintervallumban látható 

kisebb intenzitású csúcsok 

az oxidált termékek. 

Ezeket próbáltuk LC-MS-

sel azonosítani, de túl 

kicsi volt a jelek 

intenzitása. Így a vizsgálatokat megismételtük nagyobb mennyiségű ligandummal, 

ahol a termékeket elválasztottuk félpreparatív HPLC-n, így az egyes csúcsoknál 

gyűjtött frakciókat vizsgáltuk külön-külön MS és tandem MS segítségével. Az MS 

az oxidáció során keletkező termék pontos tömegét adja meg, míg az előbb említett 

részecskének a fragmentációs spektrumából annak összetételére/aminosav 

szekvenciájára kapunk választ. 

Az öt gyűjtött frakcióból négy fragmenst sikerült azonosítani. Az oxidáció során a 

peptidlánc hasadása következett be, ahol az azonosított fragmensek a következők: 

y3, c4, c6, c7. Ezek a jelölések a peptidek fragmentálódása során keletkező 

termékeket jelentik, amit a 44. ábra mutat be egy tetrapeptid példáján keresztül. 

43. ábra: dAKHA ligandum oxidációja során 

keletkezett termékek HPLC kromatogramja 
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44. ábra: A peptidek fragmentálódása során keletkező termékek és azok jelölése 

Az általunk vizsgált peptid az α-amidálási útvonalon hasad és a lánc oxidációja a 

következő aminosavak között megy végbe: a Lys4 és Thr5, Asn6 és Ala7 illetve 

Ala7 és Lys8. 

A 45. ábrán a c7
2+ ion MS/MS spektruma látható, ami konkrét bizonyíték arra, 

hogy ez a termék keletkezik. A c7
2+ ion 393,722 m/z értéknél (számított: 393,727 

m/z) jelenik meg kétszeres pozitív töltéssel, amely a kétszeresen protonált 

formához rendelhető. Mindegyik ligandumnál, minden azonosított ion töltése az 

MS körülmények során protonálódott fragmensekből ered. Az értékelés során több 

iont is sikerült azonosítani, amelyek azt bizonyítják, hogy az oxidáció során a c7
2+ 

ion keletkezett. A vizsgált termék MS körülmények között veszít egy ammónia 

molekulát, majd ezután folyamatosan hasadnak le róla az aminosavak a C-

terminális vég felől. Találtunk egy olyan részecskét is, ahol az N terminális vég 

felől az Ac-SK lehasad és ez egy 529,311 m/z értékű (számított: 529,309 m/z) 

egyszeres töltésű molekulaiont eredményez, y5
+ ion keletkezik.  

Az megállapítható, hogy ezen ligandum vizsgálata során a hisztidin oxidációja 

nem következett be, ehelyett a peptidlánc hasadt el több helyen, ezáltal több termék 

keletkezett, amelyeket MS és MS/MS segítségével tudtunk azonosítani. 
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45. ábra: A c7
2+ ion fragmentációja 

A következő két vizsgált mutáns a dMKHA és dAKHM volt, ezen 

ligandumok oxidációját együtt fogom ismertetni. Az oxidáció körülményeit itt sem 

változtattuk meg. A HPLC-vel történő vizsgálat során arra a következtetésre 

jutottunk, hogy csak egyetlen termék keletkezett. HPLC-vel a termékek számát 

tudjuk megadni, de arról nem ad információt, hogy melyik aminosav oxidációja 

megy végbe. A termék összetételének megállapítására szintén MS/MS 

vizsgálatokat végeztünk, erre példaként mutatom be a dAKHM+O MS/MS 

spektrumát, ami a 46. ábrán látható. Az 599,826 m/z értékű (számított: 599,822) 

kétszeres töltéssel rendelkező csúcs jelenti az [y10+O]2+ részecskét. Ennek az 

ionnak a fragmentációja az N-terminális vég felől kezdődik és az aminosavak 

fokozatosan hasadnak le a molekuláról, és a talált y fragmensek mindegyikén jelen 

van az oxigénatom. Az utolsó fragmens, [y1+O]+ – ami 165,070 m/z értéknél 

detektált (számított: 165,069 m/z) – bizonyítja azt, hogy a metioninhoz 

kapcsolódik az oxigén, mert az [y1+O]+ gyakorlatilag az oxidált metionin. 

Továbbá találtunk olyan tömegvesztést is, ahol CH3SOH összegképletű, 63,998 

Da tömegű egység hasadt le az oxigéntartalmú részecskéről, pl. az 567,826 m/z 

értéknél megjelenő részecske az [y10+O-CH3SOH]2+ összetétellel jellemezhető és 

a számított m/z érték (567,823) jó egyezésben van a mért adattal. 
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A dMKHA és dAKHM ligandumok moláris tömege megegyezik, egyedül a 

metioninok helyzetében van különbség. Ebből eredendően az oxidáció során 

keletkező egy oxigént tartalmazó termék tömege is ugyanannyi mindkét peptidnél. 

A dMKHA ligandum oxidációja során az [y10+O]2+ ion 599,824 m/z értéknél 

jelenik meg, ami a számított 599,822 m/z értékkel jó egyezésben van. Ezen ion 

fragmentációjának vizsgálata során azt állapítottuk meg, hogy a metionin 

oxidációja következett be. Az oxigénatomot tartalmazó fragmensek mellett a már 

említett 64 Da tömegű egység hasadása is kimutatható volt, ami az általunk 

meghatározott és más kutatócsoportok eredményei alapján is a metionin 

oxidációjára utal.202 Továbbá olyan fragmenseket nem találtunk, amely a hisztidin 

oxidációját támasztaná alá. Azonosítottuk a 226,135 m/z értéknél megjelenő [y2]+ 

fragmenst (számított: 226,130), ami a hisztidint és alanint tartalmazza, hozzá 

kapcsolódó oxigénatomot ellenben nem. 

46. ábra: dAKHM+O MS/MS spektruma 

Az irodalomban leírtak alapján a fémion katalizált oxidáció oldallánc-specifikus 

folyamat és a fémion kötődési helyéhez közeli aminosavak oxidálódnak. Ennek 

megfelelően a koordinációs szféra közvetlen közelében lévő két metionin 

oxidálódott a vizsgált peptidekben. 
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A prion fehérje fragmense a dMKHM, ennek oxidációja során több termék is 

keletkezett, amit félpreparatív HPLC-vel választottunk el egymástól. Ezeket az 

összegyűjtött frakciókat MS-sel igyekeztünk azonosítani. A 47. ábrán láthatóak 

azok a csúcsok, amiket 

azonosítani tudtunk. Az 

oxidáció körülményeit 

mindegyik ligandumnál 

úgy állítottuk be, hogy ne 

menjen végbe teljesen az 

oxidáció, és a HPLC 

vizsgálat során a peptid 

csúcsát is lássuk. A 15 

perces retenciós időnél 

jelenik meg a ligandum, 

a 12 perces retenciós 

időnél eluálódott az 

oszlopról az a termék, ahol a peptiden két oxigén van jelen, 13 percnél az egy 

oxigéntartalmú származékot látjuk a kromatogramon. A tömegspektrometriás 

analízis után, MS/MS méréseket is végeztünk, annak érdekében, hogy 

megállapítsuk melyik aminosav oxidálódott a peptidben. A két oxigént tartalmazó 

részecske tandem MS spektrumából (48. ábra) arra a következtetésre jutottunk, 

hogy mindkét metioninból metionin-szulfoxid keletkezett.  

A 637,818 m/z értékű csúcs (számított: 637,821 m/z) kétszeres töltéssel bír, ami 

abból ered, hogy MS körülmények között kétszeresen protonálódik a termék. Ezt 

az iont az [y10+2O]2+-ként neveztük el és két oxigénatommal többet tartalmaz, 

mint a ligandum. A fragmentáció során a két oxigéntartalmú ionból az aminosavak 

lehasadása az N-terminális vég felől kezdődik. A kiértékelés során a páros számú 

y fragmenseket tudtuk azonosítani, az [y4+O]+ ionig két oxigénatom van a 

részecskén, a szekvencia [MetLysHisMet-NH2+2O]+. Az y2
+ ionon viszont már 

csak egy oxigénatom van, ez [HisMet-NH2+O]+ összetételnek felel meg. Korábban 

meghatározott eredmények azt mutatják, hogy a hisztidin is képes az oxidációra, 

nemcsak a metionin, így potenciálisan a metioninon vagy a hisztidinen lehetne az 

oxigénatom. Annak egyik bizonyítéka, hogy csak a metionin oxidálódik a 165,069 

m/z (számított: 165,069 m/z) értéknél megjelenő egyszeres pozitív töltésű csúcs, 

ami az oxidált metioninnak felel meg. Olyan fragmenst nem találtunk, ami csak a 

metionin tömegével egyezne meg, illetve nem találtunk olyan részecskét sem, ami 

a 2-oxo-hisztidin tömegének felelne meg, sem olyat ahol a molekuláról ilyen 

összetételű fragmens hasadna le. Az MS/MS spektrumból jól látszik, hogy a két 

47. ábra: A dMKHM oxidált termékeinek 

kromatogramja 
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metionin-tartalmú ligandumnál csak metionin-szulfoxidok képződnek, a hisztidin 

nem oxidálódik és metionin-szulfon (11. ábra) sem alakul ki. 

 
48. ábra: dMKHM+2O MS/MS spektruma 

Az egy oxigéntartalmú származéknál azt állapítottuk meg, hogy a Met109 és 

a Met112 (a fragmenseket is ezekkel a jelölésekkel különböztetjük meg) is 

oxidálódik és mindkét metionin ugyanolyan mértékben oxidálódik. Az MS alapján 

egyértelműen egy oxigénatom van a terméken, ezt mutatja a 629,820 m/z értéknél 

megjelenő csúcs (számított: 629,824) és hasonlóan a korábbi vizsgálatokhoz ez a 

kétszeresen protonált formából ered. Itt is megjelenik olyan ion, ami egy CH3SOH 

lehasadására vezethető vissza. Ez a 63,998 Da tömegű vesztés az oxidált 

metioninból származik. Ezt más kutatócsoport is tapasztalta, amikor 

metionintartalmú ligandumok oxidációjakor keletkező termékeket vizsgáltak MS 

körülmények között.202 Találtunk olyan ionokat, ahol egyértelműen a Met109 

oxidálódott és vannak olyan csúcsok is, ahol a Met112 oxidálódott. Ezekből 

példaként említenénk 2-2 iont. A Met109 oxidációját egyértelműen alátámasztja a 

következő két ion: [b9+O]2+, 555,788 (számított: 555,790) m/z értékű csúcs, 

kétszeresen protonált pozitív töltésű részecske. Ez az ion tartalmaz egy 

oxigénatomot, de a C terminális végen lévő metionin már nincs jelen a 

molekulában, így ez azt mutatja, hogy a Met109-en van az oxigénatom. Ha az N-

terminális vég felől lehasad nyolc aminosav, akkor kapjuk meg az y2
+ egyszeres 

pozitív töltésű iont, ami 286,130 m/z értékű (számított: 286,134) és ez olyan 

részecske, ahol jelen van a Met112, de nincs rajta oxigénatom, ez is arra utal, hogy 

a Met109 is oxidálódik. A következő két részecske azt demonstrálja, hogy az 
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oxigénatom a Met112-n van jelen. Az egyik ilyen ion, amely csak egy metionint 

tartalmaz (Met112) az [y2+O]+, az ehhez tartozó m/z érték 302,127 (számított: 

302,129). A másik ion a 165,069 m/z-nél megjelenő (számított: 165,069) [y1+O]+, 

ez az ion azt is magába foglalja, hogy a hisztidinen ebben az esetben sem jelenik 

meg az oxigénatom. 

A prion protein fragmensének és mutánsainak oxidációja során arra a 

következtetésre jutottunk, hogy ha a peptidben csak hisztidin van jelen, akkor a 

peptidlánc hasadása megy végbe, de a hisztidin oxidációja nem következik be. Ha 

van metionin is a szekvenciában, akkor annak az oxidációja játszódik le. Ezek a 

metioninok a fémion közvetlen közelében vannak és a vártnak megfelelően 

viselkednek.  

Ezen eredmények után azt is vizsgáltuk, hogy ha csak hidrogén-peroxiddal 

végezzük a vizsgálatot, akkor végbe megy-e egyáltalán az oxidáció. A csak 

hisztidintartalmú peptidnél nem történt változás hidrogén-peroxid hozzáadása 

után. A metionintartalmú ligandumokkal azonban más volt a helyzet. Ott 

végbement az oxidáció és ugyanazok a termékek keletkeztek, mint amikor Cu(II)-

ion is jelen volt a rendszerben. A különbség csupán annyi volt, hogy réz(II)ion 

hiányában lassabban játszódtak le az oxidációs folyamatok. Ezek alapján arra a 

következtetésre jutottunk, hogy esetünkben a Cu(II)-ionnak katalizáló szerepe van 

a reakció során. 

Ezen eredmények ismeretében a következő kérdés az volt, hogy mi történik 

akkor, ha az oxidációra érzékeny metionint a koordinációs szférától távolabb 

helyezzük el. Így egy újabb tíztagú ligandumot szintetizáltunk, amiben a metionin 

a lánc elején helyezkedik el, ennek a szekvenciája a következő: Ac-

MKPKTNAKHA-NH2 (dM1AKHA). A peptidet oxidálva az állapítható meg, 

hogy ebben az esetben is bekövetkezik a metionin oxidációja (49. ábra).  

Az 591,821 m/z értéknél (számított: 591,824 m/z) megjelenő kétszeres pozitív 

töltésű csúcshoz rendelhető az [y10+O]2+ részecske. Az MS/MS spektrumban több 

olyan csúcsot is találtunk, ami azt bizonyítja, hogy az oxigénatom valóban a 

metioninon van. Az oxigéntartalmú termék fragmentációja során ebben az esetben 

is CH3SOH vesztést találtunk, ez az oxidált metioninból ered. Olyan részecske 

keletkezett MS körülmények között, ahol még a ligandum fragmentációja nem 

ment végbe, de a fent említett összetételű részecske lehasadt a molekulából, ezt mi 

[y10+O-CH3SOH]2+-val jelöltünk, a spektrumban 559,823 m/z értéknél látható 

(számított: 559,825 m/z). A [b1+O]+ részecske is bizonyíték arra, hogy a metionin 

oxidálódott, mert az gyakorlatilag az N-acetilezett oxidált metionin (Ac-Met(O)), 

ez a fragmens 190,055 m/z értéknél (számított: 190,054) jelent meg. Ezenkívül a 

megtalált y fragmensek – kivéve az [y10+O]+-t – már nem tartalmaztak 
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oxigénatomot, mert az a metioninnal együtt lehasadt a molekuláról. Minden talált 

részecske azt mutatja, hogy a metionin oxidációja ment végbe. 

Így arra következtettünk, hogy a Cu(II)-ionnak katalizáló szerepe van a 

folyamatban, mert a kötőhelytől távol lévő metionin oxidálódik és nem a 

koordinációs szférában jelen lévő hisztidin. Ezek alapján a Cu(II)/H2O2 hatására 

lejátszódó oxidációs folyamat nem oldallánc-specifikus, így ezzel a vizsgálati 

módszerrel nem tudjuk azt igazolni, hogy a ligandum mely részéhez kötődik a 

fémion. 

49. ábra: dM1AKHA+O MS/MS spektruma 

Összességében viszont az eredményekből az derül ki, hogy a metionin igen 

érzékeny oxidációja miatt képes a peptidláncot megvédeni a hasadástól és ilyen 

körülmények között a szulfoxiddá történő átalakulása következik be, ami azt 

sejteti, hogy az élő szervezetben a prion betegség során felhalmozódó szabad 

gyökök jó eséllyel elsődlegesen a fehérjében lévő metionint oxidálják és valóban 

fontos szerepet játszik a betegség kialakulásában a fehérje fémionkatalizált 

oxidációja. 
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5. ÖSSZEFOGLALÁS 

Doktori munkám során olyan védett multihisztidin peptideket vizsgáltunk, 

amelyek réz(II)komplexei a Cu,Zn-szuperoxid diszmutáz enzim aktív centrumát 

modellezik. A munkám további részében a prion betegségekkel összefüggésbe 

hozható prion fehérje 103-112 fragmensének és mutánsainak Cu(II)-, Ni(II)-

komplexeit és oxidációját tanulmányoztuk. 

Célkitűzésünk volt több hisztidint tartalmazó N- és C-terminálison egyaránt 

védett peptidek, az Ac-HAAH-NH2, Ac-HAAHVH-NH2, Ac-HAAHGH-NH2, Ac-

HGGHGH-NH2, Ac-HGGGHGH-NH2 szintézise és Cu(II), Ni(II)-komplexeinek 

oldategyensúlyi vizsgálata pH-potenciometriával, UV-látható spektroszkópiával 

és CD spektroszkópiával. További célunk volt a szintetizált peptidek Cu(II)-

komplexei redoxi paramétereinek és SOD aktivitásának meghatározása is.  

Célunk volt továbbá a hisztidint és metionint is tartalmazó prion fragmens 

(dMKHM) és a mutánsainak – amelyekben vagy az egyik vagy mindkét metionint 

alaninra cseréltük – szintézise, oldategyensúlyi és oxidációs vizsgálata. A Cu(II)- 

és Ni(II)-komplexek stabilitásának, sztöchiometriájának, szerkezetének 

meghatározására a fentebb említett technikákat alkalmaztuk. Az oxidáció során 

keletkező termékek azonosítására HPLC-MS, MS/MS módszert használtunk. 

Az öt tíztagú egy hisztidint tartalmazó peptid Cu(II)-ionnal képzett komplexei 

ugyanolyan összetételűek és hasonló stabilitásúak. Ugyanez mondható el a Ni(II)-

komplexeiről is, de azok a Cu(II)-komplexekhez képest kisebb stabilitást 

mutatnak. A hisztidin a horgonycsoport mindkét fémion esetében és egymagvú 

komplexek képződnek ezekben a rendszerekben. Az egyetlen különbség a 

ligandumok Cu(II)-ionnal képzett [N–, N–, N(Im)] koordinációs módú 

komplexekeinél volt. A 109-es pozícióban metionint tartalmazó ligandumoknál 

kimutatható volt a metionin tioéter kénatomjának kismértékű kölcsönhatása. 

A vizsgált több hisztidint tartalmazó peptidek réz(II)ionok jelenlétében 

fiziológiás pH-tartományban az imidazolnitrogének koordinációjával CuL 

komplexeket alakítanak ki, valamint a tetrapeptid esetében CuL2 biszkomplex is 

kialakul. A keletkező CuL komplexek nagy stabilitásúak és uralkodóak a gyengén 

savas pH-tartományban, de nem tudják megakadályozni az amidnitrogének 

deprotonálódását. A rendszerben CuLH–1, CuLH–2 és CuLH–3 összetételű 

komplexek keletkeznek. A hat- és héttagú peptidek esetében az egymagvú Cu(II)-

komplexeknél koordinációs izomerek vannak jelen az oldatban. A CuLH–2-ben a 

réz(II)ion koordinációja a HZH részen a domináns és ezekben a részecskékben 

[N(Im), N–, N–, N(Im)] koordinációs  mód valószínűsíthető kiegészítve az N-

terminális hisztidin axiális kötődésével. A CuLH–3-ban az aminosav oldallánc 

térkitöltésétől függően a HXXH és HZH rész is lehet domináns. Az Ac-

HAAHVH-NH2-nél elsősorban a közbenső, míg az Ac-HGGGHGH-NH2-nél a C-



Fehérjék fémionkötőhelyeit modellező peptidek koordinációs és redoxi sajátságai 

90 

 

terminális végen található hisztidin vesz részt a fémion megkötésében. 

Megállapítottuk, hogy a CuLH–2 és CuLH–3 komplexekben a fémion kötődésének 

aránya a C-terminális végen a következő sorrendben csökken: Ac-HGGGHGH-

NH2 > Ac-HGGHGHNH2 > Ac-HAAHGH-NH2 > Ac-HAAHVH-NH2. 

Fémionfelesleget tartalmazó rendszerek esetén többmagvú komplexek is 

keletkeznek, melyek Cu2LH–4, Cu2LH–5 és Cu2LH–6 összetétellel jellemezhetők. A 

multihisztidin ligandumok csak egy ekvivalens Ni(II)-ion megkötésére képesek és 

a fő fémionkötőhely ebben az esetben is a hisztidin imidazolnitrogénje. A 

komplexképződés pH > 5 felett kezdődik, és az imidazolnitrogének részvételével 

NiL makrokelát szerkezetű komplex keletkezik. A Ni(II)-ion is, mint a Cu(II)-ion 

indukálja az amidnitrogének deprotonálódását és koordinációját, azzal a 

különbséggel, hogy ez a folyamat nikkel(II)ionnal egy lépésben és nagyobb pH-n 

játszódik le. A három hisztidint tartalmazó ligandumok NiLH–3 komplexeinél 

szintén lehetőség adódik koordinációs izomerek kialakulására az oldatban. Az Ac-

HAAHVH-NH2 ligandumnál a HAAH, az Ac-HAAHGH-NH2 ligandumnál a 

HGH részhez kötődik a fémion a legnagyobb mennyiségben. A csak glicint 

tartalmazó peptideknél a fémion ~50:50 arányban oszlik meg a két kötőhely 

között. Általánosan elmondható, hogy ha nagyobb térkitöltésű csoportot tartalmaz 

a ligandum az adott horgonycsoportként viselkedő hisztidin előtt a szekvenciában, 

akkor kisebb a valószínűsége a fémion kötődésének ahhoz a kötőhelyhez. Az 

oldallánc változtatásával szabályozhatóvá válik a Ni(II)-ion kedvezményezettsége 

az egyes kötőhelyek felé a peptidekben. 

A ciklikus voltammetriás vizsgálatok során megállapítottuk, hogy az oldatban 

kialakuló imidazol-koordinációjú komplexek redoxipotenciál értékei kisebbek, ha 

három imidazolnitrogén van a koordinációs szférában. Ez összhangban van azzal, 

hogy a stabilitási állandó növekedésével a formálpotenciál értéke csökken. 

Ugyanakkor az amidnitrogénes koordinációjú CuLH–1 és CuLH–2 komplexek 

redoxi paraméterei is meghatározhatók. Mind a CuL, CuLH–1, CuLH–2 

komplexekre jellemző formálpotenciál értékek a SOD aktivitáshoz szükséges 

potenciáltartomány közepén vannak. Ezek alapján jó SOD modellek lehetnek.  

Az elektrokémiai vizsgálatokat követően meghatároztuk a redoxi 

szempontból ígéretesnek tűnő Cu(II)-komplexek SOD aktivitását. A pH 7,4-n 

kialakuló komplexek aktivitása hasonló a Cu(II)-His-BIMA rendszerben képződő 

imidazolátohidas komplex és a korábban meghatározott Ac-S3H4-NH2 CuL 

relatív aktivitásával, viszont a Cu,Zn-SOD enzimhez képest egy nagyságrenddel 

kisebb. Ugyanakkor azt is megállapítottuk, hogy a SOD aktivitáshoz nemcsak az 

imidazol-koordinációjú komplexek, de az [N(Im), N–, N(Im)], illetve [N(Im), N–, 

N–, N(Im)] koordinációjú komplexek is hozzájárulnak. Ezen komplexek torzult 

geometriája elősegíti a Cu(II) + e– → Cu(I) átalakulást, illetve a O2
•– kötődését a 

fémcentrumhoz.  
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Az oxidáció során kapott eredményekből az derül ki, hogy a prion fehérje 

103-112 fragmensének metionint nem tartalmazó mutánsánál (dAKHA) a 

peptidlánc hasadása megy végbe, és az irodalomban leírtakkal ellentétben nem 

keletkezett 2-oxo-hisztidin származék. A hisztidin mellett metionint is tartalmazó 

ligandumok oxidációs vizsgálatával azt bizonyítottuk, hogy a metionin igen 

érzékeny oxidációja miatt képes a peptidláncot megvédeni a hasadástól és ilyen 

körülmények között csak a reverzibilis szulfoxiddá történő átalakulása következik 

be. Ugyanakkor azt is megállapíthatjuk, hogy az élő szervezetben a prion betegség 

során felhalmozódó szabad gyökök jó eséllyel elsődlegesen a fehérjében lévő 

metionint oxidálják és valóban fontos szerepet játszhat a betegség alakulásában a 

fehérje fémionkatalizált oxidációja. 

Összefoglalva megállapíthatjuk, hogy az általunk vizsgált multihisztidin 

ligandumok jó szerkezeti és funkcionális modellek kiindulópontjai lehetnek a 

Cu,Zn-SOD enzimnek. Másfelől a prion modellek oxidációs vizsgálata megfelelő 

információt nyújthat arról, hogy mi történik az élő szervezetben a prion betegség 

során. Ez támpontot adhat olyan biológiai kutatásokhoz, amelyek célja a 

neurodegeneratív betegségek kiváltó okának és lefolyásának felderítése. 
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6. SUMMARY 

During the first part of my Ph.D. work I studied the Cu(II) complexes of 

various terminally protected multihistidine peptides which mimic the active site of 

Cu,Zn superoxide dismutase enzyme. In the second part of my work, we 

investigated the Cu(II) and Ni(II) complexes and oxidation of 103-112 prion 

protein fragment and its mutants related to prion diseases. 

Our aim was the synthesis of protected peptides containing several histidyl 

residues, Ac-HAAH-NH2, Ac-HAAHVH-NH2, Ac-HAAHGH-NH2, Ac-

HGGHGH-NH2, Ac-HGGGHGH-NH2 and the solution equilibrium studies of the 

Cu(II) and Ni(II) complexes of these ligands by potentiometric titration, UV-Vis 

and CD spectroscopy. Our other aim was the determination of the redox properties 

and SOD activity of the Cu(II) complexes of the synthesized ligands. 

Additional aim was the investigation of human prion protein fragment and its 

mutants. The studied human prion fragment (dMKHM) contains both histidine and 

methionine residues, while methionine residues are systematically replaced or 

displaced in the studied mutants (dAKHA, dAKHM, dMKHA, dM1AKHA). The 

above mentioned techniques were applied to study the stoichiometry, stability and 

structure of the copper(II) and nickel(II) complexes, while we used HPLC-MS and 

MS/MS for identifying the products of copper(II) catalyzed oxidation.  

The coordination chemistry of the five studied decapeptides containing one 

histidine residue is rather similar to each other including the stability and the 

coordination mode of the copper(II) and nickel(II) complexes. The histidine 

residue behaves as an anchor site and 1:1 complexes are formed in these systems. 

The only difference is that in the peptides, which contain Met109, in addition to 

the [N−, N−, N(Im)] coordination mode, a weak interaction of thioether sulfur atom 

can be supposed with copper(II) ion.  

In the presence of copper(II) ions the multihistidine ligands form CuL 

complexes with the coordination of imidazole nitrogens in the physiological pH 

range and in the case of the tetrapeptide CuL2 complex is formed as well. The 

stabilities of the CuL complexes are high and these species dominate in the slightly 

acidic range, but they cannot prevent the deprotonation of amide nitrogens so 

complexes with CuLH–1, CuLH–2 and CuLH–3 compositions are formed. In the case 

of hexa- and heptapeptides coordination isomers of CuLH–2 and CuLH–3 

complexes can be formed. For the CuLH–2 species the metal ion binding on the C-

termini is preferred, where the coordination of [N(Im), N–, N–, N(Im)] donor set 

and the weak axial coordination of the imidazole nitrogen of the N-terminal 

histidine can be supposed. Either HZH or HXXH sequence can be the primary 

metal binding site of CuLH–3, it depends on the steric effect of amino acid side 

chain. In the case of Ac-HAAHVH-NH2 mainly the internal histidyl residue is the 
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anchoring group in contrast with of Ac-HGGGHGH-NH2, with which the C-

termini is preferred in the above mentioned complex. As a consequence the metal 

binding affinity of C-terminal HZH sequence of CuLH–2 and CuLH–3 complex 

follows the Ac-HGGGHGH-NH2 > Ac-HGGHGH-NH2 > Ac-HAAHGH-NH2 > 

Ac-HAAHVH-NH2 order. Due to its structure, this peptide is able to bind more 

than one Cu(II) ion. In the presence of excess metal ion, Cu2LH–4, Cu2LH–5 and 

Cu2LH–6 complexes are formed in the systems. In the case of multihistidine 

peptides we have stated that the imidazole nitrogen in the histidyl residue is the 

major binding sites for Ni(II) ions and only 1:1 complexes form at any metal:ligand 

ratios. In the case of Ni(II) ion the formation of macrochelates is characteristic 

above pH 5 which is followed by the deprotonation and coordination of amide 

nitrogen with increasing pH resulting in 4N complexes with [3N−,N(Im)] 

coordination mode. In the case of the hexa- and heptapeptides containing three 

histidyl residues coordination isomers of NiLH–3 complex are formed in the 

solution. For the NiLH–3 complex the coordination of metal ion to the C-terminal 

end of the Ac-HAAHGH-NH2 ligand is preferred, while for NiLH–3 metal ion is 

bound mainly in the intermediate part of the Ac-HAAHVH-NH2. The ratio of 

isomeric structure of NiLH–3 complex of glycine and histidine containing peptides: 

C-terminal coordinated complex: N-terminal coordinated complex ~ 50:50 %. In 

generally it can be said, the ligand contains larger side chain amino acid preceding 

the histidine (anchoring group) in the peptide sequence, the metal binding ability 

is less to this binding site. The preference of Ni(II) ion in the peptides can be 

regulated by changing side chain toward the one of metal binding sites. 

Based on the cyclic voltammetric studies we concluded that the formal 

reduction potential values of imidazole nitrogen coordinated complexes are 

smaller, if three imidazole nitrogens are present in the coordination sphere. This is 

in agreement with the fact that the greater the stability of the complex is, the more 

negative reduction potential can be measured. However, redox parameters of 

CuLH–1 and CuLH–2 complexes containing amide nitrogen coordination can be 

determined as well. All formal potential values of CuL, CuLH–1, CuLH–2 

complexes fall in the middle potential range of the SOD activity. Based on these 

data the Cu(II) complexes may be good SOD models. 

As a continuation of our electrochemical experiments, we measured the SOD 

activity of the complexes that seemed to be promising SOD models from a redox 

point of view. SOD activity of Cu(II)-peptide complexes are similar to that of the 

imidazolato-bridged complex of His-BIMA and previously studied Cu(II) 

complexes (CuL of Ac-HisSarHisSarHisSarHis-NH2) but compared to the native 

enzyme it is still one order of magnitude lower. The imidazole coordinated 

complex and the formation of [N(Im), N–, N(Im)], [N(Im), N–, N–, N(Im)] 

coordinated Cu(II) complexes too are contributed to the SOD activity. The amide 
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nitrogen coordinated complexes with slightly distorted geometry promotes the 

reduction reaction of Cu(II) + e– → Cu(I) and the  O2
•– binding to metal ion centre. 

The studies of Cu(II) catalyzed oxidation of prion protein (103-112) fragment 

and its mutants reveal that the histidine residue behaves as an anchor site, and the 

[N–, N–, N(Im)/ [N–, N–, N–, N(Im)] coordination modes prevent the oxidation of 

this side chain. The mutant peptide, which does not contain methionine, did not 

undergo oxidation, only the fragmentation of the peptide chain is perceived. The 

cleavage of the peptide bonds occurred far away from the histidine residue. 

However, in the case of methionine containing peptides, the peptide chain was not 

cleaved; the presence of methionine residues protects the peptides from 

fragmentation. In these cases copper(II) ions catalyze the oxidation of methionine 

to methionine sulfoxide. This process occurs randomly, it does not depend on the 

position of the methionine; methionine residues undergo oxidation either involved 

in the coordination of the copper(II) ions, or near or far the binding sites. Our 

results revealed that methionine residues of prion protein can play a role as ROS 

scavenger. The oxidation of methionine residues in these short peptides containing 

only one histidine is able to protect the peptides from oxidation and degradation. 

Summarizing our results we can say that these multihistidine ligands are good 

starting points for the planning of the Cu(II) complexes such molecules of which 

can be good structural and functional models of the SOD enzyme. On the other 

hand the investigation of oxidation of prion models can give good information of 

prion disease. These can provide valuable information for biological investigations 

aimed at determining the cause of neurodegenerative diseases. 
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