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1. Bevezetés 

 Jelen értekezés a bioszervetlen kémia tárgykörében született, mely olyan határtudomány, 

ami választ keres arra, hogy a szervetlen elemek milyen hatást fejtenek ki a biomolekulák 

egészére, milyen módon befolyásolják, illetve alakítják ki azok funkcióit. Többségében a fém-

ionok oldaláról vizsgálja és egészíti ki a biológiai és biokémiai szemléletet, hiszen az élılé-

nyek számára sok fémion létfontosságú. Az élı szervezetben a fémionok és vegyületeik szá-

mos folyamatban vesznek részt, szabályozó szerepet játszanak például a sejtek közötti gyors 

információáramlásban és a metabolikus folyamatokban. Szerkezetstabilizáló hatásuk révén 

segítenek kialakítani a fehérjék térbeli elrendezıdését, részt vesznek az elektronszállításban, 

redoxirendszerek alkotói. Az oxigén szállításában és tárolásában, a molekuláris nitrogén, hid-

rogén, metán, szén-dioxid megkötésében, aktiválásában és átalakításában is szerepet játszanak 

különbözı átmenetifémionok. Mai ismereteink szerint a biológiai folyamatokat katalizáló 

enzimek kb. 30%-a tartalmaz fémion(oka)t. Az átmenetifémek szinte kizárólag biomole-

kulához, leggyakrabban fehérjékhez kötıdve fejtik ki hatásukat. Hatásmechanizmusuk felde-

rítése nem képzelhetı el a fehérjékben/enzimekben betöltött szerepük ismerete nélkül. Nem 

véletlen tehát, hogy napjaink bioszervetlen kémiájának két meghatározó kutatási iránya a 

fémtartalmú fehérjék/metalloenzimek mőködésének mind teljesebb megismerése, illetve a 

gyakorlati felhasználást lehetıvé tevı mesterséges fehérjék/enzimek kifejlesztése. 

Az ilyen irányú vizsgálatok két, egymást kiegészítı típusra oszlanak: a natív fehér-

jék/enzimek és azok kismérető modellkomplexeinek tanulmányozására. Mindkét megközelí-

tésnek megvannak az elınyei és a hátrányai. A makromolekulák vizsgálata nehézkes, a rend-

szer bonyolultsága miatt sokszor csak nehezen értelmezhetı, de közvetlen, mással nem pótol-

ható információkat szolgáltat. Másrészt, még a legjobb modellkomplexek is csak egy torzított 

képet adnak a modellezni kívánt fémkötı helyrıl. Viszont a fehérjéknél jóval egyszerőbbek, 

így könnyebben kezelhetık, egyszerőbben vizsgálhatók. Általuk lehetıvé válik egy-egy rész-

folyamat vagy szerkezeti motívum szerepének, sajátságainak tanulmányozása is, ami a natív 

rendszerek esetében sokszor lehetetlen. Végül, hatékony funkcionális modellrendszerek segít-

ségével lehetıvé válhat a gyakorlatban is alkalmazható, terápiás célt szolgáló fehérjék, vala-

mint bioutánzó katalizátorok/mesterséges enzimek kifejlesztése. 

Az eddigi ismeretek azt mutatják, hogy az aminosavak között a hisztidin és a cisztein ol-

dalláncai alakítanak ki legerısebb kölcsönhatást a legtöbb átmenetifém-ionnal. Ebbıl adódó-

an a fehérjék fémkötı helyeinek nagy részét ezek az aminosavak szolgáltatják. Nagyszámú 

fehérje fémkötı helye, illetve metalloenzimek aktív központja tartalmaz egynél több 
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hisztidint. Tanulmányozásukhoz alkalmas módszer lehet a kismolekulájú modellezés, mely 

rövidláncú oligopeptidek fémkomplexeinek vizsgálatát jelenti. Az elmúlt évtizedekben igen 

sok hisztidint tartalmazó peptid fémkomplexét tanulmányozták. Ezek közül azonban csak 

kevés tekinthetı a fémion–fehérje kölcsönhatás valós modelljének, hiszen elvétve vizsgáltak 

több, 3-4 hisztidint is tartalmazó peptidet. Ezzel van összefüggésben az a tény, hogy a koráb-

ban vizsgált cinktartalmú modellrendszerek szinte mindegyikénél csapadék képzıdik, ill. a 

réz(II)–peptid rendszerek döntı többségénél amidkoordinált részecskék dominálnak a fizioló-

giás pH-tartományban. Ezáltal megszőnik mind a szerkezeti, mind a funkcionális analógia e 

peptidek és a modellezni kívánt fehérjék között. Valószínőleg emiatt sem vizsgálták egészen a 

legutóbbi idıkig e metallopeptideket hidrolitikus és oxidatív enzimek funkcionális modelljei-

ként. A modellrendszerek kifejlesztésének további problémája, hogy az enzimek aktív köz-

pontjának környezete sok esetben rögzített szerkezettel rendelkezik, ráadásul a fémionhoz 

kötıdı donorcsoportok sokszor a szekvenciában egymástól igen távol helyezkednek el. 

Mindezek komoly nehézségeket támasztanak a (kis) peptidekkel való modellezés terén, me-

lyek leküzdésére jelen értekezésben két stratégiát is alkalmazunk.  
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2. Célkitőzés 

 A biokémiai kutatások eredményeként az elmúlt években nagyszámú fehérje/enzim ese-

tén azonosítottak olyan viszonylag rövid, rögzített szerkezettel nem rendelkezı, hisztidinben 

gazdag alegységeket, melyek a biomolekula egyéb részeitıl jórészt függetlenül mőködve nagy 

jelentıséggel bírnak az adott funkció ellátása szempontjából. E szekvenciák a legtöbb esetben 

erıs fémkötı helyek, melyekrıl igazolták, hogy a fémion koordinációja meghatároz-

za/kiegészíti a fémtartalmú fehérje/enzim funkcióját. Fémionokkal való kölcsönhatásuk meg-

ismerése alapvetı a hatásmechanizmus feltárása szempontjából.  

A négy fı fejezetbıl felépülı disszertációban nagyrészt ilyen, viszonylag rövid, 

hisztidinben gazdag szekvenciák – többek között a terápiás felhasználás lehetıségét is ma-

gukban hordozó peptidfragmensek – fémkötı sajátságainak vizsgálata szerepel.  

Az elsı fı fejezetben az Ac-HHPHG-NH 2 és Ac-HHPHGHHPHG-NH 2 penta- és 

dekapeptidek cink(II)- és réz(II)komplexeivel a hisztidingazdag glikoprotein (HRG) fémkötı 

helyeinek szerkezeti modellezését tőztük ki célul. A HRG egy az emberben is jelentıs kon-

centrációban elıforduló plazmafehérje, melynek hisztidinben gazdag régiója (HRR) egy tan-

dem módon ismétlıdı szekvenciát tartalmaz. (Ilyen a humán HRG-ben 12-szer egymás után 

ismétlıdı (G)HHPH(G) fragmens). A kutatási eredmények arra utalnak, hogy HRR számos 

biológiai folyamat szabályzásában vesz részt, melyekben alapvetı szerepet kap ezen alegység 

különbözı fémionokkal (például Zn(II), Cu(II)) kialakított erıs kölcsönhatása.  

A munka második részében a rákellenes hatású, cinktartalmú endostatin fehérje N-

terminális szekvenciájával megegyezı HSHRDFQPVLHL-NH 2 peptid cink(II)- és 

réz(II)komplexeit tanulmányoztuk. Legújabban kimutatták, hogy a 25 tagú N-terminális 

fragmens és a teljes fehérje tumorellenes aktivitása megegyezik. A cink(II)ion jelenléte mind-

két esetben szükséges a tumorellenes hatás kifejtéséhez. Az általunk elıállított és vizsgált 

tizenkét tagú peptid nagy valószínőséggel tartalmazza azokat az oldalláncbeli donorcsoporto-

kat, melyek koordinálódhatnak a fémionhoz a 25 tagú fragmensben. Érdekes, hogy az 

endostatin a szabad N-terminális aminocsoport és a harmadik helyen található hisztidin révén 

úgynevezett ATCUN motívum is, mely igen hatékony réz(II)kötı hely számos fehérjében.  

A HRG és endostatin jelentısége tumorellenes sajátságaikban rejlik, melyet az érképzı-

dés (angiogenesis) szabályozásában résztvevı makromolekulákhoz való kötıdés révén fejte-

nek ki, fémionok (például Zn(II)) jelenlétében. Hatásuk mechanizmusa azonban máig nem 

ismert. E tekintetben érdekes az a nemrégiben közölt megfigyelés is, hogy az angiogenesishez 

lokálisan magas réz(II)koncentráció szükséges, s ez utóbbi csökkentése révén lehetséges a 
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rákos sejtek növekedésének gátlása. E hisztidingazdag peptidek ilyen célra alkalmasak lehet-

nek. 

Bár csak egyetlen hisztidint tartalmaz, tematikusan jól illeszkedik kutatásainkhoz a kö-

zelmúltban felfedezett, nikkel(II)tartalmú szuperoxid-dizmutáz család N-terminális 

fragmensének fémkötı sajátságait feltáró törekvésünk, mely értekezés harmadik pillérét képe-

zi. Az enzimben a katalitikus hatásért felelıs nikkel mind oxidált (NiIII), mind redukált (NiII) 

formában kizárólag a His1, Cys2 és Cys6 aminosavakhoz kötıdik. A HCDLPCG-NH 2 

heptapeptid kiváló lehetıséget teremt a nikkelkötı hely valószerő modellezésére. E 

metallopeptid SOD-aktivitásának a már jól ismert Cu,Zn-SOD-dal, ill. a Mn/Fe-SOD-dal való 

összehasonlítása pedig lehetıséget teremt a szuperoxid dizmutálására vonatkozó eltérı straté-

gia feltárásra, melynek segítségével például nagyhatékonyságú antioxidánsok fejleszthetık ki 

a jövıben. 

 A fentiekben vizsgált peptidfragmensek viszonylagos rövidsége ellenére a fémion(ok) 

megkötésében a fehérje egyéb részei nem játszanak szerepet, a fémionkötı helyeket kialakító 

aminosavak egymás közvetlen szomszédságában helyezkednek el. A természet által „kifej-

lesztett” fémkötı helyek ráadásul a nagyszámú hisztidin (ill. a SOD-modell esetén cisztein) 

oldalláncok miatt várhatóan a metalloproteinek aktív centrumához hasonló környezetet alakí-

tanak ki. Az endostatin és a Ni-SOD további közös sajátsága, hogy a fehérjében nem rendel-

keznek szigorúan rögzített szerkezettel, hiszen N-terminális fragmensekrıl van szó. A HRG 

peptideknél a szerkezeti analógiát úgy növeltük, hogy védıcsoportok alkalmazásával meggá-

toltuk mindkét terminális csoport fémion-koordinációját. Ezek alapján kiküszöbölhetı a rö-

vidláncú peptidek modellként történı alkalmazásának egyik komoly, gyakran emlegetett hát-

ránya, hogy a makromolekula térbeli szerkezetébıl, konformációjából származó hatások nem 

érvényesülnek a kismolekulák vizsgálatakor. Az általunk kiválasztott, természet ihlette 

fragmensek önmagukban is alkalmasak lehetnek a fémionok stabilis, kizárólag az oldalláncok 

általi megkötésére, s ennek következményeként az adott funkció ellátására. 

A fémtartalmú fehérjék/metalloenzimek mőködésének mind teljesebb megismerése mel-

lett a bioszervetlen kémia másik meghatározó kutatási iránya a gyakorlati felhasználást lehe-

tıvé tevı mesterséges fehérjék/enzimek kifejlesztése. A metallohidrolázok, különösen a 

metallonukleázok funkcionális modellezése mind nagyobb figyelmet kapott az utóbbi évek-

ben. A különbözı szerves vegyületek molekuláris oxigénnel enyhe körülmények között leját-

szódó reakciója (oxidációja) szintén nagy gyakorlati jelentıséggel bír mind gazdaságossági, 

mind környezetvédelmi szempontból. E két látszólag egymással ellentétben lévı funkció kö-

zötti kapcsolatot a cinktartalmú hidrolázok, valamint a 2-es és 3-as típusú réztartalmú, oxida-
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tív funkcióval rendelkezı enzimek aktív centrumának hasonlósága teremti meg. Mindkét típu-

sú metalloenzimre jellemzı a fémion körül kialakuló {3Nim,H2O} koordinációs szféra. 

Az irodalomból mind a metallohidrolázoknak, mind a réztartalmú oxidázoknak számos 

funkcionális modellvegyülete ismert. Ezek szinte kivétel nélkül szintetikus ligandumok fém-

komplexei. Az utóbbi idıkig fémion-peptid rendszereket ilyen célból szinte egyáltalán nem 

vizsgáltak, ugyanis a réz(II)–peptid rendszerek döntı többségénél amidkoordinált részecskék 

domináltak a fiziológiás pH-tartományban. Ezáltal megszőnt mind a szerkezeti, mind a funk-

cionális analógia e peptidek és a modellezni kívánt fehérjék között. Az amidkoordináció 

ugyanis jelentısen csökkenti a fémion Lewis-sav jellegét, illetve stabilizálja a réz +2-es oxi-

dációs állapotát, ami a katalitikus hatás drasztikus csökkenésével jár mindkét reakciótípus 

esetén. Ugyanakkor nagyszámú hisztidinpeptid fémkomplex vizsgálata rámutatott arra, hogy a 

ligandum koordinációs módja nagymértékben függ a hisztidin alegység(ek) számától, a 

peptidszekvenciában betöltött helyétıl, illetve a környezı donorcsoportok minıségétıl. Kuta-

tócsoportunkban alkalmasan megválasztott peptidszekvenciával lehetıséget teremtettünk az 

amidnitrogének koordinációjának megakadályozására a semleges pH körül, s így a 

metalloenzimek szerkezeti és funkcionális modellezésére. 

E stratégia folytatásaként értelmezhetı dolgozatom negyedik fı fejezete, melyben egy új 

típusú ligandum koordinációs kémiai viselkedését mutatjuk be cink(II)- és réz(II)ionok jelen-

létében. Az eddigi tapasztalatokat figyelembe véve megterveztük a (His)4-(Lys)2-Lys-

CONH2 hét aminosavból – 3 lizinbıl és 4 hisztidinbıl – álló elágazó láncú peptidet. A C-

terminális lizin α és ε aminocsoportjához kapcsolt két lizin aminocsoportjaival négy hisztidin 

hoz létre peptidkötést. Így nagy kötıhelysőrőséget tudunk biztosítani a fémion(ok) körül, hi-

szen az elágazó láncú peptid ágai jóval flexibilisebbek, mint az egyenesláncú peptidek. A 

ligandum nyolc elsıdleges nitrogéntartalmú kötıhellyel rendelkezik. Egy ilyen vegyület vár-

hatóan képez olyan kétmagvú fémkomplexet, amely hatékony nukleáz és/vagy oxidáz en-

zimmodellként viselkedik. 
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3. Irodalmi áttekintés 

3.1. A vizsgált komplexekben elıforduló fémionok biológiai szerepének rövid 
összefoglalása 

Munkánk során különbözı ligandumok cink(II)-, réz(II)- és nikkel(II)komplexeit vizsgál-

tuk. Mindhárom fémion egyaránt létfontosságú az élı szervezetek számára. Közülük a cink 

található meg legnagyobb mennyiségben az emberben (kb. 2,3 g / 70 kg) ZnII formában, fı-

ként fehérjékhez kötve, mert stabilis komplexet képez oxigén-, nitrogén- és kéndonorokkal. A 

ciszteinben gazdag tionein fehérjék affinitása pl. olyan nagy a cinkcsoport elemeihez, hogy 

méregtelenítı, ill. cinkraktározó szerepük van. A Zn2+ d10 lezárt külsı elektronszerkezete mi-

att redoxireakciókban nem vesz részt, metalloenzimekben elıfordulva leginkább szerkezet-

alakító, és Lewis-sav jellegébıl fakadva hidrolitikus feladatot lát el. Szerkezetalakító hatása 

érvényesül pl. egyes szuperoxid-dizmutáz enzimekben, az inzulin tárolásában és mobilizáció-

jában, valamint a „cinkujj” fehérjék révén a DNS transzkripciójának szabályozásában. Felté-

telezések szerint a számos biológiai funkcióval bíró hisztidingazdag glikoprotein sejtfelület-

hez való kötıdéséhez és a rákellenes endostatin fehérje hatásának kifejtéséhez is elengedhetet-

len a cink moduláló szerepe. A cinktartalmú metalloenzimek jelentıs része a hidrolázok közé 

tartozik. Ilyen típusú enzim a teljesség igénye nélkül a szénsav-anhidráz, a karboxi-peptidáz, a 

termolizin, az adamalizin II, az alkalikus foszfatáz, a β-laktamáz, a bíborsav foszfatázok, mát-

rix metalloproteinek. Ezen enzimek aktív centruma igen hasonló, a cink(II)ion körül a 

{3N im,H2O} vagy {2Nim,H2O,COO–} koordinációs környezet valósul meg. A szintén a 

hidrolitikus enzimek közé tartozó foszfodiészterázok legjelentısebb csoportját az úgynevezett 

nukleázok alkotják, melyek az RNS, ill. a DNS lebontásában, a replikáció közbeni másolási 

hibák javításában, valamint pl. a szervezetbe került idegen vírusok elleni védekezésben ját-

szanak szerepet. A legismertebb cinktartalmú nukleázok a HNH endonukleázok családjának 

tagjai, melyekben a fémiont tetraéderes környezetben három imidazolgyőrő és egy vízmole-

kula veszi körül (3.1.1. ábra). A hidrolízis során a cink polarizálja a felbontandó kötést (elekt-

rosztatikusan aktiválja a szubsztrátot), generálja a nukleofil reaktánst (legtöbb esetben a 

ligandumként kötött víz pKS értékét oly mértékben lecsökkenti, hogy az hidroxidionná ala-

kul), továbbá stabilizálja a foszforán intermediert és a távozó csoportot.  

A réz – a vas és a cink után – a harmadik leggyakrabban elıforduló (~0,11 g), létfontos-

ságú átmenetifém. A cinkhez hasonlóan fiziológiás körülmények között ionos formában, 

azonban a telítetlen d alhéj miatt különbözı – általában CuI és CuII – oxidációs állapotokban 

fordul elı. A növény- és állatvilágban igen sok élettani folyamatban központi szerepet játszik. 
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Redoxireakciói révén számos biológiai oxidációs funkciót lát el: oxigenáz- és oxidázaktivitás, 

elektronszállítás, szuperoxid-dizmutálás, nitritredukció. A réz erıs komplexképzı sajátsága 

miatt az emberi szervezetben többnyire fehérjékhez kötött formában fordul elı. A réz(I)ion 

vizes közegben instabil, réztartalmú fehérjékben viszont az apoláris környezet fokozza a 

réz(I)–fehérjekomplex stabilitását. Mindkét oxidációs állapot stabilitását jelentısen befolyá-

solja a ligandum minısége. A rézionoknak nagy az affinitása a N és S donoratomokhoz, így a 

réztartalmú enzimek esetében a hisztidin aminosav imidazolgyőrőjének nitrogénatomja(i) a 

legfontosabb fémkötı helyek, mind a CuI, mind a CuII oxidációs állapotok esetén. A cisztein 

tiol- és esetenként a metionin tioétercsoportjának S donoratomjai is szerepet játszhatnak a 

koordinációban.  

Szerkezeti és spektroszkópiai adatok alapján a réz-fehérjéket korábban három, napjaink-

ban leginkább négy csoportba sorolják. Az értekezés szempontjából a 2-es típusú, úgynevezett 

„nem kék réz” fehérjékkel, illetve a 3-as típusú, kétmagvú réz központot tartalmazó fehérjék-

kel érdemes bıvebben foglalkozni. A 2-es típusú rézproteinekben alapvetıen négyzetes pira-

mis koordináció valósul meg. Ebbe a típusba tartoznak az oxidáz enzimek közül az 

aminoxidáz és a lizinoxidáz, valamint az oxigenáz enzimek közül a dopamin-β-monooxigenáz 

és a kvercetin-2,3-dioxigenáz. Ide sorolhatók a szuperoxid-dizmutáz enzimek is. A fenti 

metalloenzimek aktív központjának közös jellemzıje a három imidazol-nitrogén koordináció-

ja, amint az a 3.1.1. ábrán látható. A d-d átmeneteknek megfelelıen kis moláris abszorpciós 

koefficienssel (ε < 1000 M–1cm–1) és jellemzı ESR-spektrummal rendelkeznek.  

 

C
H2

N

H
N

H2C

N NH

CH2

N

HN

OH2

M2+

 

 

3.1.1. ábra: A hidrolitikus tulajdonságú HNH-endonukleázok (M=Zn) és az oxidatív funkciót ellátó 2-es típusú 

rézfehérjék (M=Cu) aktív centrumának sematikus ábrája. 
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A 3-as típusú rézfehérjék kétmagvú aktív központtal rendelkeznek, redukált formában a két 

réz(I)ion egymástól kb. 360 pm távolságra helyezkedik el. Oxidált formájukban is ESR-

csendesek az antiferromágneses kölcsönhatásnak köszönhetıen. Fıként az O2 szállításában és 

aktiválásában vesznek részt (hemocianin), de ide tartozik a monooxigenázok közül a tirozináz 

enzim, az oxidázok közül pedig a citokróm-oxidáz és pirokatechin oxidáz. A tirozináz a 

monofenolok difenolokká történı átalakulását, míg a pirokatechin oxidáz a különbözı orto-

difenolok kételektronos oxidációját katalizálja megfelelı orto-kinonná, miközben a molekulá-

ris oxigén vízzé alakul. A 2-es típusú fehérjékhez hasonlóan a rézionokhoz itt is hisztidil-

oldalláncok kapcsolódnak.  

A nikkel létfontossága ember és gerinces állatok számára nem egyértelmően bizonyított, 

jóval kisebb mennyiségben (~ 0,01 g) fordul elı bennük, mint az elızı két fémion. (Napjain-

kig mindössze kilenc nikkeltartalmú enzim ismeretes.) Biológiai rendszerekben való felfede-

zése sokáig váratott magára, mert kimutatása nehéz, ugyanis bioligandumok jelenlétében 

nincs, vagy csak kis intenzitású spektruma van.  Annak ellenére, hogy vizes oldatban a NiII- 

forma stabilis, enzimekben változatos oxidációs állapotban fordul elı (NiI, NiII, NiIII). A kis 

ligandumterő donorokkal kialakított oktaéderes geometriájú, nagyspinszámú NiII komplexek 

általában halványzöld színőek, a két vagy három deprotonálódott peptid-nitrogént tartalmazó 

síknégyzetes, diamágneses komplexek intenzív sárga színő oldatok. A nikkelt elıször a kar-

bamid hidrolízisét katalizáló növényi ureáz enzimekbıl izolálták. Aktív centrumukban két 

nikkel(II)iont tartalmaznak, melyekhez két-két imidazolgyőrő és egy-egy vízmolekula kötı-

dik. A fémionokat egy aminocsoportján karbamilált lizin köti össze hídként, a Ni2 koordiná-

ciós szféráját egy Asp karboxilát egészíti ki. Nikkeliont tartalmaznak a bakteriális nikkel-vas 

hidrogenázok, a szén-monoxid-dehidrogenáz (acetil-koenzim A-szintáz), a metil-koenzim M 

reduktáz. 1996 óta ismertek aktív központjukban egyetlen nikkeliont tartalmazó szuperoxid-

dizmutáz enzimek, melyek semmilyen homológiát nem mutatnak a fejlettebb elılények SOD-

jaival. A Ni-SOD enzimekkel a késıbbiekben külön fejezetben részletesen foglalkozom.  
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3.2. A peptidek komplexképzı sajátságai 

 A fehérjékhez a fémionok kevés kivételtıl eltekintve (albuminok, prion protein, Ni-

SOD), az oldalláncokban található donorcsoportokon keresztül koordinálódnak. Ismereteink 

szerint a hisztidin és cisztein aminosavak oldalláncai alakítanak ki legerısebb kölcsönhatást a 

legtöbb átmenetifém-ionnal, így a fehérjék fémkötı helyeinek nagy részét ezek az aminosa-

vak szolgáltatják. Fontos szerepe van továbbá az aszparaginsav β- és glutaminsav γ-karboxil-

csoport koordinációjának, de az aszparagin és glutamin β- illetve γ-karboxamidcsoport, a sze-

rin hidroxilcsoport, a tirozin fenolos hidroxilcsoport, a lizin ε-aminocsoport és a metionin 

tioétercsoport kötıdésére is találunk példát a természetben.  

A hisztidin oldalláncának imidazolgyőrőjében két N atom található (N(1) vagy ε és N(3) 

vagy δ), melyek közül kelát koordináció esetén általában az N(1) „pirrol-típusú” nitrogén ko-

ordinálódik a fémionhoz, mert ezáltal kisebb tagszámú, nagyobb stabilitású kelátgyőrő kép-

zıdik. A cisztein deprotonálódott tiolcsoportja többnyire szoft jellegő fémionokhoz kötıdik. 

Oxidációja során diszulfid-hidak alakulnak ki, melyeknek nagy jelentısége van a fehérjék 

térbeli szerkezetének kialakításában/stabilizálásában. 

A hisztidin tartalmú fémkötı helyek tanulmányozásához elfogadott és régóta alkalmazott 

módszer a rövidláncú oligopeptidek fémkomplexeinek vizsgálata. A legnagyobb kihívást a 

modellkomplexek harmadlagos szerkezetének hiányából fakadó, már fiziológiás pH-n bekö-

vetkezı amidkoordináció leküzdése jelenti réz(II)- és nikkel(II)komplexeikben. Cink(II)-

komplexeikben az amidkoordináció nem jellemzı, itt a semleges és lúgos pH-n az oldatban 

tartás a legfontosabb cél. Alkalmasan megválasztott peptidszekvenciával lehetıség nyílhat 

arra, hogy fiziológiás körülmények között a modellekben a természetben elıforduló, oldallán-

cokon keresztül történı kötésmód valósuljon meg. Ez korántsem könnyő feladat, de az utóbbi 

években a több hisztidint tartalmazó peptidekkel egyre biztatóbb eredményeket értek el. A 

szekvenciában egymáshoz közel elhelyezkedı hisztidinalegységek esetében ugyanis kézen-

fekvı az oldalláncbeli imidazolcsoportokon keresztüli fémion-koordináció. Az amidnitrogén 

koordináció elkerülésének másik módja a prolin beépítése a szekvenciába. A prolin győrős 

oldalláncot, szekunder amint tartalmazó aminosav. Láncközi helyzetbe való beépítése „törés-

pontot” eredményez, mivel a peptidkötés nem tartalmaz hidrogént. A fémionra cserélhetı 

amidprotonok sora megtörik a peptidláncban, és a csatolt 5 vagy 6 tagú kelátgyőrők kialaku-

lása nem valósulhat meg egymást követı amidnitrogének deprotonálódása révén. Ezen kívül a 

prolin a peptidlánc konformációjában is változást okoz, s kedvezményezetté válik a 

makrokelátok kialakulása.  
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A peptidkomplexek kezdeti tanulmányozásakor nem törekedtek a biomolekulákkal való 

maximális analógia megvalósítására. Így a vizsgált peptidek szabad N-terminális 

aminocsoportot tartalmaznak, ami a legtöbb esetben fontos szerepet játszik a fémionok meg-

kötésében. A láncközi kötıhelyek valósághőbb modelljei a mindkét végükön védett peptidek 

fémkomplexei. Értekezésem szempontjából mind a szabad, mind a védett formák egyaránt 

jelentısek, ugyanis az általunk vizsgált fragmensek egy része N-terminális vég, ahol az 

aminocsoport is szerepet játszik a makromolekula fémkötı sajátságainak kialakításában. 

3.2.1. A hisztidinben gazdag peptidek réz(II)komplexei 

 Az egy hisztidint tartalmazó peptidek oldategyensúlyi viselkedését összefoglaló munkák-

ból kitőnik, hogy a hisztidin helye az aminosav-szekvenciában alapvetıen meghatározza a 

különbözı körülmények között képzıdı komplexek összetételét és szerkezetét [1-4]. Az 

utóbbi idıkben született nagyszámú publikáció alapján a kettı vagy kettınél több hisztidint 

tartalmazó peptidek esetében sincs ez másként.  

A hisztidingazdag peptidek vizsgálata rávilágított arra, hogy általános jelenség az enyhén 

savas, semleges oldatokban az oldalláncokon keresztüli makrokelátok képzıdése. A várako-

zásoknak megfelelıen a hisztidin oldalláncok számának növekedése a peptidben a makrokelát 

termodinamikai stabilitásának növekedését eredményezi. Sıt a hisztidin alegységek egymás-

hoz viszonyított helyzete is fontos tényezı a stabilitást illetıen. Például az egymást felváltva 

követı hisztidineket tartalmazó HXH(YH)-szekvencia réz(II)kötı képessége a legnagyobb. A 

szomszédos elhelyezkedéső és az egymástól kettı vagy annál több aminosavval elválasztott 

hisztidinekkel rendelkezı peptidek réz(II)komplexei kisebb stabilitással bírnak. Az egyéb 

koordinálódó donorcsoportok (pl. karboxilát, tiolát) jelenléte tovább bonyolítja e peptidek 

komplexképzı sajátságait, melyrıl mélyebb betekintést nyújt a következı összefoglalás. 

3.2.1.1 A kettı hisztidint tartalmazó peptidek réz(II)komplexei 

3.2.1.1.a A –HH– szekvenciát tartalmazó peptidek réz(II)komplexei 

 A His-His a legegyszerőbb peptid, ami egynél több hisztidint tartalmaz. A pH 4-nél kép-

zıdı CuHL részecskében az N-terminális helyzető hisztidint tartalmazó peptidekre jellemzı 

2N-es {NH2,Nim} hisztaminszerő koordináció valósul meg. pH 5-6 között egy további 

deprotonálódás során a CuL részecske képzıdik, melyben az {NH2,N
–,Nim} koordináció ala-

kul ki. Fiziológiás pH körül a 2×{NH2,N
–,Nim,Nim} szerkezető dimer Cu2H–2L2 komplex kép-

zıdik. A His-His-Gly-Gly  peptid réz(II)komplexének spektroszkópiai adatai alapján a továb-
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bi Gly-Gly egység kapcsolása nem változtatja meg a réz(II) koordinációs módját [1,2]. Az N-

terminális aminocsoportjukon védett peptidek esetében döntıen megváltoznak a koordinációs 

sajátságok. A hisztamin típusú kötésmód helyett a hisztidin oldalláncokon keresztüli koordi-

náció valósul meg savas kémhatású oldatban, a pH növelésével az imidazolcsoportok hor-

gonycsoportként segítik elı az amidnitrogének deprotonálódását. Az Ac-HHVGD-NH 2 

peptid esetében enyhén savas pH-n a CuHL és CuL komplexek az {Nim} és {2Nim,} koordiná-

cióval jellemezhetık. A CuHL részecske viszonylag nagy stabilitása arra utal, hogy a β-

karboxilát csoport is enyhe kölcsönhatásban van a fémionnal. pH 6 elıtt megkezdıdik az 

amidnitrogének deprotonálódása, s pH ~ 8 felett már az {Nim,N–,N–,Nim} szerkezető CuLH–2 

részecske a domináns [5]. Az emberi β-amiloid EVHHQK-NH 2 és 

EVHHQKLVFFAEDVGSNK-NH 2 fragmense az N-terminális aminocsoport és a harmadik 

pozícióban található hisztidin révén úgynevezett ATCUN (Amino Terminal Cu(II)- and 

Ni(II)-binding) motívumot tartalmaz, s pH 4,5–10,5 tartományban a rá jellemzı albumin-

szerő {NH 2,N
–,N–,Nim} koordináció valósul meg. Utóbbi két peptid N-terminális 

aminocsoportjának acetilezése jelentısen befolyásolja a részecske eloszlást és a komplexek 

szerkezetét. pH 4-7 között a réz(II)iont mindkét imidazol köti, majd a pH növelésével egy-

mást követve amidnitrogének is részt vesznek a fémion komplexálásában [2,3,6,7]. A H2A 

típusú hiszton fehérjék C-terminális részének modelljeiként vizsgálták többek között az Ac-

TASHHK-NH 2 és az Ac-TEAHHK-NH 2 peptideket, melyekre pH 3,5–6,5 között volt jel-

lemzı az imidazolnitrogéneken keresztüli koordináció [8]. 

3.2.1.1.b A –HXH– szekvenciát tartalmazó peptidek réz(II)komplexei 

 A His-Val-His és a His-Gly-His-Gly ligandumok réz(II) jelenlétében pH 4 körül hiszta-

min típusú {NH2,Nim} komplexet képeznek, ami His-Gly-His-Gly-nél egyetlen lépés során 

alakul át a már pH 5 körül domináns {NH2,N
–,N–,Nim}[9], mások szerint {Nim,N–,N–,Nim}[10] 

koordinációs szerkezettel jellemezhetı CuH–2L részecskévé. A His-Val-His esetében valószí-

nőleg a valin oldallánc amidkoordinációt gátló hatása miatt pH 5,5 környékén elıbb egy 

{NH 2,Nim,Nim} szerkezető tridentát komplex válik dominánssá. Ezután két amidnitrogén ko-

operatív deprotonálódása révén az elıbbihez hasonló, {NH2,N
–,N–,Nim} koordinációjú komp-

lex alakul ki. Mindkét peptid esetén képzıdött {NH2,N
–,N–,N–} koordinációs szférájú ré-

szecske lúgos pH tartományban. Ligandumfeleslegnél csak a tripeptid jelenlétében tapasztal-

ták biszkomplexek megjelenését. A réz(II)–Ac-His-Val-His-NH 2 [11] és a réz(II)–Ac-His-

Gly-His-Gly  [12] rendszerekben a CuL, CuH–2L és CuH–3L részecskék a fı alkotók. A kis 
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pH-n képzıdı {2N im}-es CuL makrokelátot két amiddeprotonálódás során felváltja a fizioló-

giás pH-n domináns CuH–2L részecske, melyben {Nim,N–,N–,Nim} donoratomok veszik közre 

a réz(II)iont, míg erısen bázikus oldatban az egyik imidazol amidnitrogénre cserélıdik. A 

tripeptidnél az amidnitrogének egy lépésben deprotonálódnak, a tetrapeptidnél a 

karboxilátcsoport elektrondonor jellege miatt elválik a két lépcsı. Az Ac-His-Gly-His-OH  és 

Ac-His-Gly-His-NHMe peptidek tanulmányozásából is az a következtetés vonható le, hogy a 

karboxilátcsoport jelenléte stabilizálja a 3N-es, egy peptidnitrogént tartalmazó komplexet az 

{N im,N–,N–,Nim} típusú, (7,5,6)-tagú kelátgyőrős formáció ellenében, így utóbbi nagyobb pH-

n képzıdik. A pH 10 felett uralkodó CuH–3L komplexek spektroszkópiai paraméterei mindkét 

rendszerben arra utalnak, hogy az ekvatoriális sík {N im,N–,N–,N–} kötésmódja kiegészül a 

másik Nim axiális koordinációjával [13]. A Gly-His-Gly-His tetrapeptid koordinációs viszo-

nyai bonyolultak. A pH 4-5 körül kialakuló síknégyzetes geometriájú, {NH2,N
–,Nim,H2O} 

koordinációval rendelkezı CuL komplex a His4 axiális kötıdése révén pH 6-ra négyzetes 

piramisos szerkezetbe megy át, mely pH 7-re a torzult trigonális bipiramisos geometriájú 

CuH–2L részecskévé rendezıdik át. Az ekvatoriális síkban {NH2,N
–,N–}, az axiális helyeken 

Nim donoratomok találhatók [2]. 

 Az említett peptidek réz(II)komplexeiben a nagy stabilitást biztosító csatolt kelátgyőrők 

kialakulása miatt fiziológiás pH-n már bekövetkezik két amidnitrogén koordinációja. Ennek 

kiküszöbölését érték el a szarkozin (N-metilglicin) tartalmú Ac-His-Sar-His-NH2 

ligandummal, mely szekunder – fémionhoz kötıdni képtelen – amidcsoporttal rendelkezik. 

Ligandumfelesleg esetében semleges pH-n a {4Nim}-es, kettı makrokelátból felépülı CuL2 

biszkomplex a domináns, melyet csapadékképzıdés követ enyhén lúgos körülmények között 

[14]. 

3.2.1.1.c A –HXYH– szekvenciát és az egymástól még távolabb elhelyezkedı hisztidineket 
tartalmazó peptidek réz(II)komplexei 

 A Kozłowski és munkatársai által vizsgált SPARC fehérje fragmentumokban találunk 

példát a –HXYH– motívumra [2]. A potenciometriás és spektroszkópiai eredmények tükrében 

megállapítható, hogy a szabad terminális aminocsoport részt vesz az imidazolcsoportokkal a 

koordinációban, míg a védett származékok esetében az imidazol oldalláncok az elsıdleges 

fémkötı helyek. Az említett fragmensek oldataiban pH 9-re {N im,N–,N–,N–} környezető 

réz(II)komplexek válnak uralkodóvá. A Sóvágó és munkatársai által vizsgált Ac-HVVH-NH 2 

peptid pH 5-6 között képzıdı CuL komplexének stabilitása a hisztidinek távolsága miatt ki-

sebb, mint az Ac-HVH-NH2 és Ac-HGH-NHMe ligandumoknál meghatározott megfelelı 
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értékek. Ugyanakkor a két aminosavnyi távolság a CuH–1L részecske stabilizációját eredmé-

nyezi, mert a törzskomplex kialakulását követı két amidnitrogén-deprotonálódás kevésbé 

kooperatív, mint a másik kettı peptid–réz(II) rendszernél. Lúgos kémhatású oldatban, pH ~ 9 

fölött az {Nim,3N–} koordinált CuH–3L részecske az uralkodó [15]. Az Ac-HVGDH-NH 2 

oldategyensúlyi viselkedése nagy hasonlóságot mutat az Ac-HHVGD-NH2 peptiddel. Habár a 

két peptid {Nim,N–,N–,Nim} koordinált CuH–2L részecskéiben eltérı tagszámú kelátgyőrők 

találhatók, az így képzıdı komplexek stabilitása jelentısen nem különbözik egymástól [5]. A 

humán prion protein fragmenseiben egymástól nagy távolságra levı hisztidinek vannak, 

melyek bázikus kémhatású oldatban egymástól független horgony szerepet töltenek be  

{N im, 3N–} koordinációs módot biztosítva a fémionok számára [16]. Az Ac-HPSGHA-NH2 

(P2) és az Ac-HGSPHA-NH2 (P4) peptidekben a hisztidinek ugyanabban a pozícióban van-

nak, ennek ellenére azonos összetételő réz(II)komplexeik szerkezete és konformációja a pro-

lin eltérı elhelyezkedése miatt különbözı (3.2.1. ábra) [17]. 

 

 

3.2.1. ábra: A CuH–2L részecskék szerkezete a réz(II)–P2 (A) és a réz(II)–P4 (B) rendszerekben [17] 

3.2.1.2 A három hisztidint tartalmazó peptidek réz(II)kompl exei 

 A mindkét végükön védett, két hisztidint tartalmazó peptidek körében láthattunk példát a 

fémion oldalláncokon keresztül történı megkötésére egy szők, enyhén savas pH-

tartományban. A két hisztidint tartalmazó ligandumokhoz képest a három hisztidint tartalma-

zó peptidekkel szélesebb pH-tartományban valósul meg az oldalláncokon keresztül történı 

koordináció, s így lehetıség nyílhat a fehérjékre jellemzı modellek megvalósítására fiziológi-

ás pH-n. A három hisztidint tartalmazó peptidek közül a –HXHYH– szekvencia kedvezmé-

nyezett a –HHXH– szekvenciával szemben, mert nagyobb termodinamikai stabilitású komp-
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3.2.2. ábra: A réz(II)–Ac-HHGH-OH rendszerben pH ~ 7 

körül kialakuló Cu(OH)L részecske szerkezete [18] 

lexek képzıdését teszi lehetıvé. Amennyiben a peptid tartalmaz koordinálódni képes 

karboxilcsoportot, úgy az amidnitrogén koordinációja még nagyobb pH-n kezdıdik meg. 

3.2.1.2.a A –HHXH– és a –HXHH–  szekvenciát tartalmazó peptidek réz(II)komplexei 

Kutatócsoportunkban vizsgáltuk az 

Ac-HHGH-OH peptid fémkomplexeit 

[18]. A pH 7 körül képzıdı {3N im} és 

{3N im,OH–} koordinációjú CuL és 

Cu(OH)L komplexek említésre méltó 

sajátsága, hogy a legtöbb hisztidin 

tartalmú peptiddel ellentétben a ligan-

dum csak a három imidazolcsoportján 

keresztül koordinálódik a fémionhoz 

(3.2.2. ábra). Az amidnitrogének koor-

dinációja csak pH 8 fölött jellemzı a rendszerben. A semleges közegben képzıdı komplexek 

kiemelkedı SOD-aktivitással rendelkeznek, míg a pH 8 körül képzıdı CuH–1L részecske, 

pontosabban az ebbıl kialakuló CuL(dtbc) terner komplex igen hatékonyan katalizálja a 

pirokatechin oxidációját oxigén jelenlétében. A karboxilátcsoport védésével az amid-

koordináció már kisebb pH-n bekövetkezik, amint azt az Ac-HHGH-NHMe  pepdidnél ta-

pasztalták [13]. Kevésbé látványosan, de érvényesült ez a tendencia a megfelelı tripeptidek-

nél (Ac-HGH-OH és Ac-HGH-NHMe) is, ami a részecskék eltérı töltésével magyarázható. A 

prolin jelenléte az N- és C-terminális csoportjain is védett, szintén tanszékünkön elıállított 

Ac-HPHH-NH 2 peptid esetében elsıként egy három imidazolnitrogén koordinációt tartalma-

zó stabil komplexet eredményezett. Réz(II)ionok jelenlétében pH 7 körül a {2Nim,N–,H2O} 

típusú koordináció jött létre, egy deprotonálódott amidnitrogén részvételével [19]. 

3.2.1.2.b A –HXHYH– szekvenciát tartalmazó peptidek réz(II)komplexei 

 Az amiloid prekurzor protein  (APP) His-Xaa-His-Yaa-His mintázattal rendelkezı N- 

és C-terminális fragmenseinek nagy a réz(II)affinitásuk, pH 5 körül a három imidazol oldal-

lánc által koordinálódnak a réz(II)ionhoz ekvimoláris oldatban. A pH 6-8 tartományban bekö-

vetkezı két átfedı amidnitrogén deprotonálódás során egy torzult szimmetriájú, {4N+N} ko-

ordinációjú komplex alakul ki. Ez utóbbi megegyezik az elıbb tárgyalt Ac-His-Val-His-NH2 

és Ac-His-Gly-His-Gly komplexek esetén képzıdı {N im,N–,N–,Nim} típusú szerkezettel, ami 



Doktori értekezés  Irodalmi áttekintés 

 15 

egy axiális irányú imidazol-koordinációval egészül ki [20,21]. Sóvágó és munkatársai is szé-

leskörően vizsgálták a fenti motívum fémkötı sajátságait. A Cu,Zn-SOD enzim fémkötı he-

lyeinek modellezése céljából elıállított Ac-HAHVH-NH 2, Ac-HVHAH-NH 2, Ac-HPHAH-

NH2, Ac-HAHPH-NH 2, Ac-HGHVH-NH 2 és Ac-HVHGH-NH 2 pentapeptidekben a 

nemkötı oldalláncok változtatása nincs különösebb hatással a fı részecskék eloszlására és 

kötésmódjára. Az elsı detektálható részecske egy két imidazolcsoportot tartalmazó 

makrokelát. Ezt követıen a semleges közegben megjelenik a {3 Nim}-es CuL makrokelát, pH 

7 felett pedig amidkoordinált {Nim,N–,N–,Nim}típusú részecskék dominálnak. A pH további 

növelésével egy harmadik amidnitrogén kiszorítja az egyik imidazolcsoportot a koordinációs 

szférából és a 4N-es {N–,N–,N–,Nim} koordinált részecske alakul ki az oldatban. A 

prolintartalmú részecskék csupán egy fémiont képesek megkötni és a CuH–2L valamint 

CuH–3L összetételő részecskékben egyféle komplexszerkezet valósulhat meg. A többi peptid 

esetében koordinációs izomerek megjelenésére nyílik lehetıség, és a változatos 

sztöchiometriájú részecskék sorát gazdagítja a két- vagy többmagvú komplexek kialakulásá-

nak lehetısége [22]. Az amidnitrogén deprotonálódásának megakadályozása és a komplexek 

stabilitásának növelése érdekében kutatócsoportunkban egy további prolin aminosavat építet-

tünk az Ac-HPHH-NH2 peptidbe a két szomszédos His közé. Az Ac-HPHPH-NH 2 vizsgálata 

során réz(II)ionok jelenlétében csapadék kiválását tapasztaltunk pH 6,9 felett a CuH–1L ré-

szecske megjelenésével párhuzamosan, annak ellenére, hogy a képzıdı törzskomplex stabili-

tása nagyobb volt, mint a megfelelı Ac-HPHH-NH2 komplexé. Vizsgálataink azt mutatták, 

hogy a csapadék megjelenése a ligandumot is tartalmazó kis oldhatóságú, töltéssemleges 

komplex kiválásának a következménye [23]. A komplexek vízoldhatóságát értük el a pozití-

van töltött Lys, illetve a hidrofil oldalláncot tartalmazó Gln aminosavak beépítésével. Az  

Ac-KHPHPHQ-NH 2 peptid réz(II)komplexei vízoldhatónak bizonyultak a teljes vizsgált pH-

tartományban (pH 2–11). A CD és UV-látható spektroszkópiás adatoknak megfelelıen amid-

nitrogén deprotonálódás csak pH 9 felett történt, ami jelentıs spektrális változást eredménye-

zett. Fiziológiás pH körül vegyes hidroxokomplexek dominálnak (3.2.3. ábra) [23]. Az Ac-

His-Sar-His-Sar-His-NH2 szarkozin tartalmú ligandum pH ~ 6 körül három imidazolján ke-

resztül koordinálódik a réz(II)ionhoz. A következı deprotonálódási lépcsıben vegyes 

hidroxokomplex képzıdik, mely csapadék formájában kiválik az oldatból [14]. 
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3.2.3. ábra: A {3N im} koordinációt tartalmazó Ac-KHPHPHQ–NH2 komplexek sematikus ábrája. A félkövér 

betővel jelölt N- és C-terminális végen levı amidnitrogének koordinálódhatnak lúgos pH-tartományban a fém-

ionhoz [23] 

3.2.1.2.c A három, egymástól kettı vagy annál több aminosav távolságra elhelyezkedı 
hisztidint tartalmazó peptidek réz(II)komplexei 

 Az Ac-HAAHVVH-NH 2 heptapeptid enyhén savas tartományban képzıdı, {3Nim} ko-

ordinált CuL komplexe viszonylag nagy stabilitású, de a HXHYH szekvenciánál meghatáro-

zott stabilitási állandókat nem éri el. Míg ekvimoláris rendszerben lúgos pH-n az {Nim,3N–} 

környezető CuH–3L komplex izomereket takar, addig fémion felesleg esetén az N- és C-

terminális hisztidinek horgony jellege miatt két réz(II)iont is képes megkötni. Az amid-

nitrogén deprotonálódások ilyen körülmények között már enyhén savas oldatban elindulnak. 

A prion protein szekvenciák réz(II)komplexeiben savas pH-n ugyan elıfordul a {3Nim} koor-

dinációs mód, de fiziológiás pH-n amidkoordinált részecskék az uralkodóak [16]. A 

GVSGHGQHGVHG  alloferon modellvegyület esetében az {NH2, 3Nim} szerkezettel átfedve 

pH 6,5 után indul meg az amiddeprotonálódás, az N-terminálisán acilezett származéknál egy 

pH egységgel hamarabb bekövetkezik a {3Nim}-es CuL részecske átalakulása [24]. 

3.2.1.3 A háromnál több hisztidint tartalmazó peptidek réz(II)komplexei 

 A GHGHGHGH  peptid komplexképzı sajátságai is azt bizonyítják, hogy a réz(II)ion 

koordinációs szférájának alakulása nagyban függ a peptidszekvencia változásától. A 

hisztidinek számának növelése nem feltétlenül jelenti a számunkra kedvezı, fehérjék-

re/metalloenzimekre jellemzı koordinációs mód kialakulását. pH 5-nél mind a négy hisztidin-

imidazol koordinálódik a réz(II)ion ekvatoriális síkjában, míg magasabb pH-n a deprotonált 

amidcsoportok elkezdik kiszorítani az imidazolokat. Ez a tendencia érvényesül a 

polihisztidinnél is, ahol semleges pH-n már mind az imidazol-, mind az amidnitrogén-
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donorok részt vesznek a központi réz(II)ion körül kialakuló koordinációs szférában [1]. Ezzel 

szemben a nagy tagszámú makrokelát hurok kialakítására képes Ac-(PHGGGWGQ)4-NH2 

prion protein fragmens {4Nim} donor típusú CuL komplexe még semleges pH-n is domináns 

[21]. Hasonló állapítható meg az Ac-HGVSGHGQHGVHG  alloferon szekvencia oldatkémi-

ai viselkedésérıl is. Az N-terminálisán nem védett forma {NH2,3Nim} koordinációjú CuL 

komplexe pH 7,5 fölött közel 90%-ban van jelen [24]. 

 A HGDHMHNHDTK-OH  (hgd) ligandum egy bakteriális Cu,Zn-SOD enzim N-

terminális 11 aminosavjával azonos peptidszekvencia. A feltételezések szerint ez az N-

terminális rész szerepet játszik a réz(II) felvételében és megtartásában, elısegítve ezzel a bak-

térium szuperoxid gyökök elleni védekezésének hatékonyságát. A réz(II)–hgd rendszerben 

különbözı protonáltsági állapotú egy-, két- és hárommagvú komplexek képzıdnek. 

Ekvimoláris oldatban az {NH2,3Nim} koordinációjú CuHL komplex van jelen a semleges pH-

tartományban. Az amidnitrogének deprotonálódása csak pH 8 felett játszódik le. Fémfelesleg 

esetén számos izomer komplex kialakulására van lehetıség. A pH 9,5 körül domináns 

Cu2H–3L és Cu3H–5L komplexekben valószínőleg {NH2,2N–,COO– + Nim,2N–,Nim}, ill. 

{NH 2,2N–,COO– + Nim,2N–,Nim + Nim,2N–,C=O} típusú koordináció alakul ki [25]. A His-

Sar-His-Sar-His-Sar-His-Sar ligandummal fiziológiás pH-n szintén sikerül elérni a {4Nim} 

típusú koordinációt, pH 8 felett azonban ligandumfelesleg esetén is csapadék vált ki az oldat-

ból [14]. 

3.2.2. A hisztidinben gazdag peptidek cink(II)komplexei 

 A hisztidin egységek száma és helye a peptidszekvenciában nincs olyan nagy hatással a 

képzıdı cink(II)komplexek összetételére és szerkezetére, mint azt a réznél tapasztalhattuk. 

Ennek fı oka, hogy a cink(II)ion affinitása az amidnitrogénhez jóval kisebb mértékő. 

A His-His dipeptid és védett származékainak, továbbá a His-Val-His peptid vizsgálata szerint 

szabad aminocsoport jelenlétében kedvezményezett a hisztamin típusú {NH2,Nim} koordiná-

ció kialakulása [26,27]. A speciális H2N–XH- szekvencia szükséges ahhoz, hogy 

deprotonálódhasson az amidnitrogén, mint ahogy az a cink–His-His-Gly-Gly  rendszernél 

tapasztalható. Ezzel szemben a Gly-His-Gly-His  peptid kizárólag amino- és imidazol-

csoportjain keresztül koordinálódik a fémionhoz [9]. A mindkét végükön védett peptidek ese-

tében semleges/lúgos pH tartományban szinte kivétel nélkül csapadék képzıdik, mivel a kis 

stabilitású Zn–Nim kötések nem tudnak versengeni a cink hidrolízisével. Az 1:1 arányú 

cink(II)–Ac-His-Val-His-NH 2 rendszerben példul nem is lehetett a már pH ~5 körül bekövet-
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kezı csapadékképzıdés miatt meghatározni stabilitási állandókat [27]. Az Ac-His-Gly-His-

OH és Ac-His-Gly-His-NH 2 peptidek összehasonlítása egyértelmően arra utal, hogy a szabad 

terminális karboxilcsoport szignifikánsan növeli a megfelelı részecskék stabilitását, de ennek 

ellenére is ligandumfelesleg szükséges ahhoz, hogy ne képzıdjék csapadék. Jóval gyengéb-

ben, de az aszparatil β-karboxilát csoport is rendelkezik stabilizáló hatással, ami függ a 

hisztidin és aszparaginsav egymáshoz viszonyított helyzetétıl is. Erre szolgáltatnak példát az 

Ac-HVGDH-NH 2 és az Ac-HHVGD-NH 2 peptidek cink jelenlétében. A {2Nim} koordiná-

ciójú makrokelát kialakulása után csapadék képzıdik, ami utóbbi ligandumnál – pH 10 fölött 

amidnitrogén koordinációnak köszönhetıen – feloldódik [28]. A cink(II)–Ac-HVVH-NH 2 

rendszerben képzıdı {2N im} koordinált ZnL részecskéjének stabilitása hasonló az egyéb 

cink(II)-makrokelátoknál megfigyelt értékhez. A peptid pH ~7 felett nem képes oldatban tar-

tani a cink(II)iont [15]. A cink(II)–Ac-HHGH-OH  rendszerben a pH 7 körül képzıdı ZnL 

részecskében a cinktartalmú fehérjékben gyakori {3Nim} típusú koordináció valósul meg, 

azonban még ez sem képes oldatban tartani a cink(II)ionokat [18] lúgos körülmények között. 

Hasonló mondható el az Ac-HPHH-NH 2 [19] és az Ac-HVVHAAH-NH 2 [15] rendszerekrıl 

is, vagyis a terminálisan védett hisztidinben gazdag peptidek egyéb donorcsoport nélkül 

gyenge cink(II)kötık. A HXHYH-szekvenciát tartalmazó peptideknél tapasztalható a legna-

gyobb stabilitással rendelkezı komplexek létrejötte. A nem koordinálódó aminosavak nem 

befolyásolják a részecskeeloszlást és a bruttó stabilitást, a szarkozin tartalmú peptidek pedig 

nem képeztek nagyobb stabilitású komplexeket a klasszikus ligandumokhoz képest. pH ~8-ig 

{2N im} és {3Nim} makrokelátok dominálnak, de a csapadékképzıdés itt is bekövetkezik 

[28,14,23]. Kivételt képez ez alól a kutatócsoportunkban elıállított Ac-KHPHPHQ-NH 2 

peptid, melynek komplexei vízoldhatóak voltak pH 2–11 tartományban. Fiziológiás pH körül 

vegyes hidroxokomplexek vannak jelen [23]. A zebrahal hisztidinben gazdag prion protein 

fragmensei is igen hatékonyan kötik meg a cink(II)ion(oka)t. Semleges pH-n sikerült elérni 

velük a fémion oldalláncokon keresztüli koordinációját [29]. A HGDHMHNHDTK-OH  

peptid cink(II) jelenlétében a semleges pH-tartományban a lizin ε-aminocsoportján protonált, 

igen nagy stabilitású ZnHL komplexet képez. 2D NMR-vizsgálataink szerint a fémion a His1, 

Asp3, His4, Met5 és His6 alegységeket érintı {NH 2,3Nim,SMet,COO–} típusú koordinációval 

bír. pH ~8 körül a ZnHL(OH) részecske dominál az oldatban. A fémion megkötésében nyolc 

donorcsoport/atom vehet részt (NH2,4Nim,SMet,COO–,OH–), így valószínőleg több koordináci-

ós izomer képzıdik, melyek között viszonylag gyors cserefolyamatok játszódnak le [25]. 
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3.2.3. A hisztidintartalmú peptidek nikkel(II)komplexei 

 Az N-terminális hisztidint tartalmazó peptidek nikkel(II)komplexeinek vizsgálata a 

réz(II)ionokhoz hasonló eredményeket mutat, azzal a különbséggel, hogy az amidnitrogén 

koordinációja lassabban játszódik le és semleges/enyhén lúgos tartományban kezdıdik el. 

Amennyiben azonban ez bekövetkezik, a második (esetleg harmadik) amidnitrogén 

deprotonálódása erısen kooperatív jelleget mutat. A nikkel(II)–His-Gly 1:1 arányú rendszer-

ben a kiindulási hisztamin típusú koordinációt tartalmazó zöld, paramágneses fémkomplex 

átalakul sárga színő, sík szerkezető, diamágneses komplexszé az amidnitrogén koordinációja 

során. Ligandumfelesleg alkalmazása során meggátolható az amidnitrogének koordinációja, 

mivel bisz-hisztamin koordinációjú ML2 komplex képzıdik [3,30-32]. A nikkel(II)–Gly-His 

rendszer vizsgálata során azt figyelték meg, hogy a fémion körüli szabályos oktaéderes geo-

metriát az {NH2,Nim,N–,3H2O} koordináció alakítja ki. Ezt követıen tetramer részecskék kép-

zıdésével egyidıben a komplex színe és geometriája megváltozik, síknégyzetes, intenzív sár-

ga színő részecske képzıdése során [33]. Az 1-es és 3-as pozícióban hisztidint tartalmazó 

HRHRHEQEGHHDSAKHGH,  valamint a 2-es és 3-as helyzető hisztidinnel rendelkezı 

SHHK-NH 2 peptidekre az {NH2,N
–,N–,Nim} donor környezet jellemzı a nikkel(II)ion körül. 

Az N-terminális aminocsoport acetilezése az Ac-TESHHK-NH 2 peptidnél a fémion változa-

tos megkötését eredményezi. Az 1:1 arányú oktaéderes komplexben semleges pH-n a 

hisztidin és glutaminsav oldalláncokon keresztüli koordináció a meghatározó [1]. A nik-

kel(II)–Ac-HVVH-NH 2 rendszerben pH ~8-ig a {2Nim} koordinált oktaéderes szerkezető NiL 

komplex a domináns. Ezt követıen egyszerre deprotonálódik három amidnitrogén, melynek 

során kialakul az NiH–3L részecske. Az Ac-HVVHAAH-NH 2 ligandum oktaéderes {2Nim} és 

a pH ~7 körül uralkodó {3Nim} környezető komplexeinek stabilitása az analóg 

cink(II)komplexekre számolt értékekkel vethetık össze. Lúgos körülmények között vegyes 

réz(II)–nikkel(II) komplex kialakulására nyílik lehetıség, melyben amidnitrogén is kötıdik a 

nikkel(II)ionhoz [15]. A GHGHGHGH  ligandumra is az oldalláncbeli kötésmód jellemzı 

fiziológiás pH-n, ahol a négy imidazol síknégyzetes elrendezıdést mutat [1]. A Cap43 nikkel-

kötı fehérje C-terminálisának a húsz- és a harminctagú fragmensét, továbbá az Ac-

TRSRSHTSEGTRSR-NH2 peptidet is vizsgálták. Semleges pH-ig az 1N-es {Nim} koordiná-

ció a jellemzı mindhárom rendszerre, amit kooperatív deprotonálódások során az {Nim,3N–} 

kötésmód vált fel [34,35]. Nikkel(II)ionok jelenlétében a fémion indukálta amidnitrogén 

deprotonálódás csak pH 8 felett kezdıdik az Ac-HPHH-NH 2 rendszerben, így a három 
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imidazolnitrogén koordinációt tartalmazó NiL a domináns részecske igen széles pH tarto-

mányban (pH 6,5–8,5). 

 A nikkel(II)ion lágyabb Lewis-sav, mint a réz(II)ion, ezért a „szoft” karakterő kéndono-

rokhoz viszonylag nagy az affinitása. Kozłowski és munkatársai megállapították, hogy a  

Cys-Xaa-Cys motívumot tartalmazó peptidek elsıdleges donorcsoportja a tiolcsoport. A nik-

kel(II) megkötésében amidnitrogén csak akkor vesz részt, ha a ciszteinnel szomszédos glicin 

van a szekvenciában. A Ni(II)–Ac-Cys-Gly-Cys-NH2 rendszer NiH–2L részecskéjében az 

acetil-koenzim A szintetáz aktív központjára jellemzı {2N–,2S–} szerkezet valósul meg. Sza-

bad N-terminális peptidek esetében enyhén savas pH-n az aminocsoport is szerepet játszik a 

fémion megkötésében, de az oldat kémhatásának növelésével egy tiolátcsoport kiszorítja a 

koordinációs szférából [36]. A waglerin I nevő kígyóméreg Cys-His motívumot tartalmazó 

fragmensei is hatékonyan kötik meg a nikkel(II)iont. A cisztein egységnek kritikus szerep jut 

a fémkötıhely stabilizálásában. Szabad aminocsoport jelenlétében (H2N-Xaa-Cys-His- szek-

vencia) az albumin típusú koordináció kedvezményezett a tiolát koordinálódásával szemben, 

de gyenge kölcsönhatása nem zárható ki [37]. 

3.2.4. Az elágazó láncú peptidek 

 Amint a fenti összefoglalóból kitőnik, a hisztidingazdag, egyenes láncú peptidek haté-

kony fémkötı ligandumnak bizonyulnak. Ennek ellenére még a három vagy négy hisztidint 

tartalmazó peptidekkel sem könnyő elérni a sokat emlegetett amidkoordináció megakadályo-

zását, illetve hidrolizált részecskék kiválását az oldatból. Többek között kutatócsoportunkban 

elıállítottunk olyan peptideket, melyekkel pH 5-7 között sikerült elérni a számos cink(II)- és 

réz(II) tartalmú enzim aktív centrumára jellemzı {3N im} által koordinált komplexet. A tapasz-

talatok viszont azt mutatják, hogy a {3Nim}, de még a {4Nim} koordinációjú komplexek sem 

tudják meggátolni az említett elınytelen folyamatok bekövetkeztét a pH enyhe növekedése-

kor. További nem-koordinálódó vagy poláris oldalláncot tartalmazó aminosav beépítése szük-

séges ahhoz, hogy elfogadható modellvegyületrıl beszélhessünk. 

 Az 1988-ban felfedezett többszörös antigén peptidek (multiple antigenic peptides, MAP) 

olyan ligandumok, melyek a kiindulási lizin aminosav két ága mentén ágaznak el. Sajátos 

szerkezetük nagy változatosságot biztosít, melynek révén számos feladatot láthatnak el 

[38,39]. Nagyszámú közlemény foglalkozik biológiai alkalmazhatóságukkal, például új utat 

nyitnak oltóanyagok tervezése területén [40-43], felhasználhatók antitestként [44-47], gyógy-

szerként [47-53] és gyógyszerhordozóként [54,55]. Óriási elınyük, hogy igen ellenállók a 
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proteáz enzimekkel szemben [56], ugyanakkor a természetben is elıfordulnak [57-59]. Sokol-

dalúságuknak köszönhetıen alkalmasak lehetnek speciális érzékelı, diagnosztikai, katalitikus 

anyagok kifejlesztésére [60-66]. A fent említett alkalmazhatóságok gyakran közvetve vagy 

közvetlenül fémionokhoz kapcsolódnak [38,52,60,61,64,66]. Egyéb elágazó ligandumokat is 

alkalmaztak fémek megkötésére, nanorészecskék elıállítására és katalizátorként [67-69].  

 Egy hisztidin funkciókkal bíró, elágazó láncú peptid magában hordozza egy hatékonyabb 

modellvegyület kialakításának lehetıségét, mert hajlékonyságának és eltérı hosszúságú ágai-

nak köszönhetıen megvalósulhat az oldalláncokon keresztüli fémion-koordináció. Emellett a 

fémion(ok)hoz való koordinálódás révén olyan egyedi szerkezetet alakíthatnak ki (pl. üreget 

képezhetnek), melynek döntı jelentısége lehet a szubsztrát megkötésében és a katalitikus 

aktivitás kifejtésében. Ilyen ligandumok fémion-koordinációjának termodinamikai és oldat-

szerkezeti aspektusait eddig nem vizsgálták. 
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3.3. A hisztidingazdag glikoproteinekrıl 

 A hisztidingazdag glikoprotein (HRG, de 

gyakran találkozunk a HRGP vagy HPRG rö-

vidítéssel, mivel prolinban is gazdag) számos 

gerices vérplazmájában jelentıs mennyiségben 

(~ 1,5 mM az emberben) elıforduló makromo-

lekula [70]. Az emberi HRG több doménbıl 

épül fel: az N-terminálison egy cisztatin szerő 

régió található, a központi hisztidingazdag ré-

gió (HRR) két prolinban gazdag régió (PRR) 

között helyezkedik el, míg a C-terminális sza-

kasz külön domént alkot. A hisztidinek nagy-

részt a HRR-ben, a prolin alegységek elszór-

tabban ugyan, de legnagyobb számban a PRR-ben vannak. Feltehetıleg egy csavart és elnyúj-

tott konformációba rendezik a fehérjeláncot [71] (3.3.1. ábra). E két aminosav az összes ami-

nosav tartalom 13%-át adja [72,73]. A His-Pro-gazdag szakasz fıként megırzött, öt amino-

savból álló szekvenciákból épül fel [70,72,74], a HRR 10-12 egymást követı (G)HHPH(G) – 

HHPHG [74,75], mások szerint GHHPH [70,72] – ismétlıdı motívumot takar. Egyes véle-

mények szerint a tandem módon ismétlıdı pentapeptid részekbıl kettı-kettı hisztidin 

imidazol oldallánc kinyúlhat a HRR vázból, ideális kötıhelyet biztosítva fémionok számára 

[70,71]. Több alegységbıl felépülı szerkezetének köszönhetıen a HRG biológiai funkciói is 

változatosak. Számos makromolekulához kötıdik, pl. plazminogénhez [76], fibrinogénhez 

[77], immunglobulinokhoz [78], tropomiozinhoz [75], trombospondinhez [79], hemhez 

[80,81] heparinhoz, ill. heparán-szulfáthoz [82,83]) és kétértékő fémionokhoz [81,84,85]. 

Mindez egyfajta közvetítı vagy kapcsolatkialakító szerepre utal egyes molekulák között a 

sejtfelületen, avagy a sejtfelület és a plazma molekulái között. Közlemények sora foglalkozik 

a HRG biológiai folyamatokban betöltött feladatával. Szabályozó szerepet játszik a véralva-

dás, vérrögképzıdés és vérrögoldódás, leukocitavándorlás, érképzıdés (angiogenesis), daga-

natok áttételezıdése és fejlıdése terén [79,86-88,89-94]. Az említetteken túl antibakteriális 

[95] és gombaölı [96] hatással is rendelkezik. Feltehetıleg pH- és Zn(II)-szenzorként visel-

kedik, így a pH és/vagy Zn(II)-koncentráció befolyásolja mőködését [70,83]. A felsorolt fo-

lyamatokra gyakorolt hatás a fehérje különbözı alegységeihez rendelhetı, melyek között ki-

emelt szerep jut a fehérje hisztidingazdag régiójának (HRR).  

 
3.3.1. ábra: A HRR feltételezett csavart szerke-

zete, melyrıl a hisztidin oldalláncok „nyúlvány-

ként” lógnak le 
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 A legújabb vizsgálatok szerint a fehérje a HRR révén kapcsolódik többek között a 

heparin és tropomiozin ligandumokhoz. Az eredmények arra mutatnak, hogy a folyamatot a 

réz(II)- [83] és elsısorban a cink(II)ionok [75,86,91] koncentrációja alapvetıen befolyásolja. 

Mindez rendkívül hasonlatos ahhoz, ahogy az amiloid prekurzor protein három hisztidint tar-

talmazó HXHYH fragmense koordinál cink(II)ionokat, és ezzel feltételezhetıen modulálja a 

makromolekula heparinhoz való kötıdését [97]. A cink(II)hez hasonló hatása van az alacsony 

pH-nak is a HRG-molekula heparán-szulfáthoz, illetve a sejtfelülethez való kötıdésére, felté-

telezhetıen a hisztidin imidazol győrőinek protonálódása révén [87]. Nem világos ugyanak-

kor, hogy a protonálódás/fémion-koordináció pusztán a makromolekula teljes töltésének 

megváltoztatása, vagy egyéb hatások, pl. konformációváltás vagy valamilyen fémion–HRG–

ligandum terner komplex képzıdése révén befolyásolja a HRG sejthez való kötıdését. 

 Az érképzıdést gátló, tumorellenes, antibakteriális és gombaölı aktivitás is a His-Pro-

gazdag régióhoz rendelhetı. Claesson-Welsh és munkatársai szerint az antiangiogén hatás 

kifejtésében elengedhetetlen a HRR-szakasz kiszakadása a fehérjébıl [90], sıt meghatározták 

az aktivitásért felelıs 35 aminosavból álló minimális HRR-szegmenst [92]. Donate és munka-

társai az Ac-HHPHG–NH2 pentapeptiddel és az öttagú egység ismétlıdésén alapuló 

oligopeptid szekvenciákkal – különösen az Ac-(HHPHG)4–NH2 peptiddel – végzett kísérletei 

során a tropomiozin in vitro megkötésén túl sikerült reprodukálni az antiangiogén hatást in 

vivo körülmények között is [75]. 

 A hivatkozott közlemények szinte mindegyike említést tesz arról, hogy a HRG kölcsön-

hatásba kerül fémionokkal (fıként Zn(II)), és azok moduláló hatása szükséges az adott feladat 

ellátásához. A fémionok megkötéséért a hisztidingazdag alegység a felelıs, mely cink(II)en 

kívül a hemet, a Cu2+, Zn2+, Ni2+, Cd2+ ionokat is rendkívül erısen koordinálja [80,81,84,85]. 

Ezt igazolták azon vizsgálatok is, melyek célja a HRG kvantitatív analízisére alkalmas mód-

szer kifejlesztése volt [98]. A módszer a nikkel(II)-NTA (nitrilo-triecetsav) komplex 

rekombináns HRG HRR alegységéhez való kiemelkedı affinitásán alapult. Az eredmények 

gyakorlati hasznuk mellett, rávilágítanak arra is, hogy a HRR-hez kötött fémionok potenciális 

kötıhelyek lehetnek egyéb kismolekulák számára. A HRG és egyéb szérumfehérjék (albumin, 

α2-makroglobulin, transzferrin, hemopexin) közötti cinkkompetíciós vizsgálatok a HRG cink-

szállító szerepére utalnak [84,85]. A natív fehérje és a (GHHPHG)5G oligopeptid 

réz(II)komplexeivel elvégzett ESR és MS-kísérletek azt valószínősítik, hogy a fémionokat a 

HRR GHHPH egységenként köti meg [99,100]. 

 A HRG fehérjékhez kapcsolódó szabályozó mechanizmusok részletesebb megismerésé-

hez elengedhetetlen a makromolekula fémkötı sajátságainak feltárása, ami a HRR szakasz 
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peptid-szekvenciáinak, illetve azok fémkomplexeinek tanulmányozásával megvalósítható. Az 

emberi HRG hisztidingazdag régió ismétlıdı fragmenseinek valamint a peptid–fémion rend-

szereknek az oldategyensúlyi és oldatszerkezeti vizsgálatai tisztázhatják a kérdéses szekven-

ciák protonálódási viszonyait és az egyes fémionokkal alkotott komplexek összetételét és 

szerkezetét, melybıl a makromolekula fémkötı sajátságaira is lehet következtetni. Eltérı fém-

ionok alkalmazásával és változatos fémion–peptid rendszerek tanulmányozásával információt 

nyerhetünk a HRG potenciális fémionszállító szerepérıl is. 

3.4. Az endostatin és az angiogenesis 

 Az emberi endostatin a XVIII-as típusú kollagén C-terminális doménjének proteolitikus 

hasadása során keletkezik a sejten kívüli térben. A 20 kD tömegő, 183 aminosavból álló, cink-

tartalmú fehérje egy a szervezetben természetes módon képzıdı ígéretes rákellenes, úgyneve-

zett antiangiogén szer [101-103].  

 A már meglévı erekbıl újak képzıdését nevezzük angiogenesisnek. Az angiogenezis 

(érképzıdés, érújdonképzıdés) számos élettani folyamatban – a reprodukcióban, a fejlıdés-

ben és a szöveti károsodások kijavításában – meghatározó jelentıségő. Ezenkívül több pato-

lógiás folyamat részjelensége, így bizonyos gyulladásos megbetegedések, a tumornövekedés 

és áttétek képzıdése tartoznak ide [104]. A szervezetben jelen vannak olyan faktorok, ame-

lyek elısegítik az érképzıdést, és vannak olyanok is, amelyek gátolják. Számos rákos beteg-

ségben a gátlás és a serkentés finoman összehangolt aránya felborul, a serkentés túlsúlyba jut, 

ami kóros sejtburjánzáshoz, daganatképzıdéshez vezet. A Folkman által izolált endostatin az 

állatkísérletek során az egyik leghatékonyabb, mellékhatások nélküli angiogenesis inhibitor-

nak bizonyult [105-109]. Hatása az érképzıdés folyamatainak – többek között az erek belsı 

falát borító endothelsejtek osztódásának és vándorlásának gátlásához – rendelhetı [102]. 

 A fehérjekristályban a cinkion az endostatin N-terminális His1, His3 és His11 

imidazolgyőrőihez és az Asp76 karboxilátcsoportjához kötıdik (3.4.1. ábra) [109]. A cink 

szerepét illetıen ellentmondásos cikkek láttak napvilágot, de a legújabb kutatások szerint a 

fémion jelenléte szükséges a rákellenes hatás kifejtéséhez. A His1 és His3 cseréje alaninra, ill. 

az elsı négy aminosav (HSHR) eltávolítása a cinkkötı képesség és tumorellenes aktivitás 

elvesztését eredményezi [110,111]. Javaherian és munkatársai kimutatták, hogy a 25 tagú 
1HSHRDFQPVLHLVALNSPLSGGMRG N-terminális fragmens és a teljes fehérje tumor-

ellenes aktivitása megegyezik [112]. A szerzık {3N im,H2O} koordinációs környezetet java-

solnak a cink(II) körül, ami megkérdıjelezhetı, hiszen nem védett N-terminális hisztidin ese-

tén a hisztaminszerő {NH 2,Nim} kelát képzıdése az elsıdleges cinkkötı hely [1]. A fémion-
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nak feltehetıen szerkezetépítı szerepe van, de a cinkkel való kölcsönhatás részletei, illetve az 

általa kialakított oldatszerkezet nem ismert. 

 

 

3.4.1. ábra: Az endostatin és a cinkkötıhely kristályszerkezete 

 

 Érdekes, hogy az endostatin a szabad N-terminális aminocsoport és a harmadik helyen 

található hisztidin révén úgynevezett ATCUN (Amino Terminal Cu(II)- and Ni(II)-binding) 

motívum is, mely igen hatékony réz(II)kötı hely számos fehérjében, mint például a réz szállí-

tásáért felelıs szérumalbuminban [113]. Fontos megemlíteni, hogy a réz(II) serkenti az 

endothelsejtek osztódását és vándorlását, valamint szükséges a tumorsejteknek számos érkép-

zıdést serkentı faktor kiválasztásához. A réz(II) megkötése lecsökkenti sok ilyen faktor kivá-

lasztását, ami így közvetve az érképzıdés gátlását, rákellenes hatást jelent [114]. Ez indokolta 

az általunk elıállított peptid rézkötı képességének vizsgálatát, mely akár biológiai jelentıség-

gel is bírhat. 

 Az endostatin nagy mennyiségben történı elıállítását övezı nehézségek miatt az elsı 

fázisú humán klinikai vizsgálat elhúzódott, viszont eredménye ígéretesnek bizonyult a rák-

gyógyítást illetıen. E két tény növelte témaválasztásunk aktualitását, hiszen egy kismérető, 

nagy mennyiségben és kedvezıbb áron elıállítható modellkomplexszel a terápiás alkalmazha-

tóság sokkal praktikusabb lehetne. A várakozásokkal ellentétben a 2006-ban publikált máso-

dik fázisú kísérletek azzal a következtetéssel zárultak, hogy a rekombináns emberi 

endostatinnal kezelt, elırehaladott neuroendokrin tumorral rendelkezı páciensekben a daganat 
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mérete szignifikánsan nem csökkent [115]. A vizsgálatok eredményei többek között arra utal-

nak, hogy a betegeknek adott endostatin jelentıs részét a szervezet lebontotta. Egy kis mole-

kulatömegő peptidkomplex biokémiai viselkedése viszont eltérhet egy nagyobb mérető fehér-

jéétıl, becsomagolható pl. olyan hordozó molekulába, mely segít abban, hogy a biomolekula 

eljusson arra a helyre, ahol hatását ki tudja fejteni.  

3.5. A nikkeltartalmú szuperoxid-dizmutázokról 

 Az aerob szervezetek metabolizmusa során jelentıs mennyiségő reaktív oxigénszármazék 

képzıdik, melyek közül a szuperoxid gyökanion (O2˙
–) az egyik legkárosabb. A reaktív oxi-

génszármazékok, és általában a szabadgyökök okozta oxidatív stressz kivédésére számos vé-

delmi mechanizmus fejlıdött ki. A szuperoxid gyökanion elbontására a szuperoxid-dizmutáz 

(SOD) enzimek szakosodtak. A legutóbbi idıkig ezeknek két nagyobb csoportját különböztet-

tük meg. A legismertebb a kétmagvú Cu,Zn-SOD enzimek családja, melyben a réz felel a 

katalitikus hatásért, míg a cinknek szerkezetalakító hatása van. Az egymagvú, mangánt vagy 

vasat tartalmazó  Mn/Fe-SOD enzimek alkotják a második csoportot. Az aerob élıvilágban 

betöltött jelentıs szerepükre tekintettel a fenti SOD enzimek rendkívül kiterjedt vizsgálatok 

tárgyát képezték, s mára mőködésük részleteit is tisztázták. Az aktív központban levı fémion 

(M) mind oxidált, mind redukált formában reagál a szuperoxid-gyökkel az alábbi általános 

reverzibilis mőködési mechanizmus szerint. 

 

M(n+1)+ − SOD  +  O2˙
–   →   Mn+ − SOD  +  O2  

 

Mn+ − SOD  +  O2˙
–   +  2 H+   →   M(n+1)+ − SOD  +  H2O2  

 

 Az elmúlt években számos a fentiektıl alapvetıen eltérı, aktív centrumukban nikkelt 

tartalmazó SOD enzim is ismertté vált [116,117]. Ezeknél a Ni-SOD enzimeknél a fémion 

megkötésében csak néhány N-terminális, egymáshoz közeli aminosav alegység vesz részt, 

ami szinte egyedülálló lehetıséget teremt azok szerkezeti és mőködési modellezésére. A 

Streptomyces- és cianobaktériumok családjában több olyan faj található, melyben a nikkel 

mind oxidált, mind redukált formája kizárólag az N-terminális végen található, jól megırzött 
1HCDGPC, illetve 1HCDLPC szekvenciához kötıdik. A Streptomyces seoulensis és 

Streptomyces coelicolor baktériumokól izolált Ni-SOD fehérjék kristályszerkezetét 2004-ben 

határozták meg [118,119]. Mindkét enzim hexamer harmadlagos szerkezettel rendelkezik és 

monomerenként egy nikkeliont tartalmaz (3.5.1 ábra). 
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3.5.1. ábra: A Ni-SOD hexamer és monomer szerkezete 

 

 A nikkelionhoz a His1, Cys2 és Cys6 alegységek koordinálódnak, ezért Ni-hurokként is 

említi a szakirodalom ezt a fehérjeszakaszt. Biokémiai vizsgálatok szerint a fémion nélküli 

apoenzim kifejezıdésekor a szekvencia metioninnal kezdıdik. Ez a „nulladik” pozícióban 

található aminosav akkor hasad le, amikor a nikkel(II)ion az utána található hisztidinhez és 

ciszteinhez kötıdik. A következı lépésben az eddig transz Leu4-Pro5 kötés cisz konformáci-

óba fordul, s lehetıvé válik a Cys6 alegység koordinációja is. Ennek során kialakul a Ni-SOD 

enzim redukált, diamágneses formájára jellemzı {NH 2,N
–,S–,S–} síknégyzetes geometria. 

Spektroszkópiai és röntgen-krisztallográfiai vizsgálatok alapján a paramágneses tulajdonságú 

oxidált enzim aktív központja négyzetes piramis szerkezető, melyben a His1 imidazol oldal-

lánca axiálisan koordinálódik a nikkel(III)ionhoz. A Ni-SOD mőködésének mechanizmusa 

részleteiben még nem tisztázott, az eddigi eredményeket, feltételezéseket a 3.5.2. ábra mutat-

ja be [119,120]. A szuperoxid-gyök a redukált enzim nikkel(II)ionjának üres, a His1 oldal-

lánccal ellentétes axiális kötıhelyét foglalja el a szekvencia kilencedik helyén található tirozin 

fenolos hidroxilcsoport irányító hatásának segítségével. A Tyr9 és/vagy a Cys6 

peptidnitrogénje stabilizálja az átmeneti terméket, és a O2˙
– egy elektron és két proton felvéte-

lével hidrogén-peroxiddá alakul, mely lehasad az immár nikkel(III)-at tartalmazó aktív cent-

rumról. A harmadik lépésben az ellentétes axiális oldalról a His1 imidazolcsoportja kötıdik a 

fémionhoz. Az oxidált forma szabad axiális helyére köt be a második O2˙
–, amihez szintén a 

Tyr9 oldallánc és a Cys6 amidnitrogén irányító/stabilizáló szerepe szükséges. A nikkel(III) 

oxidálja a szuperoxid-gyököt, és a képzıdı O2 valamint az imidazolcsoport eltávozik a nik-
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kel(II) koordinációs környezetébıl, melynek révén visszaalakul a síknégyzetes elrendezıdés a 

fémion körül.  

 
3.5.2. ábra: A Ni-SOD feltételezett mőködési mechanizmusa 

 

 Az utóbbi idıkben közlemények sora foglalkozik a Ni-SOD enzimek szerkezeti és funk-

cionális modellezésével. Shearer szintetikus szerkezeti modelljeinek vizsgálata arra utal, hogy 

az amino/amid együttes fémion körüli koordinációnak a nikkel(II) elektrosztatikus szabályo-

zásában van szerepe. E (redoxi)enzimekben szokatlan kötési mód továbbá megvédi a nikkel-

hurok tiolcsoportjait az oxidációtól [121,122]. A kutatócsoportja által elıállított N-terminális 

12 tagú peptid nikkel(II)komplexének spektroszkópiai tulajdonságai jól egyeznek a redukált 

enzimével, és a szervetlen komplexekkel ellentétben hatékony mőködési modellnek bizonyult. 

A peptid N-terminálisának acilezésekor amidnitrogén helyettesíti az aminocsoportot, ami két 

nagyságrenddel csökkentette a katalitikus aktivitást [123,124]. Shearer és munkatársai elıállí-

tották a héttagú fragmenst és annak két módosított változatát is, melyekben a hisztidint 

aszparaginsavval, illetve alaninnal helyettesítették. A natív enzimmel végzett hasonló kísérle-

tekkel ellentétben a katalitikus hatás nem szőnt meg az axiális imidazol koordinációjának hiá-

nya miatt. Az eredeti peptid nikkel(II)komplexéhez képest viszont kisebb SOD-aktivitás volt 
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megfigyelhetı a mutáns metallopeptidek esetében. A szerzık továbbá azt állítják, hogy a 

HCDLPCG peptid nikkelkomplexében a nikkel(II) oxidációját követıen a His1 imidazol el-

foglalja az axiális pozíciót, és ezek után az egész katalitikus ciklus alatt kötött állapotban van 

[125]. Weston és munkatársai hat és kilenctagú metallopeptideket vizsgáltak, és szintén arra a 

következtetésre jutottak, hogy a His1 nélkülözhetı az adott funkció ellátása szempontjából, 

melyet elméleti számolások is alátámasztottak [120,126,127]. A kilenctagú N-terminális sza-

kasz NMR-adatai alapján megállapították, hogy a peptidben a Leu4-Pro5 kötés transz, míg az 

enzimben cisz konformációjú (3.5.3. ábra). Álláspontjuk szerint az aktivitás azért marad meg, 

mert így a Pro5-Leu4 peptid kötés karbonil csoportja részben el tudja látni az ötödik donor-

csoport feladatát [120]. Annak ellenére, hogy a fenti peptidekkel foglalkozó cikkek tartalma 

több ponton átfed munkánkkal, egyik sem nyújt pontos leírást a nikkel(II)komplexek oldatbeli 

viselkedésérıl. 

 

 
3.5.3. ábra: A prolin cisz-transz izomériája 
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4. A vizsgált ligandumok szerkezete 
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5. Kísérleti és vizsgálati módszerek  

5.1. A ligandumok elıállítása, a szilárd fázisú peptidszintézis 

 A Ni-SOD modell HCDLPCG-NH2 98,3%-os tisztaságú, 36% víztartalmú heptapeptidet 

az EZBiolab cégtıl vásároltuk, és további tisztítás nélkül használtuk fel a mellékelt tömeg-

spektrum és kromatogram megtekintése után.  A HRG és endostatin fragmenseket, valamint 

az elágazó láncú peptidet tanszékünkön állítottuk elı szilárdfázisú peptid szintézissel, Fmoc-

stratégiát követve. 

 A szilárd fázisú peptidszintézis aminosavak heterogén közegben lejátszódó kapcsolásá-

nak sorozata. A szilárd hordozóról, Rink Amide gyantáról (Iris Biotech GmbH, borítottsága 

0,25-0,27 mmol/g) bázisérzékeny Fmoc (9-fluorenil-metoxi-karbonil) védıcsoporttal ellátott 

aminocsoport-kötıhelyek ágaztak le. A kapcsolási reakciók elıtt a védıcsoportot piperidin 20 

%(v/v)-os N-metil-pirrolidonos (NMP) oldatával lehasítottuk (1×2 perc, aztán 1×15 perc), 

majd a gyantát NMP-vel mostuk (5.1.1. ábra).  A gyantáról lecsöpögı piperidines oldatrészle-

teket összegyőjtve, majd megfelelıen hígítva dimetil-formamiddal a felszabadult kötıhelyek 

száma spektrofotometriásan meghatározható, ugyanis a hasítás során képzıdı dibenzofluvén-

piperidin adduktnak jellegzetes elnyelése van az UV-tartományban (ε301nm =  

7800 mol–1dm3cm–1). 
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5.1.1. ábra: Az Fmoc védıcsoport eltávolítása során lejátszódó reakciók 
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 Ezt követıen a gyantára öntöttük az α-aminocsoportján szintén Fmoc-kal védett elsı 

aminosav és a kapcsoláshoz szükséges további három reagens NMP-s oldatát. Az O-

benzotriazol-tetrametiluronium-hexafluorofoszfát (HBTU) és az 1-hidroxibenzotriazol 

(HOBt) kapcsolószerek diizopropil-etilamin (DIPEA) szerves bázis jelenlétében aktív észtert 

képeznek az aminosavval, mely könnyen reagál a szabad aminocsoporttal. A szintézis során a 

fentiek alapján számított kötıhelyhez képest négyszeres aminosav és HOBT, valamint 3,8-

szeres HBTU és 7,8-szeres DIPEA mennyiséget használtunk. (A kitermelést csökkentı mel-

lékreakciók miatt kellett utóbbi kettıbıl kevesebbet bemérni.) A reakció során a gyanta sza-

bad aminocsopotrjához az elsı aminosavat karboxilátcsoportján keresztül kapcsoltuk (5.1.2. 

ábra).  
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5.1.2. ábra: A kapcsolás során lejátszódó reakciók 

 

 A gyantát NMP-vel mostuk, és a következı lépésben a szabadon maradt (el nem reagált) 

aminocsoportokat acetileztük. Ennek során a gyantát 10% (v/v) ecetsavanhidridet és 5% (v/v) 

piridint tartalmazó diklórmetánban 15 percig állni hagytuk (idınként megkevertük), majd a 

kezelést friss reagenssel megismételtük. Ez a mővelet megakadályozza, hogy az újabb kap-

csolási folyamatnál a következı aminosav a szabadon maradt helyekre kötıdjön.  

 A mosást követıen a továbbiakban a fenti lépések körfolyamatként ismétlıdtek más-más 

aminosavakkal (Fmoc lehasítása/mosás/kapcsolás/mosás/acetilezés/mosás). Az aminosavak 

oldalláncai savérzékeny védıcsoporttal voltak ellátva, így az átlagosan 30 percig tartó kapcso-
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lások során mellékreakcióban nem vettek részt. A kötıdés sikerességét a Kaiser-teszt segítsé-

gével követtük nyomon, amely a ninhidrin és a szabad aminocsoport közötti színreakción ala-

pul. A szükséges oldatok: (1) fenol (8 g fenolt oldunk 2 ml abszolút etanolban); (2) KCN (13 

mg kálium-cianidot oldunk 20 ml desztillált vízben (c = 0,01 mol/dm3), majd ebbıl 20 µl-t 

piridinnel 1 ml-re hígítunk; (3) ninhidrin (1,0 g ninhidrint oldunk 20 ml absz. etanolban). 

Mindhárom oldatból 2-2 cseppet tettünk a néhány gyantaszemcsébıl álló mintára egy kismé-

rető kémcsıbe, melyet 2 percre forrásban lévı vízbe merítettük. Sikeres kapcsolás esetén nem 

volt szabad aminocsoport, nem volt kék elszínezıdés, míg pozitív teszt esetén meg kellett 

ismételni a kapcsolási lépést.  

 Az utolsó sikeres kapcsolás után is eltávolítottuk az Fmoc védıcsoportot. A HRG 

fragmensek N-terminális végét a már ismertetett módon acetileztük. Ezután a gyantát több-

ször átmostuk NMP-vel, majd kloroformmal és metanollal. Exikkátorban szárítottuk legalább 

egy éjszakán át. (Habár bizonytalanul, de a tömegnövekedés alapján is következtethettünk a 

kapcsolási reakciók sikerességére.) 

 A szárítást követıen a peptidet lehasítottuk a gyantáról. Az Fmoc alapú szintézis során 

egy lépésben történt a peptid, illetve az oldalfunkciók savérzékeny védıcsoportjainak (tritil, 

Boc, Pbf, tBu) eltávolítása. A hasító elegy 95% trifluorecetsavat (TFA), 2,5% vizet és gyök-

fogóként 2,5% trietil- vagy triizopropil-szilánt tartalmazott. A szobahımérsékleten 1,5-2 órán 

át tartó kevertetés során a peptid savamid formában szakadt le a gyantáról. A reakcióelegyet 

szőrtük, majd a TFA-t rotációs vákuumbepárlón ledesztilláltuk. A desztilláció során a hımér-

sékletet a peptidek izomerizációjának elkerülése érdekében alacsony értéken (maximum 40-

45 °C-on) tartottuk. A bepárlás befejezésekor a lombikban maradó kevés (2-3 ml) oldatot je-

lentıs mennyiségő (40 ml) hőtött dietil-éterhez csepegtettük, melynek hatására a peptid pely-

hes csapadékként kivált. A peptidet 6000 rpm fordulatszámon centrifugálással választottuk el, 

majd az éteres mosást és az ezt követı ülepítést többször megismételtük az éterben oldódó 

szerves szennyezık eltávolítása érdekében. A termék azonosítása ESI-MS-sel, tisztítása pedig 

HPLC-vel történt, amit liofilizálás követett. 
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5.2. Folyadékkromatográfia (HPLC) 

 A nyers peptideket fordított fázisú folyadékkromatográfia segítségével tisztítottuk, mely-

hez egy automata mintaadagolóval és eluens gáztalanítóval ellátott Shimadzu LC20 

Prominence típusú HPLC készüléket használtunk. A peptidcsoportok fényelnyelését 215 nm-

en kétcsatornás UV detektorral követtük. A komponensek elválasztása az elágazó láncú 

peptid esetében állandó (izokratikus), a HRG és az endostatin fragmensek esetében változó 

(gradiens elúció) mozgófázis összetétellel volt megvalósítható.  

 A (His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 peptidet a szennyezésektıl XTerra MS C18  (300×19 mm 

belsı térfogatú, 7µm szemcsemérető) preparatív oszlopon izokratikus körülmények között 

választottuk el: 95% H2O (0,1 %(v/v) TFA), 5% acetonitril eluens összetétel és 4 ml/perc 

áramlási sebesség mellett (Rt= 43-50 perc).  

 Az Ac-HHPHG-NH 2 pentapeptidet Supelco Discovery BIO Wide Pore C18 (250×10 

mm, 5 µm) félpreparatív oszlopon, 0,1 %(v/v) TFA-t tartalmazó víz és acetonitril elegyével 

eluáltuk (A eluens: H2O, 0,1% TFA, B eluens: CH3CN). Az elúció programja (a B eluens szá-

zalékos részarányának megadásával) a következı volt: 0-2 perc 0-1% B (lineáris gradiens); 2-

14 perc 1% B (izokratikus); 14-20 perc 1-2% B (lineáris gradiens); 20-21 perc 2% B 

(izokratikus); 21-23 perc 2-3% B (lineáris gradiens); 23-26 perc 3 %B (izokratikus); 26-31 

perc 3-15% B (lineáris gradiens); 31-32 perc 15-0 % B (lineáris gradiens); 32-37 perc 0% B 

(izokratikus); Rt = 22,9-32,5 perc 

 Az Ac-HHPHGHHPHG-NH 2 dekapeptidet Supelco Discovery BIO Wide Pore C18 

(250×10 mm, 5 µm) félpreparatív oszlopon, 0,2% (v/v) TFA-t tartalmazó víz, acetonitril és 

TFA nélküli víz elegyével eluáltuk (A eluens: H2O, 0,2% TFA, B eluens: CH3CN, Eluens C: 

H2O). Az elúció programja a következı volt: 0-4 perc 5% B (izokratikus); 4-6 perc 5-7 % B 

(lineáris gradiens); 6-12 perc 7 % B (izokratikus); 0-12 perc 47.5 % C (lineáris gradiens); 12-

15 perc 7-10 % B, 47.5-45% C (lineáris gradiens); 15-17 perc 10-20% B, 45-40% C (lineáris 

gradiens); 17-22 perc 20% B, 40% C (izokratikus); 22-25 perc 20-5% B, 40-5% C (lineáris 

gradiens); 25-30 perc 5% B, 5% C (izokratikus); Rt = 14,7-19,6 perc. 

 A HSHRDFQPVLHL-NH 2 tizenkét tagú peptidet Supelco Discovery BIO Wide Pore 

C18 (250×10 mm, 5 µm) félpreparatív oszlopon, 0,1% (v/v) TFA-t tartalmazó víz és 

acetonitril elegyével eluáltuk (A eluens: H2O, 0,1% TFA, B eluens: CH3CN). Az elúció prog-

ramja (a B eluens százalékos részarányának megadásával) a következı volt: 0-10 perc 20-

30% B (lineáris gradiens); 10-15 perc 30-40 % B (lineáris gradiens); 15-20 perc 40-20% B 

(lineáris gradiens); 20-30 perc 20% B; Rt = 10,1-12,1 perc. 
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 Utóbbi három peptidnél az eluens áramlási sebessége 3 ml/perc volt és a győjtött csúcsok 

tisztaságát Supelco Discovery BIO Wide Pore C18 (250×4,6 mm, 5 µm) analitikai kolonnán 

ellenıriztük, valamint tömegspektrometriával azonosítottuk. A peptidoldatokat ezt követıen 

liofilizáltuk, melynek révén szilárd állapotban, trifluoracetát sóként, ~ 40%-os kitermeléssel 

nyertük ki a ligandumokat. 

5.3. Tömegspektrometria (ESI-MS) 

 A peptideket a pontos (monoizotópos) molekulatömeg ismeretében egy Finnigan TSQ-

7000 tripla kvadrupol analizátoros, elektrospray ionizációs (ESI) ionforrással ellátott 

Finnigan-MAT, San Jose, CA tömegspektrométerrel azonosítottuk. A készüléket pozitív ion 

módban használtuk (tömegtartomány: 10–2500 m/z), a kapilláris feszültség 4,5 kV volt, köd-

képzı gázként N2-t használtunk. A nyers peptidek vizes oldatát, illetve a folyadékkromatográ-

fiás tisztítás során győjtött frakciókat egy HPLC pumpa által generált mozgófázissal jutattuk a 

készülékbe (mozgófázis: metanol-víz-hangyasav = 50-50-0,1 térfogatarányban; HPLC pum-

pa: Applied Biosystems 140C; áramlási sebesség 250 µl/perc; mintatérfogat: 5 µl). 

 Az elágazó láncú peptid analitikai adatai: m/z = 950,6 [M + H]+; m/z = 475,8 [M + 2H]2+ 

és m/z =  317,5 [M + 3H]3+. A számolt monoizotópos tömeg: 949,6 Da. 

 A pentapeptid analitikai adatai: m/z = 625,2 [M + H]+; m/z = 312,9 [M + 2H]2+ és m/z = 

208,7 [M + 3H]3+. A számolt monoizotópos tömeg: 324,3 Da. 

 A dekapeptid analitikai adatai: m/z = 1190,8 [M + H]+; m/z = 595,7 [M + 2H]2+ és m/z = 

397,3 [M + 3H]3+. A számolt monoizotópos tömeg: 1189,5 Da. 

 A tizenkéttagú peptid analitikai adatai: m/z = 1484,9 [M + H]+; m/z = 742,7 [M + 2H]2+ 

és m/z = 495,6 [M + 3H]3+. A számolt monoizotópos tömeg: 1483,8 Da 

5.4. A pH-potenciometria 

 Az oldatbeli egyensúlyi vizsgálatok, a savi disszociációs (Kpqr) és komplexképzıdési 

(βpqr) állandók meghatározása potenciometriás módszerrel történt. A módszer alkalmazható-

ságának elvi háttere az, hogy a vizsgált folyamat során a fémionok leszorítják a ligandum pro-

tonjait. Ez az oldatbeli hidrogénion-koncentráció megváltozását okozza, mely az üvegelektród 

által érzékelt potenciálváltozást eredményez. Az általunk tanulmányozott rendszerek mind-

egyike megfelel ennek a követelménynek. A pH-metriás titrálások nagyrészt vizes közegben, 

kisebb részt 80–20 %(v/v)-os dimetil-szulfoxid(DMSO)–víz elegyben történtek. A vizes kö-

zegő titrálásokat állandó hımérsékleten (298,0 ± 0,1K) és állandó ionerısség (0,1 mol/dm3) 

mellett végeztük. Az ionerısség beállítására minden esetben analitikai tisztaságú NaCl-ot 
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vagy NaClO4-ot (Reanal) használtunk. A CO2 és molekuláris oxigén távoltartására oldataink-

ba vagy azok fölé inert gázt, nagy tisztaságú argont buborékoltattunk. A mérıoldat NaOH 

(Fluka) ~0,1 mol/dm3 koncentrációjú vizes oldata volt, melyet ioncserélt, szőrt, desztillált és 

kiforralt vízbıl készítettünk. A mérıoldat koncentrációját pontos beméréssel készített kálium-

hidrogénftalát (Fluka) oldat titrálásával határoztuk meg. A fémionok törzsoldatainak elkészí-

téséhez szilárd CuCl2-ot, ZnCl2-ot illetve NiCl2-ot (mindhárom Aldrich) használtunk fel, majd 

az oldatok koncentrációit komplexometriás titrálással határoztuk meg. A vizsgálatokhoz 

használt vegyszerek analitikai tisztaságú, kereskedelmi forgalomban kapható reagensek voltak 

az általunk elıállított peptideken kívül. 

 A pH-potenciometriás titrálásokat IBM-kompatibilis PC által vezérelt Dosimat 665 típusú 

Metrohm automata bürettából és Orion 710A precíziós pH-mérıbıl álló berendezéssel, illetve 

egy ABU93 típusú, beépített pH-mérıvel rendelkezı automata bürettával végeztük. Az Orion 

9103 BN és Metrohm Micro (6.0234.100) kombinált pH üvegelektród kalibrálásához erıs 

savat (HCl vagy HClO4) titráltunk. Az így nyert Erel.mV vs. Vml adatsorok értékelése a módosí-

tott Nernst-egyenlet alapján történt [128]: 
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melyben az ismert paraméterek mellett a JH és JOH az üvegelektród savas illetve lúgos hibájá-

nak, valamint a folyadék–folyadék határfelületi potenciálból adódó hibáknak a korrekciójára 

szolgáló illesztési paraméterek, a KW=10–13,75 M2 pedig a víz autoprotolízis állandója [129]. A 

paraméterek kiszámítása a nemlineáris legkisebb négyzetek módszere szerint történt. A rend-

szerekben képzıdı részecskék az alábbi általános egyensúlyi folyamattal, ill. képzıdési állan-

dóval jellemezhetıek, 
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ahol M a fémiont, L a nemprotonált ligandum molekulát jelöli. A protonálódási és komplex-

képzıdési állandók (
rqp LHMβ = βpqr) meghatározását a PSEQUAD nevő számítógépes prog-

rammal végeztük [130]. Az említett állandók meghatározása 4-10 független titrálással történt, 

az egyes adatsorok egyenként 50-70 adatpontot tartalmaztak. A fém-ligandum arányt, rend-

szertıl függıen 1:2 és 2:1 között, míg a fémion-koncentrációt 5×10–4 – 5×10–3 M tartomány-
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ban változtattuk. (A továbbiakban egy adott komponens (pl. Cu2+) oldatbeli teljes koncentrá-

cióját a [Cu2+]tot szimbólum jelöli.) 

 A HSHRDFQPVLHL–NH2 tizenkéttagú peptid savi disszociációs és komplexképzıdési 

állandóit cink(II)ionok jelenlétében 80-20 %(v/v)-os DMSO-víz elegyben is vizsgáltuk, állan-

dó hımérsékleten (298,0 ± 0,1K) és állandó ionerısség (0,1 mol/dm3 KCl) mellett. Ilyen kö-

rülmények között az elektródot az Irwing-féle módszerrel kalibráltuk [131], a vízionszorzat 

értéke pedig Kw=10-18,40 M2 [132,133]. A protonálódási és komplexképzıdési állandók ki-

számolása szintén a PSEQUAD programmal történt a korábban ismertetett elvek szerint. 

5.5. UV-látható spektrofotometria 

Ahhoz, hogy a molekulák a fényt el tudják nyelni, az szükséges, hogy legyen két olyan 

belsı állapotuk, amelyek energiájának ∆E különbsége éppen megegyezik a fotonok hν ener-

giájával. A feltétel teljesülése esetén az alacsonyabb energiájú állapotú molekula elnyelheti a 

fotont, így átkerülhet egy magasabb energiájú állapotba. A szabad atomok héjaiban a d-pályák 

degeneráltak. Az átmenetifém-komplexekben azonban – ahol a központi fémion közvetlen 

környezete már nem gömbszimmetrikus – a d-pályák egyenértékősége megszőnik, s közöttük 

energia elnyelése közben elektronátmenetek jöhetnek létre. Az átmenetifém-ionok részlegesen 

betöltött d-pályái felelısek többek között a látható hullámhosszú fény abszorpciójáért. Az 

elektronátmenetek másik osztálya, a töltésátviteli (CT) sávok vizsgálata is fontos szerepet 

játszhat a komplexek szerkezetének felderítésében. Míg az elızı esetben az elektronátmenet a 

fémes pályákon való átrendezıdés eredménye, addig a töltésátviteli sávok a fémion és a 

ligandum közti elektron donor – elektron akceptor átmenetekkel jellemezhetıek. Ezen átme-

netek eredményeként egyedi, nagy intenzitású (akár ezerszer nagyobb ε, mint a d-d átmene-

teknél) abszorpciós sávok jelennek meg, fıként az ultraibolya tartományban. 

Az elektron-átmenetek gyakran összeolvadnak egyetlen sávvá, így az UV-látható spekt-

rum folytonos szerkezető. Energiájuk, illetve az intenzitásuk erısen függ attól, hogy a 

ligandumnak hány donoratomja koordinálódott a fémionhoz. Ezen kívül az abszorpciós ma-

ximum (λmax) értékeket befolyásolja a komplex pontos geometriája és a donoratomok kémiai 

minısége is. E tulajdonságok segítségével alkotott meg Billo [134] egy empirikus összefüg-

gést a réz(II)komplexek várható abszorpciós maximumáról. Megállapította, hogy a hullám-

szám (ν/cm–1) értékekre jelentıs hatásuk csak az ekvatoriális síkban koordinálódó donorato-

moknak van, valamint, hogy az egyes donoratomokhoz rendelhetı hatás additív. A lehetséges 

donorcsoportokat különbözı típusokba sorolta, úgymint peptid amidnitrogén (azaz töltéssel 

rendelkezı nitrogén donoratom), aminonitrogén, piridin/imidazolnitrogén, karboxilát oxigén, 
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karbonil oxigén, hidroxidion és víz. A donoratomok kémiai minıségének a hatását késıbb 

Sigel és Martin [135], valamint Pettit és munkatársai [136] vizsgálták, már jóval nagyobb 

számú komplex spektroszkópiai adatainak a figyelembe vételével. Prenesti és munkatársai 

egy újabb munkában [137] tovább pontosították azt (5.5.1. táblázat). A vizes oldatban jelen-

lévı [Cu(H2O)6]
2+ ion négy ekvatoriális vízmolekulájának oxigén- vagy nitrogéndonorokra 

történı cseréje az abszorpciós maximumot a rövidebb hullámhosszak felé  tolja el (kék eltoló-

dás). Ez az effektus különösen nitrogéndonoroknál jelentıs.  

 

νi (µm–1)a 
Donorcsoport 

Billo Sigel és Martin Prenesti 

aminonitrogén 0,453 0,460 0,450 

peptidnitrogén 0,485 0,494 0,495 

imidazolnitrogén 0,430 0,434 0,427 

karboxilátoxigén 0,342 0,346 0,353 

hidroxidion 0,301 0,294 0,390 

víz 0,301 0,294 0,296 

a 
i

4

1
max νλ i

i

n∑
=

3 /10=  

 

5.5.1. táblázat: A réz(II)komplexek ekvatoriális síkjában koordinálódó donoratomok egyedi hozzájárulása az 

elméleti abszorpciós maximum (λmax) értékhez (vizes oldatban) 

 

Ezzel szemben a ligandum axiális irányú koordinációja, a csak ekvatoriális síkban ko-

ordinált réz(II)komplexekre számolható elméleti abszorpciós maximumhoz képest a nagyobb 

hullámhosszak felé (vörös eltolódás) tolja el a λmax értéket. A kvantitatív összefüggés meg-

adását az nehezíti, hogy az effektus nagysága a donoratom kémiai természetén kívül függ a 

kelátgyőrő méretétıl, valamint a ligandumhoz kapcsolódó, de a koordinációban részt nem 

vevı funkciós csoportoktól is [138]. 

A réz(II)–(His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 rendszerekben a pH-metriás titrálások minden 

pontjában in situ elnyelési spektrumokat vettünk fel egy Ocean Optics PC 2000 típusú 

üvegszáloptikás, diódasoros, bemerülıfejes spektrofotométer segítségével. A készülék a látha-

tó hullámhossz-tartományban (400–800 nm) mőködik. A többi rendszernél az elektronger-

jesztési spektrumokat Hewlett Packard 8452A típusú diódasoros, Unicam Helios α, illetve 

egy Varian Cary3E típusú spektrofotométeren vettük fel. A mérések során alkalmazott 
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réz(II)ion-koncentráció 5×10–4–3,1×10–3 M volt. A spektrumokat 180–820 nm-es hullám-

hossz-tartományban vettük fel. A koncentrációtól és a vizsgált hullámhossz-tartománytól füg-

gıen 1 és 2 cm-es úthosszal rendelkezı kvarc küvettákat használtunk. A réz(II)- és nik-

kel(II)komplexek egyedi spektrumainak kiszámításához a korábban említett PSEQUAD prog-

ramot alkalmaztuk [130]. 

5.6. CD-spektroszkópia 

A síkban poláros fény felbontható egy jobbra és egy balra forgató komponensre. A fehér-

jék és peptidek, mint optikailag aktív anyagok, egy adott hullámhossz-tartományban a jobbra 

és balra forgató cirkulárisan poláros fényt eltérı mértékben nyelik el. Ezt a jelenséget nevezik 

cirkuláris dikroizmusnak vagy felfedezıjérıl Cotton-effektusnak. A kétféle fénysugár (molá-

ris) abszorpciójának különbségét (∆ε = εbal–εjobb, ∆A = Abal–Ajobb) vagy a mintából kilépı 

elliptikusan poláros fény ellipticitását (Θ) a hullámhossz (λ) függvényében ábrázolva kapjuk 

meg a cirkuláris dikroizmus spektrumot. A CD görbe maximumai és minimumai az elektron-

gerjesztési abszorpciós spektrum maximuma helyén, illetve ahhoz közel jelentkeznek. Vi-

szonylag keskeny sávok, ellentétben az elektrongerjesztési spektrummal.  

A polipeptidek és fehérjék szerkezetvizsgálatában fıként a CD spektrum ultraibolya tar-

tománya informatív. Az amidkromofórok elnyelési hullámhossz-tartományában (180–250 

nm) ezen csoportok egymáshoz képesti elrendezıdésére, tehát az egyes másodlagos szerkezeti 

elemekre jellemzı spektrumok mérhetık. A közeli UV tartomány (250-350 nm) a harmadla-

gos szerkezetrıl ad felvilágosítást. A cirkuláris dikroizmus spektroszkópiát a réz(II)- és nik-

kel(II)tartalmú peptidkomplexek szerkezetének vizsgálatára is széles körben használják. Az 

átmenetifém-komplexek kiralitását általában a következı aszimmetriaforrásoknak tulajdonít-

juk: 

a) a fémion-donoratom együttesben fellépı királis elrendezıdés, 

b) konfigurációs aszimmetria (a kelátgyőrők királis elrendezıdése a fémion körül), 

c) konformációs aszimmetria – az egyes kelátgyőrők konformációjából adódó kiralitás 

(a győrős kelát körüljárási iránya bizonyos hélicitást mutat), 

d) a fémionhoz koordinálódott ligandumban található kiralitáscentrum hatásának közve-

títése kémiai kötéseken keresztül. 

 Míg az elsı két lehetıség a kinetikailag inert komplexeknél fontos, addig a réz(II)- és 

nikkel(II)komplexek vizes oldataiban a c) és d) pontban felsorolt jelenségeknek van döntı 

szerepük. A ligandumban található kiralitáscentrumok egyrészt a kötéseken keresztül hatnak a 

fémionra, másrészt a kiralitáscentrum következtében fellépı aszimmetria miatt a kelátgyőrők 
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valamely konformációja kitüntetett stabilitású lehet. Ennek hiányában ugyanis a konformáció 

szempontjából „racém elegy” alakul ki, melyekhez ellentétes elıjelő, azonos nagyságú 

Cotton-effektus tartozik, amik így kioltják egymást. Az tehát, hogy a d-d átmenetek hullám-

hossztartományában optikai aktivitást tapasztalhatunk önmagában is egy királis ligandum 

koordinációját bizonyítja. A spektrum alakja, elıjele és intenzitása pedig a fémion körül ki-

alakult térbeli szerkezetre jellemzı.  

A HRG fragmensek távoli UV-CD spektrumait a dániai Institute for Storage Ring 

Facilities, University of Aarhus (ASTRID–ISA), szinkrotron sugárzásos (SRCD) berendezése 

segítségével rögzítettük. A részecskegyorsítóból a lineárisan polarizált fény egy CaF2-os abla-

kon halad keresztül a CD készülékbe, folyamatos N2-áram mellett, ahol a modulátor (PEM 

I/CF50, 50kHz) a polarizált fényt felváltva jobbra illetve balra cirkulárisan polarizált fénysu-

gárrá átalakítja. A CD jelek rögzítésére a modulátorral szinkronizált fotoelektron sokszorozó 

detektort (PMT 9402B) használtunk. A készüléket a kámfor-szulfonsav spektruma alapján 

kalibráltuk. A spektrumokat 0,1 mm-es kvarc küvettában, 175–260 nm hullámhossz-

tartományban rögzítettük vizes közegben, 298 K hımérsékleten, 1,0×10-3 M ligandum kon-

centráció mellett. 

A peptidkomplexek UV/látható CD spektumait Franciaországban egy Jasco J-710, illetve 

a Szegedi Biológiai Kutatóközpontban egy Jobin-Yvon CD6 spektrométerekkel vettük fel 

vizes közegben, szobahımérsékleten, 300-800 nm tartományban 1,0 cm optikai úthossz mel-

lett, 5×10–4–3,1×10–3 mol/dm3 fémion koncentráció-tartományban. A réz(II)- és nik-

kel(II)komplexek egyedi spektrumainak kiszámításához ezúttal is a korábban már említett 

PSEQUAD programot használtuk. 

5.7. ESR-spektroszkópia 

Az elektronspin-rezonancia spektroszkópia (ESR) a párosítatlan elektront tartalmazó 

fémkomplexek szerkezeti jellemzésének az egyik leggyakrabban alkalmazott módszere. A 

módszer alapja a Zeemann effektus, melynek értelmében külsı mágneses tér hatására a páro-

sítatlan elektron energiaszintjének degenerációja megszőnik. A felhasadt energiaszintek kö-

zött mikrohullámú sugárzás hatására átmenet jöhet létre. 

Az ESR-aktív vegyületekben az alkalmazott mágneses tér mellett további – nullától eltérı 

magspinő mag(ok) vagy esetleg más párosítatlan elektron(ok) által indukált – elemi terek is 

hatással lehetnek az elektronnívók felhasadására, azaz módosíthatják a vonalak helyzetét (g), 

számát, alakját, illetve intenzitását. Az általunk tanulmányozott rendszerben az alábbi köl-

csönhatásokkal kell számolnunk: 
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(a) Ha a párosítatlan elektron nem-zéró spinő mag (I≠0) erıterében mozog, akkor a jel 

2I+1 komponensre hasad fel. Ez a kölcsönhatás a hiperfinom csatolási állandóval (A) jelle-

mezhetı. Többmagvú komplexek esetén a jel elvileg 2nI+1 vonalra hasadhat fel (ahol n a ma-

gok száma), azonban ezt az elektron-elektron kölcsönhatás elfedheti. 

(b) A ligandum nem-zéró spinő magjai a spektrum további felhasadását eredményezhetik. 

Ezt az elıbbinél gyengébb kölcsönhatást az okozza, hogy az elektron kismértékben ezen ma-

gok mágneses terét is érzékeli, így több mag hatása esetén 2nI+1 illetve különbözı magok 

esetén (2n1I1+1)×(2n2I2+1) további vonal jelenik meg a spektrumban. A kölcsönhatásokat a 

szuperhiperfinom csatolási állandó jellemzi (A). 

(c) Kétmagvú fémkomplexekben a centrumok közelsége elektronspin kicserélıdést 

(antiferromágneses kölcsönhatást) eredményezhet a fémionok között. Ez a hatás erısen függ a 

fémionok egymástól való távolságától, s a kölcsönhatás jelentıs sávkiszélesedést okozhat 

vagy akár az ESR-jel eltőnését is eredményezheti.   

Az ESR-spektrumokat Budapesten (KKKI) Dr. Rockenbauer Antal, Dr. Korecz László és 

Dr. Nagy Nóra segítségével egy BRUKER EleXsys E500 típusú spektrométeren vettük fel, 

100 kHz térmodulációval, 298 és 77 K hımérsékleten. A méréseknél alkalmazott réz(II)-

koncentráció 1,1–2,3×10–3 M volt. A spektrumokat a potenciomteriás mérések alapján készí-

tett eloszlásgörbék alapján elıre meghatározott pH-kon vettük fel. A mérések során kétféle 

módszert alkalmaztunk. A szobahımérsékleten történı méréseket egy 8 cm3 térfogatú átfo-

lyós küvettában vizes közegben, állandó inert nitrogén gáz buborékoltatása közben, állandó 

ionerısség (0,1 M) mellett végeztük. Az ionerısség beállítására minden esetben analitikai 

tisztaságú NaCl-ot (Reanal) használtunk. A 298 K-en rögzített kisfelbontású izotróp spektru-

mokat csak annak érdekében elemeztük, hogy nyomon követhessük a pH függvényében eltérı 

mértékben képzıdı ESR-aktív részecskék koncentrációjának változását. Az anizotróp spekt-

rumok felvétele elıtt a fagyasztott mintákhoz a jég szerkezetének megtörése céljából 30 % 

metanolt adtunk. Rendszerint egyidejőleg többféle komplex van jelen egy oldatban, és ezek 

spektrumai átfedik egymást, ezért az egyes molekulafajták szerkezeti jellemzése érdekében fel 

kell bontani a mért görbéket a rendszerben képzıdı komponensek színképeire. Komponens 

spektrum alatt egy adott koordinációs környezethez tartozó spektrumot értünk. Az ESR-

paraméterek (g||, g┴, A||, A┴ réz csatolások, aN izotróp nitrogén csatolás) kiszámításához a Dr. 

Rockenbauer Antal által írt programot használtuk [139], mellyel egy mért spektrum legfeljebb 

három szimulált komponens spektrumra bontható fel. A mágneses tér hitelesítésére man-
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gán(II)ionnal szennyezett MgO por szolgált. A részecskék spektrumának kiszámolásakor fi-

gyelembe vettük a réz természetes izotóp eloszlását. 

5.8. NMR-spektroszkópia 

 A magmágneses-rezonancia spektroszkópia (NMR) alapja, hogy – hasonlóan az elektro-

nokhoz – az atommagoknak is van impulzusmomentuma, s ezzel mágneses momentuma. A 

mágneses momentum (a spin), ha mágneses térbe kerül, beáll a tér irányába. Pontosabban 

kvantáltsága azt jelenti, hogy a külsı térrel olyan szöget zár be, hogy vetülete meghatározott 

nagyságú legyen, γħ egész vagy fél-egész számú többszöröse: mγħ, ahol ħ=h/2Π ; γ az ún. 

giromágneses tényezı (az egyes atommagokra jellemzı állandó); m futó szám (maximuma I, 

a spin kvantumszám és nagysága az I, I-1, ....-I, összesen 2I+1 értéket veheti fel). Ha a mag-

momentumot vektornak tekintjük, akkor a rezonancia azt jelenti, hogy a vektor az egyik lehet-

séges beállásból átbillen a másikba, vagyis a mag mágneses momentumának a külsı mágne-

ses térhez viszonyított iránya változik meg. Az ehhez szükséges energia rádiófrekvenciás su-

gárzás elnyelésébıl származik és a megfelelı frekvenciát, amely a külsı térrel arányos, sze-

lektíven, rezonanciaszerően nyelik el az egyes atommagok. A kémiai környezet befolyása (a 

külsı mágneses tér milliomod részével, ppm-ben mérhetıen) a rezonanciafrekvenciára a ké-

miai eltolódás (δ). Ha a kémiai környezet hat a rezonanciafrekvenciára, akkor az utóbbi pon-

tos mértéke informál a kémiai szerkezetrıl. A jelek intenzitása arányos az értük felelıs magok 

számával, vagyis az NMR-spektrumból megkapható a különbözı kémiai környezetben elı-

forduló azonos fajta magok relatív száma is. A spinekre hat szomszédaik kvantumállapota, 

azaz a szomszéd alap- vagy gerjesztett állapota eltérıen hat a partnere körüli lokális mágneses 

tér nagyságára, s ezzel a rezonanciafrekvenciára. Tehát a jól elkülönülı jelek száma és inten-

zitásaránya a kémiai eltolódás-koncepciónak megfelelı, de egyes jelek egymáshoz közeli vo-

nalakra hasadva multipletként jelentkeznek. A vonaltávolságot hívjuk csatolási állandónak (J), 

amely rendkívül érzékeny a csatolódó spinek kölcsönös térbeli helyzetére, így a csatolási ál-

landó kulcsinformáció a molekulák háromdimenziós szerkezetét illetıen. 

Az NMR-mérések során lehetıség van arra, hogy a különbözı csoportok rezonanciajelei 

között mágnesezettség transzfert hozzunk létre és a kapott spektrumot két tengelyen ábrázol-

juk. Ez a módszer a kétdimenziós NMR-spektroszkópia, ami megkönnyíti a bonyolult elsı-

rendő spektrumok kiértékelését. Segítségével azonosíthatók sok esetben a ligandum donor-

csoportjai és hasznos szerkezeti információkat is nyerhetünk. A kétdimenziós NMR-

spektroszkópiának többféle technikai kivitelezése van. A COSY (korrelációs spektroszkópia) 

homonukleáris szomszédos magok, a TOCSY az egy spinrendszerhez tartozó homonukleáris 
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magok kölcsönhatását érzékeli kötésen keresztüli (skaláris) csatolás révén. Az egymással csa-

tolódó magok ún. keresztcsúcsot adnak a spektrumban. A ROESY a NOESY (mag 

Overhauser hatás spektroszkópia) forgó koordinátarendszerő változata. A mag Overhauser 

hatást (NOE) a magok (mágneses dipólok) közvetlen dipoláris csatolása miatt fellépı ún. 

keresztrelaxációs folyamatok okozzák. Ez azt jelenti, hogy a csatolás nem kötésen keresztül, 

hanem téren keresztül jön létre, tehát a molekula térbeli elrendezıdésérıl kapunk információt. 

A hatás kb. 0,5 nm távolságig terjed ki. 

A réz(II)komplexeknél a réz(II)ion paramágneses tulajdonsága miatt az NMR-

spektroszkópia korlátozottan alkalmazható. Jóval nagyobb a jelentısége ugyanakkor a 

cink(II)komplexek vizsgálatában, mert az egyes atomcsoportokra (az általunk is alkalmazott 
1H-NMR-spektroszkópia esetén a hidrogént tartalmazó csoportokra) jellemzı jelek kiszélese-

désébıl és kémiai eltolódás értékébıl, valamint a jelek felhasadásából következtethetünk a 

ligandum különbözı csoportjainak protonáltságára, illetve fémionhoz való koordinálódására.  

Az NMR-mérések a Szegedi Tudományegyetemen Bruker Avance DRX 400 és Bruker 

Ultrashield 500 Plus, valamint a Nancy-i Egyetem Bruker Advance 500 típusú spektrométere-

in történtek. A spektrumokat vízben, deutérum-oxidban és deuterált dimetil-szulfoxidban vet-

tük föl 298 K-en, állandó ionerısség (0,1 M NaCl) mellett. A fémion-koncentráció 4,7×10-3–

1,0×10-2 M között változott. A deuterált oldatokban az elıre meghatározott pH* (a leolvasott, 

deutérium hatással nem korrigált pH) értékeket NaOD oldattal állítottuk be. A kémiai eltoló-

dás értékeket (δ) dioxán belsı referens alkalmazásával, Me4Si-ra vonatkoztatva adtuk meg 

(3,700 ppm 1H-NMR). A felvett 2D COSY, TOCSY és ROESY spektrumok 

2048(F2)×1024(F1) komplex pontot tartalmaztak. Az NMR-spektrumokat a Topspin 2.0 

programcsomag (Bruker) segítségével értékeltük ki. Valamennyi ligandum esetén készült 1H-

NMR-spektrum egyrészt a ligandum azonosítása, másrészt tisztaságának ellenırzése céljából. 

 

A vizsgált peptidek NMR-jeleinek hozzárendelése: 

(m = multiplet, t = triplet, d = dublet, dd = dublet dubletja, s = szinglet) 

 

 Az Ac-HHPHG-NH2 
1H-NMR-jelei D2O-ban, pH* = 7,9 és δ ppm-ben: δ = 1,71-1,82 és 

2,10-2,21 (m és m, 1 H és 1 H Pro β-CH2); 1,81-1,91 (m, 2 H Pro γ-CH2); 1,91 (s, 3 H acetil 

CH3-CO-); 2,82-3,10 (m, 3×2 H His β-CH2); 3,35-3,44 és 3,51-3,60 (m és m, 1 H és 1 H Pro 

δ-CH2); 3,79 és 3,85 (AB kvartet, 1 H és 1H Gly α-CH2); 4,29-4,34 (dd, 1 H Pro α-CH); 
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4,45-4,58 és ~ 4,77 (m és ? (átfed a víz jelével), 2×1 H és 1 H His α-CH); 6,82, 6,89 és 6,93 

(3×s, 3×1 H His C5H); 7,62, 7,64 és 7,66 (3×s, 3×1 H His C2H). 

 Az Ac-HHPHGHHPHG-NH2 
1H-NMR-jelei D2O-ban, pH* = 5,87 és δ ppm-ben: δ = 

1,73-1,82 és 2,14-2,23 (m és m, 2×1 H és 2×1 H Pro β-CH2); 1,84-1,92 (m, 2×2 H Pro γ-

CH2); 1,90 (s, 3 H acetil CH3-CO); 2,92-3,25 (m, 6×2 H His β-CH2); 3,43-3,60 (m, 2×2 H 

Pro δ-CH2); 3,80-3,91 (m, 2×2 H Gly α-CH2); 4,31-4,37 (m, 2×1 H Pro α-CH); 4,50-4,67 és 

4,82-4,90 (m és m, 4×1 H és 2×1 H His α-CH); 7,04, 7,08, 7,11, 7,12, 7,19 és 7,20 (6×s, 6×1 

H His C5H); 8,16, 8,24, 8,24, 8,26, 8,28 és 8,33 (6×s, 6×1 H His C2H). 

 A HSHRDFQPVLHL-NH 2 
1H-NMR-jelei D2O-ban, pH* = 5,0 és δ ppm-ben: 

δ = 0,75−0,95 (m, 6×3 H Val,Leu –CH3); 1,30-1,75 (m, 2×2 H Arg γ,δ –CH2; 2×2 H Leu β-

CH2, 2×1 H γ−CH); 1,75-2,00 (m, 1 H Val β-CH, 1 H Pro γ-CH); 2,15-2,30 (m, 2 H Pro β-

CH2); 2,40-2,65 (m, 2 H Asp β-CH2); 2,90-3,30 (m, 5×2 H Phe, Arg, His β-CH2); 3,50-3,60 

(m, 2 H Pro δ-CH2); 3,75-3,87 (m, 2 H Ser β-CH2); 3,90-4,00 (d, 1 H Val α-CH); 4,20-4,35 

(m, 5×1 H His, Leu, Pro α-CH); 4,44-4,49 (t, 1 H Ser α-CH); 4,49-4,57 (m, 2×1 H Arg, Phe 

α-CH); 7,13-7,20 and 7,25-7,31 (m, 5 H Phe Ar-CH); 7,20-7,25 (s, 3×1 H His C5H); 8,20-

7,55 (s, 3×1 H His C2H). 

 A HCDLPCG-NH2 
1H-NMR-jelei D2O-ban, pH* = 9,0 és δ ppm-ben: 

δ = 0,80−0,90 (m, 3 H Leu –CH3); 1,50-1,65 (m, 3 H Leu α−CH, β–CH2); 1,85-1,95 (m, 1 H 

Pro β-CH2); 1,95-2,05 (m, 2 H Pro γ-CH2); 2,20-2,30 (m, 1 H Pro β-CH2); 2,45-2,70 (m, 2 H 

Asp β-CH2); 2,70-2,80 (m, 2 H Cysa β-CH2); 2,80-2,95 (m, 4 H His, Cysb β-CH2); 3,60-3,63 

(m, 1 H Pro δ-CH2); 3,70-3,75 (t, 1 H His α-CH); 3,75-3,85 (m, 1 H Pro δ-CH2); 3,85-3,97 

(AB kvartett, 2 H Gly α-CH); 4,3-4,35 (m, 2 H Cysa/b α-CH); 4,35-4,40 (m, 1 H Pro α-CH); 

4,57-4,63 (m, 2 H Leu, Asp α-CH); 6,89 (s, 1 H His C5H); 7,66 (s, 1 H His C2H) 

 A (His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 
1H-NMR-jelei 10% D2O/H2O-ban, pH* = 7,0 és δ ppm-

ben: δ = 1,24-1,39 (3×2 H Lys γ-CH2); 1,38-1,51 (3×2 H Lys δ-CH2); 1,69-1,73 (3×2 H Lys 

β-CH2); 3,12-3,18 (3×2 H Lys ε-CH2); 3,31-3,35 (4×2 H His β-CH2); 4,18-4,20 (3×1 H Lys 

α-CH); 4,13-4,69 (4×1 H His α-CH); 7,36 (4×1 H His C5H); 8,65 (4×1 H His C2H) 
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5.9. Szuperoxid-dizmutáz aktivitás mérése 

 Az vizsgált komplexek szuperoxid dizmutáz aktivitását 298 K-en a McCord-Fridovich-

féle indirekt tesztreakcióval vizsgáltuk [140,141]. A szuperoxid-gyököt a xantin/xantin oxidáz 

reakció segítségével in situ állítottuk elı. Az oldatban adott nitroblue-tetrazolium-klorid só 

(NBT, Sigma) szuperoxiddal történı redukciója diformazán képzıdését eredményezi, mely-

nek jellemzı kékeslila színe 560 nm-nél intenzív fényelnyelést mutat (5.9.1. ábra). A szuper-

oxid-koncentrációt csökkenteni képes fémkomplexek gátolják ezt a reakciót, s így jelenlétük-

ben az 560 nm-en mért abszorbancia lassabban növekszik, mint az aktív fémkomplexet nem 

tartalmazó referencia rendszerben (vakminta). 

 Az abszorbancia változását 1 cm úthosszúságú mőanyag küvettában, Unicam Helios α 

forgócellás spektrofotométerrel követtük. A SOD-aktivitás mérése során foszfátpufferekben 

(Na2HPO4 és NaH2PO4, c = 5,0×10–2 mol/dm3, Reanal) oldott 1,0×10–4 mol/dm3 koncentrá-

ciójú NBT és 1,0×10–4 mol/dm3 koncentrációjú xantin oldatot használtunk. A xantin oxidáz 

mennyiségét úgy állítottuk be, hogy az abszorbancia változás 560 nm-nél 0,025-0,028 perc–1 

érték között változzon. Az NBT redukcióját változó koncentrációjú nikkel(II)–HCDLPCG-

NH2 komplex jelenlétében, illetve annak távollétében is vizsgáltuk, a teljes nik-

kel(II)koncentráció 0-1,0×10–5 mol/dm3 között változott. Külön méréseket végeztünk 298 nm-

en a húgysav (uronsav) képzıdésének ellenırzésére, hogy a kísérletek során kiszőrjük a vizs-

gált komplexeknek magára a xantin/xantin-oxidáz rendszerre gyakorolt esetleges inhibícióját. 
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5.9.1. ábra: A SOD-aktivitás méréséhez használt modellreakció 
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 A SOD-aktivitást az irodalomban elfogadott gyakorlatnak megfelelıen az IC50 értékkel 

jellemeztük. Ez azt a komplexkoncentrációt jelenti, ahol a diformazán képzıdése a komplex 

távollétében mért érték 50%-ára csökken. Egy állandó pH-értéknél elvégzett méréssorozat 

megjelenítésekor a % inhibíció értékeket ábrázoljuk a minta teljes Ni2+-koncentrációjának 

függvényében, s az 50 %-os inhibícióhoz tartozó fémion-koncentrációt meghatározva jutunk 

az IC50 értékhez. Minél kisebb tehát az IC50 érték, annál jobb mőködési SOD-modell az adott 

komplex. A % inhibícióra vonatkozó formula az alábbiak szerint adható meg: 
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 Az irodalomban aktivitási egységgel (U) is szokás jellemezni a SOD-aktivitást, mely az 

NBT redukciójának 50%-os csökkenéséhez szükséges inhibitor anyagmennyiségének a 

reciproka (adott térfogatban), mértékegysége 1/µmol: 
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5.10. Pirokatechin-oxidáz aktivitás mérése 

A pirokatechin-oxidáz enzimek orto-fenol származékok kinonná történı átalakulását ka-

talizálják. Az elágazó láncú peptid réz(II)komplexeinek oxidáz sajátságát a 3,5-ditercbutil-

pirokatechin (H2dtbc) oxidációján keresztül mértük. Az enzimmodellek oxidatív tulajdonsá-

gának jellemzéséhez gyakran használt modellreakció során a dtbq 3,5-ditercbutil-o-kinonná 

(dtbq) oxidálódik (5.10.1. ábra). A termék intenzív sárga színő, így a folyamat spektrofoto-

metriásan, 400 nm hullámhosszon (ε400 = 1900 mol–1dm3cm–1) jól követhetı. A kinetikai mé-

réseket a termék rossz vízoldhatósága miatt 44 %(m/m) etanol-víz elegyben végeztük. Az 

állandó kiindulási oxigénkoncentrációt az etanol O2-gázzal történı folyamatos telítésével biz-

tosítottuk. A reakcióelegyek pH-ját biológiai pufferekkel (MES, CHES, HEPES, CAPS) állí-

tottuk be és standard pufferekkel kalibrált (pH = 4,0; 7,0 és 10,0) kombinált üvegelektróddal 

határoztuk meg. A reakcióelegyben a pufferkoncentráció 5,0 × 10–2 mol/dm3 volt. Az etanol-
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víz elegyben az üvegelektród potenciálja megváltozik, így eseünkben az aktuális pH úgy szá-

molható ki, hogy a leolvasott értékhez hozzáadunk 0,154 egységet [142]. Mivel az egyensúlyi 

rendszer viselkedése is megváltozik, s a részecske eloszlást 44 %(m/m) etanol-víz elegyben 

nem vizsgáltuk, ezért a kinetikai görbéken a pH mérırıl leolvasott értéket tőntettük fel.  
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5.10. 1. ábra: A 3,5-ditercbutil-pirokatechin oxidációja 3,5-ditercbutil-ortokinonná 
 

 A reakcióelegyben az ionerısség 0,1 mol/dm3 értékét a pufferek mellett NaCl-oldattal 

állítottuk be, az állandó 298 K hımérsékletet termosztálással biztosítottuk. A számolt kineti-

kai adatokat minden esetben korrigáltuk a katalizátort nem tartalmazó oldatokban mért auto-

oxidációval, vagyis a 3,5-ditercbutil-pirokatechin autooxidációját minden mért szubsztrát 

koncentrációnál külön meghatároztuk, és ennek értékét levontuk a komplex által katalizált 

reakció sebességébıl. A k=∆cdtbq/(∆t×c) sebességi állandót kezdeti sebességek módszerével 

számoltuk ki. Az oxidációs folyamatot Unicam Helios α spektrofotométer segítségével követ-

tük 1 cm úthosszúságú küvettában.  

5.11. DNS hidrolízisének vizsgálata 

 Mivel munkánk egyik célja nukleáz enzimek funkcionális modelljeinek kialakítása volt, 

ezért vizsgáltuk, hogy az elágazó láncú peptid fémkomplexei képesek-e elısegíteni a DNS, 

mint természetes makromolekuláris szubsztrát hidrolízisét. Ennek legegyszerőbb módja a 

cirkuláris DNS átalakulásainak a követése agaróz gélelektroforézis segítségével. A plazmid 

mérető DNS molekulák elválasztására általában az 1%-os gél nyújt lehetıséget. A cirkuláris 

DNS alapállapotban kompakt, úgynevezett szuperhelikális (I-es forma) szerkezetet vesz fel. 

Amikor ezt a DNS-t olyan komplexszel inkubáljuk, amely a megfelelı körülmények (pH, T, 

I) között hidrolitikus aktivitást fejt ki, de csak a kettıs szál egyikén képes ún. egyszálú bemet-

széseket (nick) létrehozni, akkor a szuperhelikális forma kitekeredik és a DNS nyílt cirkuláris 

(II-es) formát vesz fel. Amennyiben a komplex kétszálú hasításra képes, vagy a véletlenszerő 

bemetszések a két szálon egymáshoz kellı közelségben történnek meg, akkor kialakulhat a 
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DNS nyíltláncú formája (lineáris vagy III-as forma) is (5.11.1. ábra). A DNS felsorolt formá-

inak bár a bázispárok számát tekintve mérete azonos, de az alaki változás miatt agarózgélben 

történı elektroforézis során a vándorlási sebességük mégis más-más lesz. A nyílt cirkuláris 

DNS lassabban vándorol a gélben, mint a tömörebb szuperhelikális DNS molekulák. A lineá-

ris forma a körülményektıl függıen az I-es forma elıtt vagy mögött fut, esetünkben a megje-

lenését nem tapasztaltuk a gélen. A három forma relatív mobilitása függ az agarózgél kon-

centrációjától, az alkalmazott áramerısségtıl, a futtatáshoz használt puffer ionerısségétıl és a 

szuperhelikális forma másodlagos szerkezetétıl. 

 
5.11.1. ábra: A cirkuláris DNS különbözı formáinak követése agaróz gélelektroforézis segítségével: az 1-es 

zsebben egy natív szuperhelikális DNS sávja látható, a 2-es zsebben a hidrolízis eredményeként megjelenı nyílt 

cirkuláris (nick vagy II-es forma) és a lineáris DNS (III-as forma) is látható 

 

 A kísérlet-sorozatainkban az MTA-SZBK Biokémiai Intézetben elıállított és Sigma 

MIDI Kit (GenElute HP Plasmid Perciprep Kit) segítségével megtisztított pUC18 DNS-t 

használtunk. Az agarózgélbe (SeaKem) minden esetben olyan „mintakoktélt” pipettáztunk, 

amely 1-2 µl DNS-t, 2–8 µl komplexet (c = 2,0× 10–4–2,0 × 10–3 mol/dm3) és 12–19 µl 0,1–

0,5 mol/dm3 puffert (MES, HEPES, TRIS) tartalmazott. A hasítást pH 6,5–8,5 között vizsgál-

tuk, a végsı térfogat 20-22 µl volt. A reakcióelegyet 37°C hımérsékleten inkubáltuk 20 órán 

át. A futtatáshoz 3 µl brómfenolkék mintafelvivı festéket (0,1% brómfenolkék, 0,2 mol/dm3 

EDTA, 50% glicerin) használtunk minden minta esetében, mely TBE pufferben (0,05 

mol/dm3 TRIS, 0,05 mol/dm3 bórsav, 0,001 mol/dm3 EDTA, pH = 8,0) történt, 3–4 órán át, 80 

V feszültséget használva. A futtatást követıen a gélt 20–30 percen keresztül etídium-bromid 

oldatban áztattuk (Sigma), amelynek az oldatbeli végsı koncentrációja 0,5 µg/ml volt. A DNS 

molekulához kötıdı reagens UV-fény hatására fluoreszkál, így a DNS sávok láthatóvá tehe-

tık.  
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6. Kísérleti eredmények és értékelésük 

6.1. A hisztidingazdag glikoprotein hisztidingazdag tartományából származta-
tott peptidek fémkötı tulajdonságainak vizsgálata 

6.1.1. Az Ac-HHPHG-NH2 (HP1) és Ac-HHPHGHHPHG-NH2 (HP2) peptidek 
protonálódási viszonyai 

A peptid–fémion rendszerek vizsgálata elıtt a ligandumok sav-bázis egyensúlyait tanul-

mányoztuk. A potenciometriás titrálási görbék szerint a HP1 és HP2 peptidek hisztidin 

imidazolcsoportjai átfedı deprotonálódási folyamatok során adják le három, ill. hat protonju-

kat. A meghatározott pK értékek (6.1.1. táblázat) nagyon hasonlóak a végükön védett, rövid, 

hisztidingazdag peptidekéhez [11,19-23,28,143], ami azt tükrözi, hogy a ligandumok 

deprotonálódott csoportjai között nincs specifikus kölcsönhatás. Mivel a pK értékek 

makroszkópikus állandók, nem lehet egyedi hisztidin egységekhez rendelni ıket. 

 

HqL r HP1 HP2 
 logββββpqr pKpqr logββββpqr pKpqr 

[H6L] 6+ – – 37,05(1) 5,14 

[H5L] 5+ – – 31,91(1) 5,61 

[H4L] 4+ – – 26,30(1) 5,92 

[H3L] 3+ 18,78(1) 5,60 20,38(1) 6,43 

[H2L] 2+ 13,18(1) 6,24 13,95(1) 6,63 
[HL] + 6,94(1) 6,94 7,32(1) 7,32 

 

6.1.1. táblázat: A HP1 és HP2 protonkomplexek bruttó stabilitási állandóinak logaritmusa (logβpqr) és pKpqr 

értékei (p = 0) vizes közegben (T=298 K, I=0,1 M NaCl). A zárójelben az utolsó értékes jegy hibája látható 

6.1.2. A HP1 és HP2 peptidek kölcsönhatása cink(II)ionokkal 

A cink(II)–HP1 és cink(II)–HP2 rendszerekben lejátszódó komplexképzıdési egyensúlyi 

folyamatokat pH-potenciometriás titrálások, NMR- és SRCD-vizsgálatok segítségével követ-

tük nyomon. A pH-metriás adatok kiértékelése során számolt bruttó stabilitási állandókat és 

néhány származtatott értéket a 6.1.2. táblázat foglalja össze. A [ZnL]2+ törzskomplex kialaku-

lását eredményezı komplexképzıdési folyamatok pH ~ 5 fölött kezdıdnek el a cinket és HP1 

peptidet 1:1 valamint 2:1 arányban tartalmazó oldatokban. Ez az egyetlen nagyobb mennyi-

ségben képzıdı részecske az ekvimoláris oldatban (6.1.1 ábra). 
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MpHqL r HP1 HP2 

 logββββpqr pKpqr logββββpqr pKpqr 

[ZnH4L] 6+ – – 29,1(1) 4,8 

[ZnH3L] 5+ – – 24,26(5) 5,71 

[ZnH2L] 4+  – 18,55(7) 5,80 

[ZnHL] 3+ – – 12,75(3) 6,45 

[ZnL] 2+ 4,16(2) 7,89 6,30(3) 7,96 

[ZnH–1L] + –3,7(2) – –1,66(9) – 

[Zn2L] 4+ –  10,23(3) – 
 

6.1.2. táblázat: A cink(II)komplexek bruttó stabilitási állandóinak logaritmusa (logβpqr) és a származtatott pKpqr 

értékek vízben (T=298 K, I=0,1 M NaCl ). A zárójelben az utolsó értékes jegy hibája látható 

 

Stabilitási állandója (logK = 4,16) számottevıen nagyobb, mint az Ac-HHVGD-NH2 [28] 

vagy az Ac-HPHOEt [143] {2Nim} koordinált komplexeinek állandója, ami azt sugallja, hogy 

mindhárom hisztidin koordinálódik benne. Az Ac-HPHPH-NH2 és az Ac-HHGH-NHMe 

peptidek törzskomplexeivel [23,28] összevetve, a fenti logK érték kb. egy logaritmikus egy-

séggel kisebb, míg az Ac-HPHH-NH2 peptid ZnL komplexének stabilitásával [19] jó közelí-

téssel megegyezik. Valószínőnek tőnik, hogy az ilyen rövid peptidekben a prolin feszült szer-

kezetet hoz létre, és a {3Nim} típusú koordináció stabilitását csökkenti, amennyiben két 

hisztidin szomszédos helyzetben van.  
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6.1.1. ábra: A cink(II)–HP1 rendszer részecskeeloszlási diagramja 

([Zn2+] tot = [HP1] tot = 1,0×10-3 M, T=298 K, I=0,1 M NaCl) 
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A titrálásokat pH ~ 7,1-ig tudtuk nyomon követni, mert efölött csapadék jelent meg olda-

tainkban a [ZnLH–1]
– részecske képzıdésével párhuzamosan. Hasonló jelenséget már számos 

N-terminálisán védett oligopeptid–cink(II) rendszerben megfigyeltek [11,18,19,22,23,28]. 

A csapadékképzıdés a cink(II)–HP2 rendszerrel végzett kísérleteinket is korlátozta. Itt 

1:1 aránynál pH ~ 6,7-ig, fémionfelesleg esetén pH ~ 6,1-ig tudtunk mérni. Az eltérı mérték-

ben protonált egymagvú komplexek mellett a kétmagvú Zn2L részecske is jelentıs mennyi-

ségben kimutatható volt, még ekvimoláris összetételnél is (6.1.2.A ábra).  
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6.1.2. ábra: A cink(II)–HP2 rendszer 1:1 arányú (A) és 2:1 arányú (B) részecskeeloszlási diagramja 

([HP2] tot = 1,0×10-3 M, T=298 K, I=0,1 M NaCl) 

 

A Zn2+ + [H3L] 3+ = [ZnH3L] 5+ folyamatra számolt stabilitási állandó (logK[ZnH3L]5+ ~ 3,9) 

{3N im} típusú koordinációra utal a HP2 cink(II)komplexében. Fontos megjegyezni, hogy a 

hat hisztidin alegység számos lehetıséget kínál a {3Nim} kötési mód kialakításához, így igen 

valószínő, hogy a [ZnH3L] 5+ összetétel koordinációs izomereket takar. Bár a [ZnH2L] 4+, 

[ZnHL] 3+ és [ZnL]2+ részecskék képzıdéséhez vezetı pK értékek (pK = 5,71 és 5,80 és 6,45) 

szignifikánsan kisebbek, mint a szabad ligandum utolsó pK-ja (pK[HL] + = 7,32), ez még nem 

bizonyítja az összes imidazol koordinációját a fémionhoz. Másrészt viszont a [ZnL]2+ 

törzskomplex kiemelkedı stabilitással bír (logK = 6,30) számos {3Nim} (logK ~ 5,0 

[14,18,23,28]) – köztük a HP1 [ZnL]2+ komplexe – vagy {4Nim} (logK ~ 5,5 [14,29]) koordi-

nált cink(II)komplexhez képest, ami alapján a HP2 legalább öt nitrogén donoratomjának fém-

ionhoz való kötıdése javasolható. A megnövekedett stabilitás egyértelmően rávilágít arra is, 

hogy a HP1 és HP2 [ZnL]2+ komplexében a fémionok környezete különbözı. A ligandum 

nyújtotta nagyszámú kötıhely lehetıséget teremt cinkfelesleg esetén kétmagvú komplexek 

képzıdésére (6.1.2.B ábra). pH ~ 6-nál a [Zn2L] 4+ komplex az uralkodó részecske, ami össz-

hangban van azzal a korábbi felismeréssel, hogy a natív HRG képes molekulánként kb. 10 

Zn2+ iont [70], azaz HRR ismétlıdı egységekként egy-egy fémiont koordinálni. A közelmúlt-
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ban publikált, végükön védett zebrahal prion protein fragmensek vizsgálata is rámutatott, 

hogy a hat, ill. hét hisztidint tartalmazó ligandumok hajlamosak kétmagvú 

cink(II)komplexeket kialakítani [29]. A [ZnL]2+ + Zn2+ = [Zn2L] 4+ folyamatra kiszámolt stabi-

litási állandó (logK = 3,93) {3Nim} koordinációt sejtet a második fémion körül. Ezzel szem-

ben a [Zn2L] 4+ részecske bruttó stabilitási állandója (logβ = 10,23) figyelemre méltó extra 

stabilizációról (∆) tanúskodik a HP2 kétmagvú komplexében, összevetve a HP1 [ZnL]2+ 

komplexével (∆ = logβZn2(HP2) – 2 × logβZn(HP1) = 1,91). A fentiekhez hasonlóan, a második 

cink(II)ion koordinálódásánál jelentkezı kooperatív hatást figyeltek meg a natív HRG [44,47] 

és prionszerő fehérjék hisztidingazdag peptid-fragmenseinek tanulmányozásakor [29]. A 

HP2-nél tapasztalt kooperatív hatás arra enged következtetni, hogy a kétmagvú Zn2(HP2) 

komplexben mindkét cink környezete eltér az öttagú HP1 peptid [ZnL]2+ részecskéjében ta-

lálható fémközponttól. 

Annak érdekében, hogy további információhoz jussunk a HP2 cink(II)komplexeinek kö-

tésmódját illetıen, 1H-NMR-spektrumokat rögzítettünk pH* = 5,94-nél változó fém-

ion:ligandum aránynál. A spektrumsorozat kevés többletinformációt szolgáltat, ugyanis a sza-

bad ligandummal összehasonlítva, alapvetıen mindegyik jel – beleértve a nemkoordinálódó 

aminosavakat is – szélesedik, még kis mennyiségő cink hozzáadásakor is (6.1.3. ábra). Ez a 

jelenség azt a véleményünket erısíti, hogy a fémionok a HP2 lehetséges kötıhelyei között 

megoszlanak, vagyis koordinációs izomerek léteznek, melyek egymással és a szabad 

ligandummal viszonylag lassú cserefolyamatban vannak. 
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6.1.3. ábra: Az Ac-HHPHGHHPHG-NH2 dekapeptid C2H and C5H His imidazol-proton jeleinek változása a 

cink(II):ligandum arány függvényében (D2O, pH*=5,94, T=298 K, [HP2] tot = 4,6×10–3 M) 
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A HP1 és HP2 cinkkel való kölcsönhatásáról hasznos információt nyújtanak a szinkroton 

radiációs cirkuláris dikroizmus (SRCD) spektrumok, mert a 180 nm-ig kiértékelhetı UV tar-

tományban jelentıs változás következik be a protonálódási/deprotonálódási és komplexkép-

zıdési folyamatok során [144]. Mindkét peptid SRCD spektruma emlékeztet a proliprolin II 

szerkezetnél megfigyeltekhez, ami nem meglepı, mert a rövid peptidek elıszeretettel veszik 

fel ezt a szerkezetet [145]. Másrészt a spektrális mintázat nagyon hasonló a HRG fehérje 

His/Pro-gazdag alegységére jellemzı görbékre [74,84]. A pH növelésével a 180-185 nm kö-

zötti hullámhossz tartományban fokozatosan, de csak kis mértékben pozitívabb, a 185-205 nm 

közötti tarományban pedig negatívabb ellipticitás értékek mérhetık, ami arra utal, hogy a 

deprotonálódási folyamatok miatt csupán csekély változás jelenik meg a konformációban. 

Érdemes megemlíteni, hogy a két ligandum SRCD spektrumának alakja igen hasonló a meg-

felelı pH értékeken, míg az intenzitás a HP2-nél azonos koncentráció mellett kb. kétszeres 

volt (6.1.4. ábra). Ez arra enged következtetni, hogy a két HHPHG egység egymástól függet-

lenül, közel azonos konformációt vesz fel. 

A fémiont tartalmazó minták vizsgálatához a pH értékeket úgy választottuk ki, hogy a le-

hetı legjobb összhangban legyenek az eloszlásgörbékkel, azaz a képzıdı [ZnL]2+, illetve 

[Zn2L] 4+ részecskék maximumánál legyenek. A cink(II) jelenléte szignifikáns növekedést 

okoz az SRCD intenzitásban a ~ 195-230 nm közötti tartományban, és néhány esetben pozitív 

sáv jelenik meg 214-219 nm között (6.1.5. ábra). A cink(II) hatását legmeggyızıbben az 1:1 

arányú rendszerben, pH = 6,62-nél felvett spektrum bizonyítja, ami a proliprolin I szerkezet 

CD mintázatára hasonlít inkább, nem pedig a proliprolin II szerkezetére [146,147]. 
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6.1.4. ábra: A HP2 ligandum SRCD spektruma a hisztidin oldalláncok deprotonálódásának pH tartományán 

belüli értékeken. A kismértékő változás a görbék alakjában és intenzitásában azt tükrözi, hogy a ligandum 

protonáltsági állapota nincs különösebb hatással a konformációra. Ugyanez elmondható a HP1 ligandumról is, 

mely spektrumának kétszeresét pH = 6,67-on pontozott vonallal ábrázoljuk ([HP1] tot = [HP2] tot = 1,0×10−3 M, 

T=298 K). 
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A megfigyelés igazolhatja, hogy a prolin peptidkötés cisz konformációból transz konformáci-

óba fordul át az oldalláncok cink(II)ionhoz történı koordinálódása során. A HP1 és HP2 

peptidek [ZnL]2+ komplexeire jellemzı SRCD spektrumok (6.1.5. ábra, � és � vagy �) ösz-

szehasonlítása arra utal, hogy a két ligandumnál különbözı a koordinációs mód, alátámasztva 

a pH-metriás eredmények alapján javasolt elképzelést, miszerint a HP2 esetében több mint 

három nitrogén vesz részt a cink(II)ion megkötésében. A � szimbólum egy olyan származta-

tott CD görbét jelöl, ahol azzal a feltevéssel éltünk, hogy a HP1 és HP2 [ZnL]2+ komplexei-

ben ugyanolyan koordináció valósul meg, és a HP2 szabad része úgy viselkedik, mint a sza-

bad ligandum. Ebben az esetben az utóbbi CD hatása úgy ellensúlyozható, hogy a szabad 

ligandum megfelelı pH-n mért spektrumának ½-szeresét kivonjuk az elıbbi spektrumból. A 

Zn2(HP2) részecskét (6.1.5. ábra, � és �) jelentıs mennyiségben tartalmazó rendszerek gör-

béi szintén eltérnek a Zn(HP1) spektrumának (6.1.5. ábra, �) kétszeresétıl, jelezve a külön-

bözı koordinációs környezetet ezekben a komplexekben. A lehetséges izomerek közül felte-

hetıleg kitüntetett az a szerkezet, ahol a HP2 (H)HPHGH központi egysége köti meg az elsı 

cink(II)iont, így a második fémiont a ligandum végein már elıre kialakított kötıhely várja. Ez 

magyarázatot szolgáltathat a Zn2(HP2) részecske megnövekedett stabilitására a Zn(HP1) 

komplexszel szemben. 
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6.1.5. ábra: A HP1 és HP2 ligandumok SRCD spektruma különbözı pH értékeken ([HP1] tot = [HP2] tot = 

1,0×10−3 M, T=298 K). Mindegyik rendszer esetében a rögzített spektrumból kivontuk a szabad ligandum spekt-

rumát az eloszlásgörbék szerint a megfelelı pH értéken, és a kapott görbéket 1,0×10−3 M koncentrációra 

normáltuk. A folytonos vonal a HP1(� – pH = 6,62; M:L = 1:1) és HP2 (� – pH = 6,16, M:L = 1:1; � – pH = 

6,57, M:L = 1:1; � – pH = 6,15, M:L = 2:1) jelenlétében mért görbéket takar. A szaggatott és pontozott vonalak 

származtatott görbék: � (szaggatott) – a HP1 spektrum (pH = 6,62, M:L = 1:1) kétszerese, és � (pontozott) – a 

HP2 spektrumának ½-szeresét kivontuk a megfelelı pH értéken a pH = 6,57-nél mért M:HP2 = 1:1 arányú 

spektrumból.  
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6.1.3. A HP1 és a HP2 peptidek kölcsönhatása réz(II)ionokkal 

A HP1 és HP2 peptidek réz(II)kötı képességét kombinált pH-potenciometria, UV-

látható, CD-, 1H-NMR- és ESR-módszerekkel tanulmányoztuk 2:1, 1:1 és 1:2 fém-

ion:ligandum arányok mellett. A komplexek stabilitási állandói a 6.1.3. táblázatban találha-

tók.  

 

MpHqL r HP1 HP2 

 logββββpqr pKpqr logββββpqr pKpqr 

[CuH4L] 6+ – – 31,71(3) 4,35 

[CuH3L] 5+ – – 27,36(3) 5,09 

[CuH2L] 4+ – – 22,27(3) 5,77 

[CuHL]3+ 12,65(2) 5,72 16,50(3) 6,47 

[CuL]2+ 6,93(3) 7,37 10,03(3) 8,17 

[CuH–1L] + –0,44(5) – 1,86(9) 7,48 

[CuH–2L] – – –5,62(3) 9,64 

[CuH–3L] – – – –15,26(3) – 

[CuHL2]
3+ 17,82(6) 6,70 – – 

[CuL2]
2+ 11,12(5) – – – 

[Cu2H–3L2]
+ –5,53(7) 8,43 – – 

[Cu2H–4L2] –13,96(5) – – – 

[Cu2HL] 5+ – – 21,13(4) 5,19 

[Cu2L] 4+ – – 15,94(3) 6,65 

[Cu2H–1L] 3+ – – 9,29(7) 6,50 

[Cu2H–2L] 2+ – – 2,79(4) – 

[Cu2H–5L] – – – –25,5(2) 10,5 

[Cu2H–6L] 2– – – –36,0(2) – 
 

6.1.3. táblázat: A réz(II)komplexek bruttó stabilitási állandóinak logaritmusa (logβpqr) és a származtatott pKpqr 

értékek vízben (T=298 K, I= 0,1 M NaCl ). A zárójelben az utolsó értékes jegy hibája látható 

 

A HP1-et tartalmazó rendszerekben a komplexképzıdési folyamatok pH ~ 4 körül kezdıd-

nek. A [CuHL]3+ az elsı detektálható részecske, melyet a [CuL]2+ tözskomplex követ (6.1.6. 

ábra). E kettı, pH ~ 7 alatt uralkodó részecske Cu2+ + [HqL] q+ = [CuHqL] (2+q)+ egyensúlyra (q 

= 1, 0) felírt képzıdési állandója (logK = 5,71 és 6,93) jó egyezésben van egyéb {2Nim} és 

{3N im} koordinált prolintartalmú, hisztidinben gazdag peptidnél publikált értékekkel [19,23]. 
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A [CuHL]3+ és [CuL]2+ komplexek spektroszkópiai paraméterei (λd-d
max = 690 és 650 nm; g|| = 

2,322 és 2,280; A|| = 156 és 163 G) is a fenti koordinációs környezetet támasztják alá a fémion 

körül. A jelentısebb CD intenzitás hiánya a d-d és töltésátviteli sávok helyén (6.1.7. ábra) 

szintén az oldallánci donorcsoportok kizárólagos, makrokelát típusú kötıdését mutatja a 

réz(II)ionhoz. A réz(II)ion koordinálódása révén kialakuló Cu(HP1) komplex SRCD spektrá-

lis mintázata (pH = 6,67) hasonló változást mutat, mint azt a cink(II)ion jelenlétében tapasz-

taltuk, de a hatás sokkal hangsúlyosabb (6.1.8. ábra). Ez összhangban áll azzal, hogy a 

ligandum konformációjának torzulása nagyobb fokú, a réz(II)komplex merevebb geometriai 

követelménye miatt, mint a megfelelı cink(II)komplexben. A [CuL]2+ komplex 

deprotonálódása (pK[CuL]2+ = 7,37) a [CuH–1L] + részecske képzıdéséhez és a ligandum-

térerısség szignifikáns növekedéséhez vezet (λd-d
max = 590 nm; g|| = 2,248; A|| = 184 G). A 

jelenség kétféleképpen magyarázható: (1) egy fémionhoz kötött víz molekula 

deprotonálódása, melynek révén {3Nim,OH–} koordinációs környezet alakul ki, vagy (2) egy 

amidnitrogén deprotonálódása és koordinációja, melynek során kiszorít egy imidazol donort 

és {2Nim,N–,H2O} környezet alakul ki a réz(II)ion körül. A CD spektrumok hasznos informá-

ciót nyújthatnak annak eldöntésére, hogy a két folyamat közül melyik játszódik le, ugyanis 

egy amidnitrogén koordinációja a peptidváz konformációjának megváltozását okozza, és hat-

hatósan közvetíti a királis perturbációt a ligandumról a fémközpontra [19]. A CD intenzitás 

megnövekedése 320 nm-nél és a látható tartományban (6.1.9.A ábra), illetve az SRCD görbe 

megváltozása (6.1.8. ábra) pH 6,5-7,5 között szerény. Ezek alapján a [CuH–1L] + fı izomerje a 

helyesebben [CuL(OH)]+ képlettel leírható, {3Nim,OH–} koordinált részecske, míg az amid-

koordinált izomer csekély mennyiségben van jelen. 
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6.1.6. ábra: Az 1:1 arányú réz(II)–HP1 rendszer részecskeeloszlásgörbéje ([Cu2+] tot = [HP1] tot = 1,0×10-3 M, 

T=298 K, I=0,1 M NaCl). Az üres karikák (○) a 320 nm-en mért CD-intenzitás változását, míg a telt négyzetek 

(■) az oligomerek ESR-mérésekbıl (T=298 K) meghatározott összkoncentrációját mutatják 
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6.1.7. ábra: A réz(II)–HP1 rendszerben képzıdı fı részecskék egyedi moláris CD- és UV-látható (beszúrt kép) 

spektrumai (I 0,1 M NaCl, T=298 K) 
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6.1.8. ábra: A HP2 és HP1 ligandumok SRCD-spektrumai különbözı pH értékeken ([HP2] tot = [HP1] tot = 

1,0×10-3 M, T=298 K). Mindegyik rendszer esetében a rögzített spektrumból kivontuk a szabad ligandum spekt-

rumát az eloszlásgörbék szerint a megfelelı pH értéken, és a kapott görbéket 1,0×10−3 M koncentrációra 

normáltuk. Viszonyításként bemutatjuk a HP2 ligandum pH = 6,57-on mért spektrumát is (szaggatott vonal) 

 

 A HP1-et a réz(II)hez képest kétszeres feleslegben tartalmazó oldatokban kirívó mérték-

ben képzıdnek bisz-komplexek a fentebb említett részecskék mellett. Létezésüket tisztán bi-

zonyítja a jellegzetes pozitív CD sáv megjelenése 545 nm körül pH 6-8 között (6.1.9.B ábra), 

melyet az Ac-HPHPH-NH2 bisz-komplexeinél [23] és egyéb bisz-hisztamin szerő komple-

xeknél is megfigyeltek [149]. 
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6.1.9. ábra: Az 1:1 (A) és 1:2 (B) réz(II)–HP1 arányú rendszerek CD-spektrumainak pH függése 

([Cu2+] tot = 1,0×10-3 M, T=298 K, I=0,1 M NaCl) 
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6.1.10. ábra: A különbözı fémion:ligandum arányú réz(II)–HP1 (A) és a réz(II)–HP2 (B) rendszerekben 77 K-

en felvett anizotróp ESR-spektrumok szimulációja során nyert komponens spektrumok 
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A [CuHL2]
3+ és [CuL2]

4+ biszkomplexek azonos spektrális tulajdonságokkal bírnak 

(6.1.7. és 6.1.10. ábrák), ami arra enged következtetni, hogy a [CuHL2]
3+ deprotonálódásában 

nincs szerepe a fémionnak. A biszkomplexek komponens ESR-spektrumán megjelenı nagy-

felbontású szuperhiperfinom szerkezet szimulációja (6.1.10. ábra) valamint a λd-d
max ~ 590 

nm érték {4Nim} típusú koordinációt sugall (az elméletileg számolható érték ~ 585 nm lenne 

[137]), mely kiegészülhet egy ötödik imidazol esetleges nagyon gyenge axiális kötıdésével.  

Az imidazol donorok kizárólagos koordinációját a T1 proton relaxációs méréseink ered-

ményei is megerısítették. A paramágneses központ közelsége miatt a His-C2H és His-C5H 

hidrogének paramágneses relaxáció sebességének növekedése sokkal szembetőnıbb, mint a 

HP1 másfajta protonjaié (6.1.11. ábra). Másfelıl a His1, His2 vagy His4 alegységek azonos 

típusú protonjaira számolt értékek közel esnek egymáshoz, ami azt feltételezi, hogy a bisz-

komplexekben a különbözı helyzető hisztidinek között nincs olyan, amelyik elınyt élvezne a 

fémkötést illetıen. 
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6.1.11. ábra: A HP1 ligandum különbözı protonjainak réz(II)ion okozta paramágneses relaxációs sebességének 

növekedése 298 K-en D2O-ban (pH* = 7,9). A HP1 koncentrációja 6,0×10–3 M és a réz(II) koncentráció  

6,1×10–6 M és 5,9×10–4 M között változott 

 

Tulajdonképpen mindegyik fémion:ligandum aránynál alapvetı változást okoznak a 

spektroszkópiai tulajdonságokban a pH 7-8 fölött bekövetkezı további deprotonálódási fo-

lyamatok (6.1.9. és 6.1.12. ábrák). A felvett izotróp és anizotróp spektrumokon pH 7-10 kö-

zött a jel intenzitása folyamatosan csökken, amit nem lehet vonalszélesedéssel megmagyaráz-

ni. A jelenség oligomer (legalább dimer) részecskék jelenlétére utal, melyekben a 

réz(II)központok antiferromágneses kölcsönhatásban vannak egymással. A maradék ESR-jel 
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pH 10-nél szintén dimer/oligomer részecskékhez tartozik, kevésbé közvetlen fémionok közöt-

ti csatolással. Ez a megfigyelés az oligomer részecskék meglehetısen bonyolult izomer 

egyensúlyait vonja maga után. A pH 7 fölötti potenciometriás adatok legjobban két egymást 

követı komplexképzıdési folyamattal, azaz dimerek kialakulásával illeszthetık meg (6.1.3. 

táblázat, 6.1.6. ábra).  
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6.1.12. ábra: Az 1:1 arányú (A) és 1:2 arányú (B) réz(II)–HP1 rendszerek 77 K-en rögzített anizotróp ESR-

spektrumai (fekete vonal) és a szimulált görbék (piros vonal). ([Cu2+] tot = 1,5×10−3 M, I=0,1 M NaCl) 

 

A dimer komplexek nagyon hasonló ESR-spektrummal rendelkeznek, ezek ESR-bıl 

számolt összkoncentrációja (teli négyzetek a 6.1.6. ábrán) szépen követi a potenciometriából 

meghatározott két komplex képzıdését. A 320 nm-en mért CD intenzitás (6.1.6. ábra, üres 

karika) párhuzamosan növekszik a [Cu2H–4L2] kialakulásával pH ~ 8 fölött. Az intenzív CD- 

sáv 320 nm-nél és a 450-750 nm tartományban megjelenı CD „couplet” azt bizonyítja, hogy 

deprotonálódott amidnitrogének kötıdnek a [Cu2H–4L2] réz(II)központjaihoz. Az ESR-aktív 
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és csendes oligomereknek különbözı szerkezetük kell legyen, de a jelenlegi spektroszkópiai 

adataink nem elegendıek ezek egyértelmő meghatározásához. A pH-t tovább növelve újabb 

deprotonálódási folyamatok indultak el, melyek pH ~ 11-re egy nem-egyensúlyi rendszerhez 

vezettek a ligandum átalakulása miatt. Mivel pH ~ 10-ig ez a folyamat nem számottevı, ezért 

méréseinket csak pH 10,1-ig értékeltük. 

 A réz(II)–HP2 rendszer ekvimoláris oldatában számos egymagvú komplex képzıdik pH 

3,5-7 között, melyekben a ligandum különbözı protonáltsági állapotban van (6.1.13A. ábra). 

A HP1-gyel ellentétben, a dekapeptidnél nem tapasztaltuk semelyik fémion:ligandum arány-

nál bisz-komplexek képzıdését. A ligandum lépcsızetes deprotonálódása a komplexen belül 

(a [CuH4L] 6+ részecskétıl a [CuH2L] 4+ részecskéig) a d-d sávok folyamatos kék eltolódását 

eredményezi (6.1.14. ábra). Ez az észrevétel a meghatározott ESR paraméterekkel együtt 

(6.1.4. táblázat) a nitrogén donorok számának növekedését bizonyítja a réz(II) koordinációs 

környezetében. A leolvasott d-d maximumok helye alapján (692, 634, és 594 nm a [CuLH4]
6+, 

[CuLH3]
5+ és a [CuH2L] 4+ részecskére vonatkozóan) {2Nim,2H2O}, {3N im,H2O} illetıleg 

{4N im} típusú donor elrendezıdés javasolható a részecskékre. (Az empirikus adatok alapján 

az abszorpciós maximum helye 692, 634 és 585 nm környékére tehetı [137].) A szignifikáns 

CD-intenzitás hiánya a d-d átmenetek hullámhossz tartományában (6.1.14. ábra) szintén alá-

támasztja az imidazol oldalláncok kizárólagos kötıdését. A [CuHL]3+ és [CuL]2+ kialakulásá-

hoz vezetı további két deprotonálódás nem okoz látványos változást a spektoszkópiai para-

méterekben, vagyis a maradék két hisztidin imidazol csoportról a fémion közremőködése nél-

kül távoznak el a protonok. Ennek ellenére egy ötödik nitrogén gyenge axiális koordinációja 

nem zárható ki, mert a [CuL]2+ részecske stabilitása (logK = 10,03) valamivel nagyobb, mint a 

hisztidingazdag peptideknél megszokott {4Nim} koordinált komplexek stabilitása [14,21,150]. 
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6.1.13. ábra: A réz(II)–HP2 rendszer 1:1 arányú (A) és 2:1 arányú (B) részecskeeloszlási diagramja 

([HP2] tot = 1,0×10-3 M, T=298 K, I=0,1 M NaCl) 
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6.1.14. ábra: A réz(II)–HP2 rendszerben képzıdı fı részecskék egyedi moláris CD- és UV-látható (beszúrt kép) 

spektrumai (I=0,1 M NaCl, T=298 K). A [CuH2L] 4+, [CuHL]3+ és [CuL]2+ komplexek egyedi spektrumai azono-

sak 

 

 Fontos megjegyezni, hogy a HP2 peptid hat imidazol donorcsoportja számos lehetıséget 

kínál a réz(II) körüli négyes koordináció kialakítására, így igen valószínő, hogy a fentebb tár-

gyalt részecskék (CuLH4]
6+ → [CuH2L] 4+) izomereket takarnak. A kötési alternatívák közül 

néhány még kedveltebb is lehet, mint a HP1 nyújtotta HHPH mintázat. Ezt támasztja alá az a 

tény, hogy a [CuH3L] 5+ komplex SRCD-spektrumának alakja eltérı a réz(II)–HP1 rendszer-

ben mért spektrum alakjától. A rendelkezésünkre álló adatok alapján azonban nem lehet a 

kötési izomereket megkülönböztetni. pH ~ 7 felett két erısen kooperatív deprotonálódási fo-

lyamat vezet a pH ~ 8,7 körül uralkodó [CuH–2L] részecskéhez (6.1.13.A ábra). Hasonló 

együttmőködést tulajdonítottak jó néhány His-X-His mintázatot (X ≠ Pro) tartalmazó peptid 

réz(II) által elısegített két szomszédos amidcsoport deprotonálódásának [11,18,20,148]. A 

HP1-gyel ellentétben, a HP2 tartalmaz egy HGH(H) szelvényt a közepén, ami képes ilyen, 

{N im,N–,N–,Nim} típusú koordinációt nyújtani a réz(II)ionnak. 

 A [CuH–2L] képzıdése során észlelt spektrális változások (6.1.14. ábra) szintén a fémion 

környezetének újrarendezıdésére utalnak. Egy intenzív réz(II)–amid töltésátviteli sáv megje-

lenése és a megnövekedett CD-intenzitás a d-d tartományban igazolja az amidnitrogén koor-

dinálódását ebben a komplexben. A megfigyelt λd-d
max érték (570 nm) számottevıen nagyobb, 

mint az empirikus paraméterek alapján számolt (530 nm [137]) a {2Nim,2N–} kötésmódra. 
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A 30 nm-nyi eltérést okozhatja egy imidazol oldallánc axiális koordinációja [138], ahogy azt 

az Ac-HHGH-OH hasonló komplexénél javasoljuk [18]. Az egyedi UV-látható spektrum szé-

les alakja és a HP2 potenciális donorcsoportjainak nagy száma mindemellett felveti annak 

lehetıségét is, hogy különbözı koordinációval rendelkezı izomerek vannak jelen. 

 Az alacsony hımérséklető (77 K) ESR-spektrumok felbontása (6.1.10.B és 6.1.15. ábrák) 

is csak úgy volt megoldható, hogy feltételeztük a [CuH-2L]-nek kettı, némiképpen eltérı 

ESR-paraméterekkel bíró izomerjét (6.1.4. táblázat). A [CuH–2L](a) komplexben a fémion 

valószínőleg a HP2 HGH szelvényéhez koordinálódik {Nim,N–,N–,Nim} kötési módot kiala-

kítva. 

 

Komponensek g|| g┴ A || (G) A┴ (G) aN (G) 

L = HP1      

Cu2+ 2,425 2,082 112 8  

[CuHL]3+ 2,322 2,062 155,6 14 11, 11 

[CuL]2+ 2,280 2,051 163 18 15, 15, 10 

[CuH–1L] + 2,248 2,048 184 20 17, 16, 15 

[CuHL2]
3+, [CuL2]

2+ 2,252 2,047 180 20 17, 17, 13, 13 

Az oligomerek ESR-aktív 
komponense 2,12 65  

      

L = HP2      

Cu2+ 2,425 2,082 110,5 8  

[CuH4L] 6+ 2,320 2,060 150 15 12, 12 

[CuHL]3+ 2,284 2,053 160 15 12, 12, 6 

[CuH2L] 4+, [CuHL]3+, 
[CuL]2+ 

2,248 2,048 185,7 15 16, 16, 12, 12 

[CuLH-2](a) 2,217 2,038 189,8 14 15, 15, 10, 10 

[CuLH-3]
–(a) 2,190 2,035 193,4 18 16, 16, 11, 11 

[CuH–2L](b), [CuH–3L] –(b) 2,219 2,055 177 17 16, 16, 13, 13 

[Cu2L] 4+ 2,284 2,053 160 15 12, 12, 6 
 

6.1.4. táblázat: A réz(II)–Ac-HHPHG-NH2 és az réz(II)–Ac-HHPHGHHPHG-NH2 rendszerekben képzıdı 

komplexek anizotróp ESR-paraméterei. Az utolsó számjegy becsült hibája ±1 
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A [CuH–2L](b) komplexben a ligandumtér erıssége valamivel gyengébb, és feltehetıleg a 

{N im,N–,N–,H2O}koordinációs környezet valósul meg a His2, His7 vagy His9 alegység rész-

vételével. Az ESR-vizsgálatok szerint a [CuH–2L]-t követı [CuH–3L] – komplex is két izomer-

bıl áll. A [CuH–3L] –(b) azonos paraméterekkel írható le, mint a [CuH–2L](b), vagyis szintén 

{N im,N–,N–,H2O} koordinációs szféra található ebben a részecskében. A [CuH–3L] –(a) komp-

lexre jellemzı g érték kisebb, az A érték nagyobb, összehasonlítva bármelyik [CuH–2L] izo-

merrel, ami arra enged következtetni, hogy az egyik ekvatoriális imidazol donor deprotonált 

amidnitrogénre cserélıdik, {N im,3N–} szerkezetet eredményezve. A [CuH–2L] és [CuH–3L] – 

komplexek UV-látható és CD-sajátságaiban megnyilvánuló szembeszökı különbség össz-

hangban áll az imént említett réz(II) körüli átrendezıdéssel, s azt jelzi, hogy 298 K-en a  

[CuH–3L] –(a) a fı részecske az oldatban. 
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6.1.15. ábra: Az 1:1,5 arányú (A) és 2:1 arányú (B) réz(II)–HP2 rendszerek 77 K-en rögzített anizotróp ESR-

spektrumai (fekete vonal) és a szimulált görbék (piros vonal). ([Cu2+] tot = 1,1×10−3 M (A), [Cu2+] tot = 2,3×10−3 M 

(B), I=0,1 M NaCl) 
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2:1 fémion:ligandum aránynál kétmagvú komplexek dominálnak az oldatban pH 5 felett 

(6.1.13.B ábra). pH 7-10 között csapadék vált ki az oldatból és leszőkítette a vizsgálódási 

lehetıségeinket az enyhén savas pH tartományra. Az egymagvú [CuH3L] 5+ komplex ESR-

paramétereivel hibahatáron belül megegyeznek a pH 6 körül uralkodó [Cu2L] 4+ részecske 

mérıszámai (6.1.4. táblázat), ami arról tanúskodik, hogy a {3Nim} koordinált réz(II) közpon-

tok egymástól függetlenek. Az imidazol oldalláncok kizárólagos koordinációját támasztja alá 

a részecske kis intenzitású CD-spektruma töltésátviteli és d-d sávokban. A [CuL]2+ + Cu2+ = 

[Cu2L] 4+ folyamatra kiszámolt logK = 5,91 egyensúlyi állandó figyelemre méltó affinitásról 

árulkodik a második réz(II) megkötését illetıen, fıképpen ha figyelembe vesszük a rendelke-

zésre álló imidazolok lecsökkent számát. A cink(II)tartalmú rendszerekhez hasonlóan a kép-

zıdési állandók azt tükrözik, hogy a HP1-gyel összevetve a HP2 extra stabilizációt biztosít a 

réz(II)ionok számára (∆Cu = logβCu2(HP2) – 2 × logβCu(HP1) = 2,08). Mindez azt sejteti, hogy a 

Cu2(HP2)-ben a fémionok kötésmódja más, mint a Cu(HP1)-ben. A Cu2(HP2)-re jellemzı 

SRCD-spektrum is ezt erısítí meg, ugyanis észrevehetıen nem a Cu(HP1) kétszerese. A nagy 

extra stabilizáció oka valószínőleg abban keresendı, hogy a második réz(II) már egy elıre 

elıre kialakított kalitkában kötıdik meg, hasonlóan a cink(II)tartalmú rendszerekhez.   

A csapadék pH ~ 10 fölött feloldódik, ami arra utal, hogy magas pH-n deprotonált 

kétmagvú komplexek léteznek. Mivel a csapadék széles pH tartományban volt jelen, a 

kétmagvú részecskék szerkezetének leírása nem volt lehetséges. 
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6.2. Az endostatin N-terminális fragmens fémkötı tulajdonságainak vizsgálata 

6.2.1. A HSHRDFQPVLHL-NH2 (L) peptid protonálódási viszonyai 

A peptid–fémion rendszerek vizsgálata elıtt a ligandum sav-bázis egyensúlyait határoz-

tuk meg. A ligandum öt olyan donorcsoporttal rendelkezik, mely a pH 2-11 tartományban 

(de)protonálódásra képes (NH2, 3 His, 1 Asp; [H5L] 4+↔[L] –). Az elsı és utolsó deprotoná-

lódás a terminális amino- és az aszparaginsav karboxilcsoportjához rendelhetı. A hisztidin-

imidazolgyőrők deprotonálódási folyamatai igen átfedıek, ezért a 6.2.1. táblázatban feltőnte-

tett makroszkópikus állandókat és pK értékeket nem lehet egyedi hisztidin egységekhez ren-

delni. A vizsgált pH-tartományban az arginin oldallánc deprotonálódását nem tapasztaltuk. 

 

HqL r logββββpqr pKpqr 

 H2O DMSO H2O DMSO 

[HL] 7,44(2) 7,48(7) 7,44 7,48 

[H2A] + 13,99(2) 13,79(7) 6,55 6,31 

[H3A] 2+ 19,99(2) 19,36(8) 6,00 5,57 

[H4A] 3+ 25,03(2) 24,42(7) 5,04 5,06 

[H5A] 4+ 28,44(2) 28,64(7) 3,41 4,22 

 

6.2.1. táblázat: A protonkomplexek bruttó stabilitási állandóinak logaritmusa (logβpqr) és pKpqr értékei vízben és 

DMSO-ban (T=298K, I=0,1 M NaCl). A zárójelben az utolsó értékes jegy hibája látható. 

6.2.2. A HSHRDFQPVLHL-NH2 (L) peptid kölcsönhatása cink(II)ionokkal 

Vizes közegben a peptid (L) cink(II)ionokkal különbözı protonáltsági állapotú komple-

xeket ([ZnH2L] 3+, [ZnHL]2+, [ZnL]+, [ZnH–1L]) képez pH 3-7 között (6.2.1. ábra). A komple-

xek képzıdési állandóit a 6.2.2. táblázat tartalmazza. Kis oldhatóságú cink(II)-L részecske 

kialakulása miatt pH ~ 7 fölött még ligandumfelesleg esetében is csapadék jelent meg vizes 

oldatainkban. A [ZnH2L] 3+ részecske protonáltsági állapota és viszonylag nagy stabilitása két 

nitrogén koordinációját sejteti. Ismert, hogy a cink(II) kedveli az N-terminálisukon védetlen 

hisztidint tartalmazó peptidek nyújtotta {NH2,Nim} hisztamin-szerő kötéstípust [1,4,27,151].  

Ha figyelembe vesszük, hogy a HXH egységek nyújtotta {2Nim} makrokelát kisebb stabi-

litást biztosít [14], mint ami megfigyelhetı a ([ZnH2L] 3+ komplexben, akkor feltételezhetı a 

hisztamin-szerő koordináció. A következı alacsony pKpqr értékkel jellemezhetı két 

deprotonálódás (pK[ZnH2L]3+ = 5,65, pK[ZnHL]2+ = 5,88) praktikusan a maradék két hisztidin ol-
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dallánc (3H és 11H) deprotonálódásához rendelhetı, melyet a cink segít elı. Valóban, a Zn2+ + 

[L] – = [ZnL]+ folyamat egyensúlyi állandója (logK = 6,11) nagyobb, mint a HVH  

{NH 2, 2Nim} koordinált komplexének ide vonatkozó állandója (logK = 5,94) [27]. A harma-

dik imidazol extra stabilizáló hatása azonban igen szerény, ami kétséget támaszt az  

{NH 2, 3Nim} típusú koordináció létét illetıen a [ZnL]+ részecskében. NMR-

spektroszkópiával, D2O-ban szerettük volna tisztázni a kötésmódot, ami kudarcot vallott, mert 

az alkalmazott koncentrációnál már közel pH 6-nál csapadék képzıdött. A cink(II)–L rend-

szer egyensúlyi viselkedését emiatt 80 (m/m)% DMSO/H2O elegyben is nyomon követtük 

(6.2.2. táblázat), ahol a vizsgált pH tartományban oldható komplexek képzıdtek (6.2.1. ábra). 

 

MpHqL r logββββpqr 

  H2O DMSO 

[ZnH2L] 3+ 17,64(10) 17,64(8) 

[ZnHL] 2+ 11,99(8) 11,6(1) 

[ZnL] + 6,11(5) 5,02(9) 

[ZnH–1L] -0,89(5) -3,1(1) 

[ZnH–2L] – - -13,43(6) 
 

6.2.2. táblázat: A cink(II)komplexek bruttó stabilitási állandóinak logaritmusa (logβpqr) vízben és DMSO-ban 

(T=298K, I=0,1 M NaCl) 
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6.2.1. ábra: A cink(II)–L rendszerek részecskeeloszlási diagramjai vízben (folyamatos vonal) és 80 (m/m)% 

DMSO/H2O elegyben (szaggatott vonal) ([L]tot = 2× [Zn2+] tot = 1,0×10-3 M, T=298 K, I=0,1 M NaCl) 
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 Ilyen elegyösszetételnél pH 7-8 között a [ZnL]+ részecske uralkodik, melynek kötési sa-

játságait pH* 7,8-nál deuterált DMSO-ban 1H-NMR-rel vizsgáltunk (6.2.2.A ábra). A szabad 

peptid jeleit kétdimenziós COSY, TOCSY és ROESY mérésekkel azonosítottuk. A 7Q-CαH 

és a 8P-CδH2 közötti ROESY keresztcsúcs alapján a nyolcadik helyen található prolin transz 

konformációt vesz fel. Az 1H, 3H és 11H egységek és a szomszédos aminosavak közötti 

ROESY keresztcsúcsok lehetıvé teszik az egyes hisztidinekhez tartozó jelek megkülönbözte-

tését is (6.2.2.B ábra). Az egyetlen nemszomszédos aminosavak közötti keresztcsúcs a 3H-

C2H és a 5D-CβH2 jelei között volt megfigyelhetı, mely a két oldallánc hidrogénhidas kapcso-

latára utal. A cink(II)ion hatására mindegyik aminosav 1H-NMR-jele szélesedik, de a három 

hisztidin C2H és C5H protonjai, illetve az aszparaginsav CβH2 jelei nagyobb mértékben széle-

sednek és tolódnak el, mint a többi (6.2.2.A ábra). Ez a jelenség {NH2, 3Nim,COO–} környe-

zetet valószínősít a ZnL komplexben. A 11H imidazol koordinálódását támasztja alá a vele 

szomszédos 12L-NH2 protonjainak fokozott kiszélesedése is. A cinkkel való kölcsönhatás 

egész molekulát érintı hatása azt jelzi, hogy a komplex nem rendelkezik szabadon forgó rész-

szel, ami szintén elgondolásunkat erısíti. 
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6.2.2. A ábra: A ligandum 1H-NMR-spektruma cink(II)ionok távol- és jelenlétében pH* = 7,8-nál DMSO-d6-

ban ([L]tot = 5×10-3 M, T = 298 K) 
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6.2.2. B ábra: A ligandum kétdimenziós TOCSY (kék) és ROESY (piros) pH* = 7,8-nál DMSO-d6-ban 

([L] tot = 5×10-3 M, T=298 K) 
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6.2.3. ábra: A [ZnL]+ részecske javasolt szerkezete 
 

Minden bizonnyal a 3H-5D és az 5D-11H oldalláncok közti nagymérető makrokelátnak tudható 

be, hogy az {NH2, 3Nim,COO–} típusú környezet (6.2.3. ábra) alig jelent stabilizáció növeke-

dést a HVH {NH2, 2Nim} koordinált cink(II)komplexével szemben (∆log K ~ 0,2) [27]. Ha-

sonlóan számos más peptid–cink(II) rendszerhez, a [ZnL(OH)] és [ZnL(OH)2]
– részecskék 

vegyes hidroxokomplexek lehetnek [25,154], mivel a cink(II)ion csak ritkán, speciális H2N-

XH- szekvencia esetén segíti elı az amidnitrogén deprotonálódását [152,153]. 
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6.2.3. A HSHRDFQPVLHL-NH2 (L)  peptid kölcsönhatása réz(II)ionokkal 

A peptid réz(II)kötı képességét kombinált pH-potenciometria, UV-látható, CD-, 1H-

NMR- és ESR-spektroszkópia módszerekkel tanulmányoztuk 2:1, 1:1 és 1:2 Cu:L arányok 

mellett. A cinkkel ellentétben az 1:1 és 1:2 arányú rendszerekben az általunk vizsgált pH tar-

tományban végig tiszták maradtak vizes oldataink. Kétszeres fémionfelesleg jelenlétében vi-

szont csapadék vált ki pH 5,5 körül, ami pH 9,0 fölött újra feloldódott. A lúgos közegben 

képzıdött vízoldható kétmagvú komplexeket spektroszkópiai (UV-látható, CD és ESR) mód-

szerekkel jellemeztük, de a fémionfeleslegnél mért potenciometriás adatok a csapadékképzı-

dés széles tartománya miatt nem nyújtottak elegendı információt a rendszer egyensúlyi leírá-

sához. Az egyensúlyi és spektroszkópiai adatok együttes kiértékelése során hat egymagvú 

komplex létét igazoltuk a Cu:L = 1:2 és 1:1 arányú rendszerekben (6.2.4. ábra, 6.2.3. táblá-

zat). A savas közegben képzıdı [CuH3L] 4+ és [CuH2L] 3+ protonált komplexek eloszlásgörbéi 

meglehetısen átfednek egymással, így csak átlagos spektroszkópiai paramétereiket tudtuk 

meghatározni. 

 A kis intenzitású CD-spektrum, a d-d átmenetek elnyelési maximuma (λd-d
max ~ 680 nm), 

és az 1-es komponens spektrum ESR-paraméterei (g
||
 = 2,293, A

||
 = 163 G) leginkább az ural-

kodó [CuH2L] 3+ részecskére jellemzı hisztamin-szerő {NH 2, Nim} koordinációt sugallják. A 

{NH 2,Nim,2H2O} környezetre számolt szemiempirikus λd-d
max = 681 nm érték is erre utal 

[137]. A következı kettı, egymást szintén átfedve követı deprotonálódás az UV-látható, CD- 

és ESR-spektrumok jellegzetes megváltozását eredményezi, és a fémion körüli ligandumtér 

növekedését mutatja.  
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6.2.4. ábra: Az ekvimoláris réz(II)–L  rendszer részecske-eloszlási diagramja és a látható fény abszorbanciája 

525 nm-en (■) a pH függvényében ([Cu2+] tot = [L] tot = 1,0×10–3 M, T=298 K, I=0,1 M NaCl) 
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MpHqL r logββββpqr VIS CD 

    λ / nm ε / M-1cm-1 λ / nm ∆ε / M-1cm-1 

[CuH3L] 4+ 24,5(1)     
[CuH2L] 3+ 21,30(4) ∼ 680 46 − − 
[CuL]+ 12,82(4) 525 103 310 1,189 

    490 0,618 
    565 -0,604 

[CuH-1L] 6,81(7) 522 101 310 1,317 

    492 0,646 
    565 -0,528 

[CuH-2L] – 0,23(6) 522 111 310 1,441 

    492 0,650 
    565 -0,412 

[CuH-3L] 2– -11,00(7) 522 119 310 1,259 

    497 0,873 
        570 -0,455 

 

6.2.3. táblázat: A réz(II)–L komplexek bruttó stabilitási állandóinak logaritmusa vízben (logβpqr), valamint a 

réz(II)komplexek látható fényelnyelési (VIS) és CD spektroszkópiai paraméterei (T=298 K, I= 0,1 M NaCl).  

A zárójelben az utolsó értékes jegy hibája látható 

 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

400 500 600 700 800λ / nm

A
pH

 
6.2.5. ábra: A réz(II)–L rendszer látható fényelnyelési spektruma a pH függvényében 

([Cu2+] tot = [L] tot = 1,0×10-3 M, pH = 3,0–11,5) 
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6.2.6. ábra: A réz(II)–L rendszerek CD-spektrumai a pH függvényében ([Cu2+] tot = [L] tot = 1,0×10-3M, pH = 3,0–

11,5). A beillesztett kép a kétszeres fémfeleslegnél mért spektrumokat mutatja. ([Cu2+] tot = 2×[L]tot =  

2,0×10–3 M, pH = 8,6–11,6) 
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6.2.7. ábra: A [CuL]+ komplex albuminszerő (a) és oldalláncok által koordinált (b) izomer szerkezetei 

 

 A d-d átmenetek számottevı kékeltolódása (λd-d
max= 525 nm, 6.2.5. ábra) és az intenzív, 

közel szimmetrikus CD-couplet megjelenése mind a d-d, mind az UV tartományban (6.2.6. 

ábra) a [CuL]+ komplex albuminszerő {NH 2,N
–,N–,Nim} kötésmódja mellett szól (6.2.7. ábra) 

[155-158]. A [CuH–1L] és [CuH–2L] – részecskék UV-Vis és CD spektruma majdnem azonos a 

[CuL]+ komplexével, ami azt jelzi, hogy ez a két deprotonálódás nem befolyásolja a réz(II) 

koordinációs környezetét. Elképzelésünket támasztja alá, hogy a  pK[CuL]+ = 6,01 és pK[CuH–1L] 

= 6,58 értékek nagyon közeliek a fémion nélküli peptidnél megfigyeltekhez (pK = 6,00 és 

6,55), azonban a pH 5-9,5 között felvett alacsony hımérséklető (77 K) ESR-spektrumok csak 

kettı komponens spektrum (2-es és 3-as) összegeként értékelhetık ki ( 6.2.8. ábra, 6.2.4. táb-

lázat).  
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6.2.8. ábra: Az ekvimoláris és kétszeres fémionfelesleget tartalmazó réz(II)–L rendszerek 77 K-en felvett 

anizotróp ESR-spektrumai. (A: [Cu2+] tot= [L] tot = 1,0×10–3 M; B: [Cu2+] tot= 2×[L]tot = 2,0×10–3 M) 

 

Komponensek g|| g
┴
 A || /G A

┴ /G Javasolt koordináció 

Komp. 1. 2,293 2,060 163 18 {NH2,Nim} 

Komp. 2. 2,201 2,059 188 24 {NH2,3Nim,COO–} 

Komp. 3. 2,175 2,037 200 18 {NH2,N
–,N–,Nim} 

Komp. 4. 2,210 2,058 175 19 {2 v. 3N–,Nim} 
 

6.2.4. táblázat: A réz(II)–L rendszer anizotróp komponens ESR-paraméterei 

 

 A 3-as komponens ESR-paraméterei (g|| = 2,175, A|| = 200 G) tipikusak az albuminszerő 

{NH 2,N
–,N–,Nim} koordinációra, míg a 2-es komponens (g|| = 2.201, A|| = 188 G) kevésbé 

erıs ligandumteret takar a fémion körül. Utóbbi móltörtje 0,5 pH 5-6 között, és a [CuH–2L] – 

részecske képzıdése során nullára csökken. Mivel az ESR-spektrumokat 77 K-en vettük föl, 
1H-NMR-méréseket is végeztünk annak érdekében, hogy tisztázzuk az izomerek létezését 298 

K-en. A réz(II)koncentráció növelésének hatását a peptid 1H-NMR-spektrumára pH* = 5-nél 

a 6.2.9. ábra szemlélteti. A 1H, 3H, 5D és 11H csúcsai szelektíven szélesednek, de a 2S, 4R, 6F 
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szomszédos, nem-koordinálódó aminosavak jeleit is érinti a hatás. A 8P, 9V, 10/12L aminosavak 

alifás protonjainak a jelei viszont változatlanok. 

 Az albuminszerő {NH 2,N
–,N–,Nim} koordinált komplexben a fémionhoz az N-terminális 

felıli három aminosav kötıdik, és a [CuL]+-re meghatározott d-d átmenetek λd-d
max= 525 nm 

értéke kizárja a távoli hisztidin erıs axiális kölcsönhatását (6.2.7. ábra, a). A 11H jeleinek a 

réz(II)ion párosítatlan elektronja okozta szelektív szélesedése ennek következtében egy koor-

dinációs izomer létét bizonyítja. A legvalószínőbb a {NH2,3Nim,COO–} kötésmód (6.2.7. áb-

ra, b), mely összhangban van a 2-es komponensre meghatározott ESR-paraméterekkel. A 

réz(II)ion párosítatlan elektronja pH* = 9-nél is komoly hatással van a 1H-NMR-spektrumra 

(6.2.10. ábra). Az N-terminális elsı hét aminosav jelei – beleértve a 6F aromás hidrogénjeit is 

– nagymértékben szélesednek, de az egyik hisztidin egységhez (feltehetıleg a 11H-hez) tarto-

zó rezonanciára a Cu(II) alig gyakorol befolyást. Mindez arra enged következtetni, hogy míg 

pH 7 alatt a hisztidingazdag peptid oldallánci donoratomjai versenyezni képesek az albumin-

szerő koordinációval, addig lúgos közegben a sokkal stabilabb amidkoordinált 

{NH 2,N
–,N–,Nim} kötésmód a kedvezményezett. Fontos megjegyezni, hogy a pH 5-9 között 

rögzített UV-látható spektrumok az albumin típusú koordinációt jelzik, azaz 298 K-en az 

{NH 2,3Nim,COO–} környezető izomer csupán néhány százalékban fordul elı, de koncentráci-

ója 77 K-en kétség kívül nagyobb. 
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6.2.9. ábra: A ligandum 1H-NMR-spektruma réz(II)ionok távol- és jelenlétében pH* = 5,0-nél D2O-ban 

([L] tot = 5×10–3 M, T = 298 K) 
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6.2.10. ábra: A ligandum C2H és C5H imidazol protonjainak 1H-NMR-jelei a réz(II)ion távol- és jelenlétében 

pH* = 9,0-nél D2O-ban  ([L]tot = 5×10-3 M, T = 298 K) 

 

Az utolsó deprotonálódási folyamat ([CuH–2L] – = [CuH–3L] 2– + H+, pK = 11,23), mely 

elhanyagolható változást okoz a spektroszkópiai paraméterekben, a fémionhoz koordinált 3H 

imidazol „pirrolos” 1NH deprotonálódásának tudható be. Ezt a jelenséget korábban már szá-

mos albuminszerő peptidnél megfigyelték [156,157,159]. 

Az endostatin N-terminális fragmensének igen nagy a rézaffinitássa, melyet a látszólagos 

disszociációs állandó (KD) kiszámolásával bizonyíthatunk pH = 7,4-nél 1:1 Cu:L aránynál az 

alábbiak alapján: 

 

[CuHqL] q+1 = [HqL] q-1 + Cu2+
szabad,  KD = [HqL] q-1 × [Cu2+

szabad]/[CuHqL] q+1  

 

ahol [HqL] q-1 és  [CuHqL] q+1 a szabad peptid, illetıleg a komplexek teljes koncentrációját jelö-

lik, magukba foglalva minden protonáltsági állapotot. A 6.2.1. és 6.2.3. táblázatokban ismer-

tetett egyensúlyi adatok felhasználásával kiszámolható, hogy esetünkben KD=2,6×10-15 M. Ez 

jóval kisebb, mint a közelmúltban meghatározott réz(II)–HSA kölcsönhatást jellemzı 
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KD=1,0×10-12 M érték [160], illetve hasonló mai napig a legerısebb rézkötı peptidként 

számontartott, emberi protamin N-terminális fragmens kölcsönhatásához (KD=3,3×10-15 M) 

[154]. Mivel a réz(II) kofaktorként alapvetı szerepet játszik az érképzıdésben, a fenti megál-

lapításunk azt sejteti, hogy az endostatin biológiai aktivitásának kifejtésében szerepet játszhat 

a réz(II)hez való kötıdés. 

 Az ATCUN motívumtól távoli hisztidin lehetıséget teremt arra, hogy a ligandum két 

réz(II)iont is megkössön, s pH 9 felett, kétszeres fémfelesleg esetén vízoldható, kétmagvú 

komplexek képzıdnek. A 2:1 Cu:L arányú rendszer pH 9 után felvett CD-spektrumai jelentı-

sen eltérnek az 1:1 arányú rendszerben mértektıl, ami új, amidnitrogéneket tartalmazó fémkö-

tı hely létére utal. A pH 10-11 között rögzített ESR-eredmények két elkülönülı réz(II) köz-

pontra utalnak. Az egyik a 3-as komponenssel azonos paraméterekkel rendelkezik, és albu-

minszerő {NH 2,N
–,N–,Nim} koordináció rendelhetı hozzá. A másik réz(II)központ a 4-es 

komponenssel írható le, és valamivel kisebb ligandumtér jellemzi. Valószínőleg a 11H 

imidazol horgonycsoportként további 2-3 amidnitrogén deprotonálódását segíti elı, melynek 

révén {2 vagy 3N–,Nim} környezet veszi körül a második réz(II)iont. 
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6.3. A Ni-SOD enzimek szerkezeti és mőködési modellezése 

 Bár az elmúlt néhány évben számos publikáció született a Ni-SOD enzimek modelljeinek 

tekinthetı Ni(II)–peptid rendszerek vizsgálatáról (lásd az irodalmi áttekintés 3.4. fejezetét), 

egyensúlyi és részletes oldatszerkezeti vizsgálatok mindeddig nem születtek, ezért részletesen 

vizsgáltuk a HCDLPCG–NH2  peptid nikkel(II) komplexeinek oldatkémiai sajátságait. 

6.3.1. A HCDLPCG-NH2 peptid protonálódási viszonyai 

 A peptid–fémion rendszerek vizsgálata elıtt a ligandum sav-bázis egyensúlyait tanulmá-

nyoztuk. A ligandum öt olyan donorcsoporttal rendelkezik, mely a pH 2-11 tartományban 

(de)protonálódásra képes (NH2, His, Asp, 2 Cys; [H5L] 2+↔[L] 3–). A meghatározott pKpqr ér-

tékek (6.1.1. táblázat) nagyon hasonlóak más hisztidin és cisztein tartalmú peptidekéhez 

[36,endostatin], így jó közelítéssel az elsı deprotonálódás az aszparaginsav karboxilcsoport-

jához, a második és harmadik az N-terminális hisztidin imidazol és aminocsoportjához, míg 

az utolsó két átfedı deprotonálódás a tiolcsoportokhoz rendelhetı. A tiolcsoportok oxidáció-

jának megakadályozása érdekében argon gázt buborékoltattunk át intenzíven oldatainkon. 

 

HqL r logββββpqr  pKpqr 

[H5L] 2+ 33,84(3) 3,54 

[H4L] + 30,30(2) 5,52 

[H3L] 24,78(2) 7,30 

[H2L] – 17,48(2) 8,36 

[HL] 2– 9,12(2) 9,12 

 

6.3.1. táblázat: A HCDLPCG-NH2 protonkomplexek bruttó stabilitási állandóinak logaritmusa (logβpqr) és pKpqr 

értékei (p = 0) vizes közegben (T = 298K, I = 0,1 M NaCl). A zárójelben az utolsó értékes jegy hibája látható 

6.3.2. A HCDLPCG-NH2 peptid kölcsönhatása nikkel(II)ionokkal 

 A nikkel(II)–peptid rendszerekben lejátszódó komplexképzıdési egyensúlyi folyamatokat 

pH-potenciometriás titrálások, UV-látható, CD- és NMR-spektroszkópiai vizsgálatok segítsé-

gével követtük nyomon. Az egyensúlyi és spektroszkópiai adatok együttes kiértékelése során 

öt egymagvú komplex létét igazoltuk az Ni:L = 1:1 és 1:2 arányú rendszerekben (6.3.1. ábra). 

A bruttó stabilitási állandókat és a spektroszkópiai adatokat a 6.3.2. táblázat foglalja össze.  
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MpHqL r logββββpqr VIS CD 

    λ / nm ε / M-1cm-1 λ / nm ∆ε / M-1cm-1 
NiH2L 24,03(6)     
NiL 12,95(4) 464 237 324 2,193 
    460 0,909 
    544 −0,712 
NiH-1L 6,31(5) 470 228 332 2,37 
    470 2,08 
    540 −1,533 
NiH4L2 47,50(5)     

NiH2L2 33,90(8)         
 

6.3.2. táblázat: A nikkel(II)komplexek bruttó stabilitási állandóinak logaritmusa vízben (logβpqr), valamint a 

látható fényelnyelési (VIS) és CD-spektroszkópiai paraméterei (T=298 K, I=0,1 M NaCl). A zárójelben az utolsó 

értékes jegy hibája látható 
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6.3.1. ábra: A nikkel(II)–L rendszer 1:1 arányú (A) és 1:2 arányú (B) részecskeeloszlási diagramja. Az (A) áb-

rán a 470 nm-en mérhetı CD értékek 200-szorosa (▲), valamint a 354 és 470 nm hullámhosszúságú fény elnye-

lése (○és ■) is látható. ([L]tot = 1,0×10–3 M, T=298 K, I=0,1 M NaCl) 
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 Az ekvimoláris és ligandumfelesleget tartalmazó oldatokban pH 4-6 között az [NiLH2]
+ 

és [NiL2H4] komplexek képzıdnek. Mivel az N-terminális hisztidint tartalmazó peptideknél a 

nikkel(II)ion esetében a rézhez és cinkhez hasonlóan kedvezı a hisztamin és biszhisztamin 

típusú koordináció, kézenfekvı ezek kialakulása e részecskékben. Ezt a feltételezésünket tá-

masztja alá a heptapeptid Ni2+ + [H2L] – = [NiH2L] + valamint az [NiH2L] + + [H2L] – = 

[NiH4L2] egyensúlyi folyamatokra felírt állandóinak (logK = 6,75 és 5,62) közelsége a  

His-Gly Ni2+ + [L’] – = [NiL’] + valamint [NiL’]+ + [L’] – = [NiL2] egyensúlyi állandóihoz 

(logK = 6,81 és 5,49). A His-Gly esetében ugyanis kizárólag a hisztamin/biszhisztamin típusú 

kötésmód valósul meg [32]. Minthogy e komplexek látható spektrumai (d-d átmenetei) igen 

kis intenzitásúak, nagy valószínőséggel oktaéderes szerkezettel rendelkeznek. 

 Az [NiL] – törzskomplex képzıdése pH ~ 5-nél indul, s vele párhuzamosan növekszik a 

~470 nm abszorpciós maximummal jellemezhetı elnyelési sáv is (6.3.1.A ábra, ■ és 6.3.2. 

ábra). Minthogy nikkel(II)komplexek esetén a λmax ~ 450-540 nm környékén megjelenı vi-

szonylag intenzív sávok csak a síknégyzetes szerkezet d-d átmeneteihez tartozhatnak [161], az 

[NiL] – részecskéhez is ez a geometria rendelhetı. A 470 nm-hez tartozó abszorbanciát a pH-

függvényében ábrázolva (6.3.1.A ábra, ■) jól látható, hogy a síknégyzetes szerkezet pH 6,5-re 

teljesen kialakul. Ugyanakkor a d-d átmenethez rendelhetı CD-intenzitás csak pH 8-9-re, az 

[NiH–1L] 2– komplex kialakulásával párhuzamosan fejlıdik ki teljesen (6.3.1A ábra, ▲). 

Minthogy a királis perturbáció döntıen az amidnitrogén koordinációja révén adódik át a fém-

ionra, a CD spektrumok mikrodeprotonálódási folyamatra utalnak, azaz a pH 6,5-nél maxi-

mumot mutató [NiL]– részecskéhez két izomer szerkezet rendelhetı: az egyikben még nincs, a 

másikban már megjelenik amidnitrogén koordinációja. Ennek megfelelıen a két izomerhez 

{NH 2,Nim,S–,S–} és {Nim/NH2,N
–,S–,H2O} típusú kötésmód rendelhetı. Adataink alapján ne-

héz eldönteni, hogy az utóbbi komplexben az imidazol vagy az amino nitrogén koordinálódik-

e. Az UV-látható spektrumon 354 nm környékén (6.3.2. ábra) egy az [NiL]– komplexhez ren-

delhetı (6.3.1.A ábra, ○) váll alakul ki. E sáv intenzitásának csökkenése pH 6 felett utalhat a 

komplex átalakulása során fellépı geometriai változásra, de arra is, hogy az [NiL]– komplex-

ben olyan donorcsoport koordinálódik a fémionhoz, ami magasabb pH-n kiszorul a koordiná-

ciós szférából. Utóbbi megfontolás alapján elképzelhetı, hogy a váll az Nim → Ni2+ töltésátvi-

telhez rendelhetı. Megerısítheti ezt a feltételezést az a megfigyelés, hogy az N-terminális 

szabad hisztidint tartalmazó peptidek nikkel(II)komplexeinél az imidazolgyőrő szerepel hor-

gonydonor-csoportként az amidnitrogén koordinációja során [162]. Magasabb pH-n az 

imidazolgyőrő kiszorul a koordinációs szférából, s az [NiH–1L] 2– komplexben már az enzimre 

jellemzı {NH 2,N
–,S–,S–} kötésmód valósul meg. Ezt számos hasonló modellvegyület spektro-
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szkópiai paraméterei [120-125,127] és az enzim CD-spektruma [163] is alátámasztja. A CD- 

spektrumokon 330 nm körül megjelenı abszorpciós maximum (6.3.3. ábra) több közlemény 

szerint a S– → Ni2+ átmenethez rendelhetı [36,37,161,164-167]. 

 Az aktív centrumra jellemzı szerkezet tehát a peptidünk esetén is kialakul (6.3.4. ábra), 

ekkor már annak fémion affinitása (KD = 2,0×10–15 M) jelentısnek mondható, csakhogy 

mindez a Ni-SOD enzimnél 4-5 egységgel alacsonyabb pH-n valósul meg. Ennek oka az en-

zim szerkezetében keresendı. A hat monomer alegység kölcsönhatásának következtében a 

fémion környezetét, így a két koordinálódó cisztein közötti makrokelátot is számos hidrogén-

híd stabilizálja [118,119]. Bár ezek a hidrogénhidas kölcsönhatások nyilvánvalóak a kristály-

szerkezet alapján, jelentıségüket csak az ilyen kölcsönhatásokat nélkülözı modellrendszerünk 

vizsgálata teszi kézzelfoghatóvá. 
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6.3.2. ábra: Az 1:1 arányú nikkel(II)–L rendszerek látható fényelnyelési spektrumai a pH függvényében 

([Ni 2+] tot = [L] tot = 1,0×10–3 M, pH = 2,8–10,9) 
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6.3.3. ábra: Az 1:1 arányú nikkel(II)–L rendszer CD-spektrumai a pH függvényében 

([Ni 2+] tot = [L] tot = 1,0×10–3 M, pH = 4,2–11,1) 
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6.3.4. ábra: Az [NiH–1L] 2– részecske javasolt szerkezete 

 

 Az [NiH–1L] 2– komplexben elıforduló kötési mód alaposabb megismerése, illetve a 

komplexben és az enzim aktív központjában elıforduló szerkezet összehasonlítása érdekében 

NMR-vizsgálatokat végeztünk, amit megkönnyített e komplex diamágneses sajátsága. A 

ligandum NMR-jeleinek hozzárendelése a 45.oldalon található.  

 A Ni:L = 1:1 arányú rendszer pH* 9-nél, D2O-ban mért NMR-spektrumában (6.3.5., 

6.3.6. és 6.3.7. ábrák) megjelenı jelek teljes hozzárendelése a spektrum bonyolultsága, a jelek 

jelentıs átfedése miatt a dolgozat elkészítésekor még nem valósult meg. Talán a részletek 

ismerete nélkül is látható, hogy a komplex jelenlétében az NMR-csúcsok száma megnı és a 

jelek jelentısen kiszélesednek. Ez alapvetıen különbözik az N-terminális nonapeptid vizsgá-

latakor tapasztaltaktól [120], ugyanis a szerzık szerint a peptid és nikkel(II)komplexének 

NMR-spektruma tökéletesen azonos. Minthogy az [NiH–1L] 2– komplex diamágneses sa-

játságú, a jelek kiszélesedése cserefolyamatokkal magyarázható. Az NMR-jelek még nem 

végleges hozzárendelése szerint az 5,1 és 5,3 ppm-nél megjelenı új csúcsok (6.3.6. ábra) a 

cisztein és prolin alegységekhez rendelhetıek. A NOESY-spektrumon az új jelekhez tartozó 

pozitív elıjelő, azaz kémiai cserére utaló keresztcsúcsok is megjelennek (6.3.7. ábra). Mindez 

arra utal, hogy a prolin alegység peptidkötését érintı cisz-transz izomerek képzıdnek az ol-

datban.  

 A prolin amidkötésének cisz geometriája tehát modellpeptidünk esetén is megjelenik, de 

a két koordinálódó tiolátot összekötı makrokelátot az enzimben stabilizáló H-hidak hiányá-

ban a cisz geometria nem kizárólagos. 
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6.3.5. ábra: A HCDLPCG–NH2 peptid 1H-NMR-spektruma nikkel(II)ion távol és jelenlétében 

([L] tot = 5,0×10–3 M, D2O, pH* = 9,0) 

 

 

 
6.3.6. ábra: A HCDLPCG–NH2 peptid (kék) és az [NiH–1L] 2– komplex (bordó) TOCSY-spektruma 

([L] tot = 5,0×10–3 M, D2O) 
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6.3.7. ábra: Az [NiH–1L] 2– komplex TOCSY- (piros) és NOESY-spektruma (kék) ([L] tot = 5,0×10–3 M, D2O) 

6.3.3. A nikkel(II)–HCDLPCG-NH2 rendszer szuperoxid-dizmutáz aktivitása 

 Mivel célunk a Ni-SOD enzimek aktív központjának funkcionális modellezése is volt, 

meghatároztuk az Ni:L = 1:1 arányú rendszer szuperoxid-dizmutáz aktivitását. Az eredményt 

a 6.3.8. ábra mutatja be. A rendszer IC50 értéke pH = 7,0-nél és pH = 8,0-nál is 1,9×10-6 M. 

Eszerint az [NiL]– és [NiH–1L] 2– részecskékhez rendelhetı aktivitás közel azonos, és kiemel-

kedınek mondható a nikkel(II)komplexek körében, különösen ha figyelembe vesszük, hogy 

önmagában sem a peptid sem a nikkel-akvakomplex nem rendelkezik SOD-utánzó hatással. 

(Az általunk mért értékek hasonlóak az irodalmi áttekintés 3.4. fejezetében már említett N-

terminális modellrendszerekre meghatározott IC50 értékekhez [120,125].)  

 pH 8-nál a nikkel–peptid komplex SOD-aktivitása kb. 2 %-a a natív enzimének (IC50 = 

1,0×10-8 M [120]). Bár ennek több oka is lehet, a modellkomplex és az enzim közötti legnyil-

vánvalóbb funkcionális különbség a fémion környezetének eltérı szerkezetében (a cisz geo-

metria nem kizárólagos), illetve a Tyr9 fenolos hidroxilcsoport a szubsztrát megkötıdését 

irányító/stabilizáló hatásának [119,120] hiányában keresendı. 
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6.3.8. ábra: Az NBT szuperoxid gyök általi redukciójának gátlása a nikkel(II)–HCDLPCG-NH2 rendszer révén 

pH = 7,0-nél (♦) és pH = 8,0-nál (▲). A mérés pontossága ± 5 % 
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HqL r logβ pqr pK pqr

[LH]+ 8,02(1) 8,02

[LH2]
2+ 15,52(1) 7,5

[LH3]
3+ 22,56(1) 7,04

[LH4]
4+ 29,22(1) 6,66

[LH5]
5+ 34,99(1) 5,77

[LH6]
6+ 40,44(1) 5,45

[LH7]
7+ 45,36(1) 4,92

[LH8]
8+ 49,97(1) 4,61

6.4. Egy elágazó láncú peptid fémkötı tulajdonságainak vizsgálata 

6.4.1. A (His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 peptid protonálódási viszonyai 

Elıször a ligandum lépcsızetes disszociációs állandóit (pKpqr) határoztuk meg pH-

potenciometriás mérések alapján vizes közegben, állandó ionerısség (I = 0,1 M NaClO4) mel-

lett. Az oldatokhoz feleslegben adott perklórsav miatt a titrálás kezdetén a ligandum teljesen 

protonált, [H8L] 8+ formában van jelen. Az erıs sav semlegesítése után pH 4-6 ill. 6-8 között 

két pufferelt tartomány jelenik meg a titrálási görbén. A normált görbéken (6.4.2. ábra) lát-

szik, hogy a peptidre nézve lépcsınként négy ekvivalens NaOH fogy. Mindkét pufferelt sza-

kasz a ligandum 4-4 donorcsoportja deprotonálódási folyamatainak tulajdonítható. A 

hisztidin-imidazolgyőrők és az aminocsoportok deprotonálódási folyamatai igen átfedıek, 

ezért a 6.4.1. táblázatban feltőntetett makroszkópikus állandókat és pKpqr értékeket nem lehet 

egyértelmően egyedi donorcsoportokhoz rendelni. Az irodalmi adatok ismeretében (pKamino ~ 

7,5 és pKim ~ 5,5 [149,168]) viszont feltételezhetı, hogy a két lépcsı a 4-4 azonos típusú do-

norcsoportnak tulajdonítható, és az imidazolnitrogének (de)protonálódása játszódik le kisebb 

pH-n. pH~9-ig mind a nyolc proton eltávozik a ligandumról és további deprotonálódás nem 

figyelhetı meg a közeg lúgosítása során.  

A titrálási adatokból számolt bruttó protonálódási állandók segítségével megszerkesztet-

tük az eltérı mértékben protonált részecskék eloszlási görbéit a pH függvényében (6.4.1. táb-

lázat és ábra).  
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6.4.1. táblázat és ábra: A protonkomplexek bruttó stabilitási állandóinak logaritmusa (logβpqr) és pKpqr értékei 

(p = 0) vízben. A zárójelben az utolsó értékes jegy hibája látható. (T=298K, I=0,1 M NaClO4) A jobb oldalon a 

ligandum eltérı mértékben protonált formáinak eloszlási diagramja látható a pH függvényében 
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A pH 4-9 között igen átfedı görbék közül az [H4L] 4+ képzıdik valamivel nagyobb meny-

nyiségben, a továbbiakban deprotonálódó aminocsoportok nagyobb bázicitásának köszönhe-

tıen. Az azonos minıségő donorcsoportok deprotonálódási folyamatainak ily mértékő átfedé-

se arra utal, hogy ezek nem befolyásolják egymást szignifikánsan, vagyis a peptid ágai egy-

mástól távol helyezkednek el. A szerkezetet az induktív, elektrosztatikus, illetve belsı hidro-

génkötéseken keresztüli kölcsönhatások helyett a vízzel való kölcsönhatás határozza meg el-

sıdlegesen. Ezt támasztja alá a következı megfontolás is: ha egy ligandumnak a 

(de)protonálódási helyei egyenértékőek, és a lépcsızetes folyamatok során is azok maradnak, 

akkor a lépcsızetes állandók arányai csak a statisztika törvényei szerint alakulnak. Ez azt je-

lenti, hogy annak valószínősége, hogy egy N maximális koordinációs számmal jellemezhetı 

HjL (vagy MjL) összetételő komplexbıl kilépjen egy proton (vagy egyfogú ligandum), ará-

nyos az elfoglalt koordinációs helyek számával (j), míg egy proton bekötésének valószínősége 

a még szabad koordinációs helyek számával (N-j) arányos. Ilyen feltételek mellett az alábbi 

egyenlıség áll fenn [169]: 

 

 

 

 

Az N = 4 koordinációs számra számolt statisztikus arányokat és a ligandum 4-4 azonos 

protonálódási helyére számolt értékeket a 6.4.2. táblázat mutatja be. 

 

 Kj/Kj+1 Kj+1/Kj+2 Kj+2/Kj+3 Kj/Kj+3 

j = 1 (imidazol-N) 3,31 2,88 2,39 22,9 

j = 5 (amino-N) 2,08 3,38 2,04 14,5 

j = 1 statisztikus 2,67 2,25 2,67 16,0 

 

6.4.2. táblázat: A lépcsızetes protonálódási állandók (Kj) hányadosai, feltételezve hogy a titrálási görbén az elsı 

lépcsı (j = 1-4) a négy imidazolnitrogénhez, a második lépcsı (j = 5-8) a négy aminonitrogénhez rendelhetı 

 

 Megállapítható, hogy a ligandum protonálódási állandóinak hányadosa nemcsak egy 

nagyságrendbe esik a statisztikus úton számolható hányadosokkal, de nagyon jó egyezést is 

mutat azokkal. A tapasztalat azt bizonyítja, hogy ha a kötıhelyek nem egyenértékőek, akkor 

az eltérés több nagyságrendben mérhetı [170]. 
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 Bár a fentiekben szokatlan módon a pH-potenciometria alapján próbáltunk meg a 

ligandum oldatszerkezetére nézve következtetéseket levonni, állításainkat az NMR-

spektroszkópiás vizsgálatok eredményei is alátámasztják. A ligandum savas oldatának egy- és 

kétdimenziós NMR-spektrumain az azonos minıségő, de különbözı ágakon található funkci-

ós csoportok jelei egybeolvadnak, valamint a ROESY-spektrumban sem találhatók olyan ke-

resztcsúcsok, melyekbıl nagy biztonsággal feltételezhetnénk bármiféle kitüntetett stabilitással 

bíró, kedvezményezett térbeli elrendezıdést. 

6.4.2. A (His)4-(Lys)2-Lys-CONH2  peptid kölcsönhatása réz(II)ionokkal 

Az 1:1 arányú Cu:L rendszer és a szabad ligandum titrálási görbéje hasonló lefutású 

(6.4.2. ábra). Az erıs sav semlegesítése után pH ~ 5 és pH ~ 7 körül szintén két, meglehetı-

sen átfedı lépcsı figyelhetı meg, melyekhez azonban a ligandumra nézve csak 2-2 ekvivalens 

lúgfogyás rendelhetı. Következtetésképpen a fémionnal való kölcsönhatás során a feleslegben 

maradt erıs sav megtitrálásával párhuzamosan, már pH 2–4 között megtörténik négy proton 

leadása. A fentiek alapján feltételezzük, hogy a fémion hatására két imidazol-N és két 

aminocsoport deprotonálódik savas közegben, hiszen a pH ~ 5 és pH ~ 7 értékeknél megfi-

gyelhetı két lépcsı a még protonálva maradt különbözı minıségő donorcsoportok (hisztidin 

imidazol-N, ill. aminocsoportok) deprotonálódására utal.  
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6.4.2. ábra: A szabad ligandum, valamint az 1:1 és 2:1 = fémion:ligandum arányú rendszerek titrálási görbéi 

([L]= 1,0×10–3 M, T=298 K, I=0,1 M NaClO4) 
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 A [CuH4L] 6+ részecskére tehát a {2NH2,2Nim}bisz-hisztamin típusú koordinációs mód 

jellemzı. Az ekvimoláris rendszerben a [CuH4L] 6+ komplextıl a [CuL]2+ komplexig a pH-tól 

függıen a maradék négy szabad láncvégi funkció különbözı protonáltsági állapotban lehet 

(6.4.3.A ábra). 
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6.4.3. ábra: Az 1:1 (A) és a 2:1 (B) Cu:L arányú rendszerek részecskeeloszlási diagramja 

([L] tot 1,0×10–3 M, T=298 K, I=0,1 M NaClO4) 

 

 A potenciometriás titrálások értékelése során tett megállapítások alátámasztása, illetve a 

képzıdı fémkomplexek szerkezetének pontosabb meghatározása érdekében spektrofotometri-

ás és CD spektroszkópiás méréseket végeztünk. Az 1:1 = Cu:L rendszerben savas közegbıl 

kiindulva a pH növelésével a fény látható hullámhossz tartományában rögzített elnyelési 

spektrum alapján pH ~ 5-re kialakul a legnagyobb elnyeléső komplex (λmax ~ 620 nm), és 

innen kezdve az abszorbancia értékek és a görbe alakja változatlan pH ~ 8,5-ig. Az 

irodalmban a hasonló komplexekre fellelhetı λmax adatok [149,151,171] a potenciometria 

alapján javasolt bisz-hisztamin típusú koordinációt támasztják alá a [CuHxL] (2+x)+ komplexek-

ben (x = 0–4). Ezek a komplexek csupán nem-koordinálódó oldalláncaik protonáltsági állapo-

tában különböznek, de a fémion körüli lokális szerkezetük ugyanaz. 

 A CD-spektrumok további bizonyítékot nyújtottak eddigi megállapításainkhoz. Ismert, 

hogy a deprotonálódott amidnitrogének koordinációja a réz(II)ionhoz negatív Cotton-effektust 

idéz elı a d-d átmenetek hullámhossz-tartományában, míg az oldalláncok koordinációja 

pozítív effektust okoz [149] Az 1:1 = Cu:L arányú rendszerben pH 3,4–8 tartományban mért 

CD-spektrumokban 650–660 nm közötti maximummal pozitív Cotton-effektust tapasztalunk, 

ami szintén azt erısíti, hogy a ligandum oldalláncán található donorcsoport kapcsolódik a 

fémionhoz. A [CuHxL] (2+x)+ komplexek (x = 0–4) moláris spektrumai azonosak (6.4.4. ábra, 

pontozott vonal pH=6,5 (A) és pH=5,5 (B)). Enyhén lúgos tartományban (pH 8 felett) kék 

színő csapadék képzıdött, ami pH ~ 10 fölött feloldódott, miközben az oldat színe is megvál-
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tozott. A képzıdı csapadékot leszőrve és HClO4 segítségével újból feloldva kimutattuk, hogy 

ligandumot is tartalmaz, vagyis nem hidrolízis történt, hanem valószínőleg az oldatban kép-

zıdı hidrofób komplex vált ki.  
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6.4.4. ábra: Az 1:1 (pontozott vonal) és 2:1 (folytonos vonal) réz(II):ligandum arányú rendszerekben képzıdı fı 

részecskék moláris elektrongerjesztési spektrumai a d-d átmenetek tartományában (A) és moláris CD-spektrumai 

(B). A spektrumok reprodukálhatósága ± 0,03 M-1cm-1, ill. ± 1,0 M-1cm-1. A [CuH–3L] – és [Cu2H–5L] – komple-

xekre jellemzı, rézre normált spektrumok különbségét (∆) szaggatott vonallal jelöltük. 
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A 2:1 = Cu:L mólarányú rendszer titrálási görbéjén pH ~ 3 körül egy hosszan elnyúló, jól 

pufferelt tartomány figyelhetı meg, s pH ~ 5-ig mind a nyolc hidrogénion eltávozik a donor-

csoportokról. Amint az eloszlási diagramon is látható (6.4.3.B ábra), pH ~ 5 fölött a [Cu2L] 4+ 

részecske az uralkodó, melynek a teljes rézkoncentrációra normált moláris spektruma (6.4.4. 

ábra, folyamatos vonal pH=6,5 (A) és pH=5,5 (B)) jó közelítéssel ugyanolyan alakú és inten-

zitású, mint az 1:1 = Cu:L arányú rendszerben képzıdı [CuHxL] (2+x)+ komplexekre (x = 0–4) 

jellemzı görbék. Ez arra utal, hogy a két fémion egyformán bisz-hisztamin típusú módon kö-

tıdik a peptidhez, amint azt a 6.4.5. ábra szemlélteti. 
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6.4.5. ábra: A [Cu2L] 4+ komplex javasolt szerkezete 

 

 Amíg a ligandum négy ága a fémion távollétében egymástól távol helyezkedett el, addig 

a fémion hatására ezek meglehetısen könnyen kerültek olyan elrendezıdésbe, mely stabilis 

kötés kialakítására alkalmas. Mivel a ligandum ágai eltérı hosszúak, három különbözı lehetı-

ség van arra, hogy megvalósuljon az említett koordináció. Vizes oldatban minden bizonnyal 

izomerek vannak jelen. Annak eldöntésére, hogy van-e kiemelt stabilitást nyújtó két ág, mole-

kuláris dinamikai számításokat is végeztünk. Az eddigi számolások szerint a különbözı izo-

merek energiája nagyon hasonló. A legstabilabban az elsı fémiont valószínőleg a két hasonló 

hosszúságú ág köti meg, míg a második fémionnak a legrövidebb és a leghosszabb ágak által 

kialakított kötıhely marad. Ez az információ azonban még bizonytalan, és disszertációmban 

nem tudunk olyan kísérleti eredményt bemutatni, mellyel igazolni tudnánk. 

 Az ekvimoláris rendszerhez hasonlóan csapadék képzıdését észleltük pH ~ 8 környékén, 

ami pH ~ 11-ig amidkoordinált részecskék képzıdése során feloldódott. A pH = 2-8 tarto-

mány értékelése során számolt stabilitási állandókat a 6.4.3. táblázat tartalmazza. 
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MpHqL r Cu2+ Zn2+ 

 logββββpqr pKpqr logββββpqr pKpqr 

[MH6L] 8+ 46,60(2)  43,99(5)   

[MH4L] 6+ 39,65(2)  5,24  34,85(3) 4,94 

[MH3L] 5+ 34,41(2)  5,21  29,91(3)  5,35 

[MH2L] 4+ 29,20(1)  7,02  24,56(2) 6,75 

[MHL] 3+ 22,18(2) 7,43  17,81(2) 7,41 

[ML] 2+ 14,61(1)   10,40(2)  

[M 2H2L] 6+ 36,00(1)   28,60(3)  

[M 2L] 4+ 26,68(1)   17,83(2)  
 

6.4.3. táblázat: A réz(II)- és cink(II)komplexek bruttó stabilitási állandóinak logaritmusa (logβ pqr) és pKpqr 

értékei vízben (T = 298 K, I = 0,1 M NaClO4) 

 

 Lúgos közegben (pH > 10) a csapadék feloldódásával egyidejőleg a látható fény elnyelési 

maximuma ~500 nm-re tolódik, míg negatív Cotton-effektus jelenik meg ~520 nm-nél. A 

spektroszkópiai tulajdonságok drámai megváltozása amidnitrogének deprotonálódását és 

réz(II)ionhoz történı koordinálódását jelzi a [CuH–3L] – komplexben. Hasonló CD-

spektrumokat mértek nem-koordinálódó oldallánccal rendelkezı peptidek réz(II)komplexei 

esetében [172,173]. A fentiek tükrében a ligandum legrövidebb ága, az α-aminosav váz köz-

remőködésével kialakuló csatolt öttagú kelátgyőrők kialakulása tőnik a legvalószínőbbnek.  

 Fémion felesleg jelenlétében (2:1 = Cu:L) a [CuH–3L] – komplexhez hasonló kötésmód 

azonban csak az egyik réz(II)ion számára lehetséges, a másikat ettıl eltérı környezet veszi 

körül. A pH-metiával azonosított kétmagvú [Cu2H–3L] + (logβ ~ –1) és [Cu2H–5L] – (logβ ~  

–24) részecskék összetétele is ezt támasztja alá, ugyanis a második fémionra csupán két ekvi-

valens proton fogy. A 2:1 = Cu:L arányú rendszerben képzıdı [Cu2H–5L] – komplex moláris 

látható elnyelési és CD-spektrumai kisebb intenzitásúak, mint a [CuH–3L] – komplexre jellem-

zı görbék (6.4.4. ábra, pH=11,7). A sávok szélesebbek és enyhén eltolódnak kisebb hullám-

hosszak felé. Ezen kívül a CD-spektrumon a negatív effektus mellett pozitív hozzájárulást is 

tapasztaltunk. Ennek oka, hogy a két réz(II)ion környezetének eltérése miatt aszimmetrikussá 

válik a komplex szerkezete. Ez a megfigyelés jól magyarázza az elnyelési spektrumvonal szé-

lességét is. Ha a fémfelesleget tartalmazó rendszer moláris CD-spektrumából kivonjuk az 

ekvimoláris oldatban mért spektrum felét (6.4.4.B ábra, ∆), egy couplet-szerő, a fémion ekva-
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toriális síkjában amid- és aminonitrogéneket cisz-cisz elrendezıdésben tartalmazó komplexek-

re jellemzı spektrumot kapunk [151]. Következtetésképpen, a [Cu2H–5L] – komplexben az 

egyik réz(II)ionra a [CuH–3L] – komplexszel azonos {NH2, 3N–} kötésmód, míg a második 

réz(II)ionra a {2Nim,2N–} vagy {2NH2,2N–} cisz-cisz kötésmód a jellemzı. Utóbbi sokkal 

valószínőbb az öttagú kelátgyőrők kialakulása miatt (6.4.6. ábra). 
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6.4.6.ábra: A [Cu2LH–5]
– komplex javasolt szerkezete 

6.4.3. A (His)4-(Lys)2-Lys-CONH2  peptid kölcsönhatása cink(II)ionokkal 

A cink(II)tartalmú rendszerek hasonlóan viselkednek a réz(II)tartalmú rendszerekhez pH 

3-8 között (6.4.7. ábra), habár az 1:1 = Zn:L rendszer titrálási görbéje (6.4.2. ábra) eltér az 

analóg réztartalmú rendszerétıl. A pH 4-6 ill. 6-8 tartományban itt is két lépcsıt látunk, azon-

ban az elsıben a ligandumra nézve hat ekvivalens proton távozik el, míg a második lépcsıben 

két ekvivalens. Valójában azonban itt is ugyanazok a folyamatok játszódnak le, mint a 

réz(II)nél. A cink(II)ion két amino és két imidazol csoport deprotonálódását segíti elı a koor-

dináció révén, de a donorcsoportok savassága – a cink(II) gyengébb Lewis-sav volta miatt – 

nem nı meg oly mértékben, mint réz(II)ion jelenlétében. Emiatt nem válik el ennek a négy 

donorcsoportnak a deprotonálódási lépcsıje a még szabad két imidazolcsoport 

deprotonálódási lépcsıitıl. További lúgadagolás hatására pedig a szabad két aminocsoport 

deprotonálódik pH ~ 8-ig. Ezután az oldatban csapadék jelenik meg, mely a lúgos tartomány-

ban sem oldódik föl. Egy újabb ekvivalens cink(II)ion hozzáadása után (2:1 = Zn:L arány) a 

titrálási görbén pH ~ 8-ig egyetlen, szők lépcsı figyelhetı meg: itt távozik el mind a nyolc 

proton a ligandumról (6.4.2. ábra). Ezek alapján a réz(II)komplexek képzıdéséhez hasonlóan 

a ligandum két-két ága egymást jelentısen nem befolyásolva egy-egy Zn2+ iont koordinál pH 
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~ 8-ig a [Zn2L] 4+ részecskében. A cinktartalmú rendszer titrálási görbéje magasabban fut, 

mint a  2:1 = Cu:L arányú rendszer esetén mért, vagyis a cink(II)komplexek kevésbé stabilak, 

mint a réz(II)komplexek (6.4.3. táblázat).  Érdekes, hogy a titrálási görbe utolsó két ekviva-

lensnyi szakasza laposabb, összevetve a réz(II)nél megfigyeltekkel. A jelenség összhangban 

van azzal, hogy a két szabad imidazol deprotonálódása párhuzamosan fut az elsı fémion ko-

ordinációjával. Horgonyként elısegítik a második cink(II)ion megkötését, ami így hatékonyan 

képes versengeni az aminocsoportok protonjaival szemben. Az eloszlási diagram (6.4.7.B 

ábra) arról tanúskodik, hogy a [Zn2L] 4+ részecske uralkodik pH ~ 6 fölött az oldatban, pH ~ 8 

fölött pedig csapadék képzıdik a 2:1 = Zn:L arányú rendszerben is, ami még lúgos körülmé-

nyek között sem oldódik fel. 
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6.4.7. ábra: Az 1:1 (A) és a 2:1 (B) Zn:L arányú rendszerek részecskeeloszlási diagramja 

([L] tot=1,0×10–3 M, T=298 K, I=0,1 M NaClO4) 

 

A cink(II)ion koordináció mélyebb megismerése érdekében 1H-NMR-méréseket is végez-

tünk. A ligandum C2H és C5H imidazol protonjainak 1H-NMR-jelei cink(II)ionok távol és 

jelenlétében (1:1 és 2:1=Zn:L aránynál) a 6.4.8. ábrán láthatók. Egy ekvivalensnyi cink(II) 

hozzáadásakor a jelek eltolódnak és kiszélesednek ugyan a koordináció következtében, de 

még jól látható a C2H és C5H jelcsoport, ami alapján nem valószínő, hogy lenne kitüntetett 

bisz-hisztamin típusú kötıhely a molekulán belül. A fémion hatása ugyanolyan mértékben 

érinti mind a négy hisztidin funkciót, az izomerek gyors ligandumcserében állnak egymással. 

Jelentısen megváltozik a spektrum, ha további ekvivalens cinket adunk a rendszerhez. A 

hisztidin C2H és C5H imidazol jelei tovább tolódnak és szélesednek. Ez arra utal, hogy a 

[Zn2L] 2+ komplexben egy kedvezı fémkötı hely elrendezıdés kerül elıtérbe a fémionok szá-

mára. Továbbá megfigyelhetı a jelek felhasadása a ligandum cseresebesség csökkenésének 

következtében. Ez utóbbi jelenség oka pl. abban keresendı, hogy mindkét fémionnak 

egyidıben kell kiszabadulni a koordinációs szférából, hogy új kötıhelyhez jusson. Annak 

0

20

40

60

80

100

3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0pH

%
 Z

n(
II)

[ZnLH3]
5+

Zn2+

[ZnLH4]
6+

[Zn2L]4+

[ZnLH2]
4+

[ZnLH]3+

[ZnL]2+

[ZnLH6]
8+

[Zn2LH2]
6+

A



Doktori értekezés  Kísérleti eredmények és értékelésük 

 95 

valószínősége, hogy ez megvalósuljon sokkal kisebb, mint a [ZnL]4+ részecskében. A koráb-

ban említett kitüntetett elrendezıdés léte tehát igazoltnak látszik. 
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6.4.8. ábra: A ligandum C2H és C5H jelei fémion távol- és jelenlétében pH* = 5,5-nél 10/90% D2O/H2O-ban 

([L] tot = 5,0×10–3 M, T = 298 K) 

6.4.4. Enzimaktivitás vizsgálatok 

6.4.4.1 DNS hidrolízisének vizsgálata 

Mivel célunk többek között nukleáz enzimet modellezı vegyület elıállítása volt, ezért ta-

nulmányoztuk az elágazó láncú peptid fémkomplexeinek kölcsönhatását DNS-sel a kísérleti 

részben leírt körülmények mellett. Az esetek többségében nem tapasztaltunk szignifikáns ha-

sítást, a [Cu2L] 4+ komplex azonban ígéretes hatást fejtett ki (6.4.9. ábra, bal oldal). A komp-

lex mennyiségének növelésével egyre nagyobb mértékben alakult át a DNS szuperhelikális 

formája nyílt cirkuláris formává. A gélelektroforézis alapján a [Cu2L] 4+ részecske viszonylag 

hatékonyan hasította a DNS-t, habár nem állíthatunk biztosat arról, hogy oxidatív módon vagy 

hidrolitikus úton fejtette-e ki hatását. Hasonló kísérleteket végeztünk a gyantára kötött 
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ligandum fémkomplexeivel is. A 6.4.9. ábra jobb oldalán látható agaróz gélelektroforézis 

eredmény azt mutatja, hogy a cink(II)tartalmú rendszer különösen aktívnak bizonyult: 18 óra 

alatt a DNS szuperhelikális formája teljes mértékben nyílt cirkuláris formává alakult. 
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6.4.9. ábra: Az agaróz gélelektroforézis eredménye. Bal oldal: pUC18 plazmid DNS-t egy éjszakán át 

inkubáltunk 310 K-en, pH = 7,1-nél a [Cu2L] 4+ komplexszel különbözı koncentrációban ([Cu2+] tot = 2,0×10–4-

2,0×10–3 M). Jobb oldal: pUC18 plazmid DNS-t 1 és 18 órán át inkubáltunk 310 K-en, pH = 7,1-nél a gyantára 

kötött peptid kis részleteivel kétszeres fémion felesleg esetében. A + és – jelek azt jelzik, hogy a minta koktélban 

az adott alkotó jelen van-e vagy sem. 

6.4.4.2 A 3,5-ditercbutil-pirokatechin (H 2dtbc) oxidációja 

A réz(II) – (His)4-(Lys)2-Lys-CONH2  rendszer oldategyensúlyi, szerkezeti viszonyainak 

és hidrolitikus aktivitásának vizsgálata mellett, a réz(II)komplexek oxidáz funkcióját is vizs-

gáltuk. A méréseket a kísérleti részben leírt körülmények között végeztük el, 44 (m/m)%-os, 

oxigénnel telített etanol-víz elegyben. Ebben az oldatban az alkalmazott 5,0×10-4, ill. 2,0×10-4 

M komplex koncentráció mellett nem figyeltük meg a titrálások során bekövetkezı csapadék-

képzıdést. Az ekvimoláris rendszer pH ~ 8,5-ig nem mutatott jelentıs oxidatív aktivitást. A 

pH növelésével a H2dtbc oxidációja kissé gyorsabb lett, mint az autooxidáció, de messze el-

maradt a hatékony modell komplexek esetén mérhetı, több nagyságrendbeli különbségtıl. A 

kétmagvú komplex esetében az oxidációs folyamat pH ~ 8-ig ugyan gyorsabb volt, mint az 

1:1 arányú rendszerben, de lúgos tartományban lassabbá vált (6.4.10. ábra). Habár az etanolos 

oldatban nem ellenıriztük a részecskeeloszlást, feltételezzük, hogy a katalitikus hatás a 

[CuL]2+ és [Cu2L] 4+ részecskékhez vagy vegyes hidroxokomplexekhez rendelhetı. Részletes 

vizsgálatot a csekély affinitás miatt nem végeztünk. 
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6.4.10. ábra: A réz(II)–(His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 rendszerben a H2dtbc oxidációjára számolt korrigált kezdeti 

sebesség értékek pH függése 44 (m/m)% etanol-víz oldatban (T = 298 K, [H2dtbc] = 2×10–4 M, autooxidáció (●), 

az egymagvú [CuL]2+ hatása (▲, [Cu2+] tot = 5×10–4 M) és a kétmagvú [Cu2L] 4+ komplex hatása (■, [Cu2+] tot = 

4×10–4 M) 



Doktori értekezés  Összefoglalás 

 98 

7. Összefoglalás 

 A biokémiai kutatások eredményeként az elmúlt években nagyszámú fehérje/enzim ese-

tén azonosítottak olyan viszonylag rövid, rögzített szerkezettel nem rendelkezı, hisztidinben 

gazdag alegységeket, melyek a biomolekula egyéb részeitıl jórészt függetlenül mőködve nagy 

jelentıséggel bírnak az adott funkció ellátása szempontjából. E szekvenciák a legtöbb esetben 

erıs fémkötı helyek, melyekrıl igazolták, hogy a fémion koordinációja meghatároz-

za/kiegészíti a fémtartalmú fehérje/enzim funkcióját. A biológiai szerepük, így a fémionokkal 

való kölcsönhatásuk megismerése alapvetı a hatásmechanizmus feltárása szempontjából. Mi-

vel a kiválasztott, természet ihlette peptidfragmensek esetében a fémion(ok) megkötésében a 

fehérje egyéb részei nem játszanak szerepet, remény nyílt arra, hogy kiküszöböljük a makro-

molekula térbeli szerkezetébıl származó hatások érvényesülését a kismolekulák vizsgálata-

kor. A négy fı fejezetbıl felépülı disszertációmban a fenti stratégiát követve nagyrészt vi-

szonylag rövid, hisztidinben gazdag szekvenciák – többek között a terápiás felhasználás lehe-

tıségét is magukban hordozó peptidfragmensek – fémkötı sajátságainak vizsgálata szerepel.  

 Az elsı fejezetben a hisztidingazdag glikoprotein (HRG) fémkötı helyeinek szerkezeti 

modellezését tőztük ki célul. A HRG egy az emberben is jelentıs koncentrációban elıforduló 

plazma fehérje, melynek hisztidinben gazdag régiója (HRR) tandem módon ismétlıdı 

(G)HHPH(G) szekvenciát tartalmaz. A kutatási eredmények arra utalnak, hogy HRR számos 

biológiai folyamat szabályzásában vesz részt, melyekben alapvetı szerepet kap ezen alegység 

különbözı fémionokkal (pl. Zn(II), Cu(II)) kialakított erıs kölcsönhatása. 

 Az Ac-HHPHG-NH 2 (HP1) és Ac-HHPHGHHPHG-NH 2 (HP2) penta- és 

dekapeptidek, valamint cink(II)- és réz(II)komplexeiknek oldategyensúlyi és oldatszerkezeti 

vizsgálataival tisztáztuk a kérdéses szekvenciák protonálódási viszonyait. Meghatároztuk az 

egyes fémionokkal alkotott komplexek összetételét és szerkezetét, melybıl a makromolekula 

fémkötı sajátságaira is lehet következtetni. A HP1 és HP2 koordinációs viselkedése számot-

tevı eltérést mutat mind cink(II)-, mind réz(II)ionok jelenlétében. A pentapeptiddel ellentét-

ben a HP2 semleges pH-n nagy affinitású kötıhelyet biztosít mindkét fémion számára, leg-

alább négy imidazol donorcsoport kizárólagos koordinációja révén. Az elsı fémion koordiná-

lódása során a dekapeptid konformációja megváltozik, s így a második fémion egy kedvez-

ményezett kötıhelyet foglalhat el. Az [M2L] 4+ részecskék bruttó stabilitási állandója figye-

lemre méltó extra stabilizációról (∆) tanúskodik a HP2 kétmagvú komplexeiben, összevetve a 

HP1 [ML] 2+ komplexeivel: ∆Zn = logβZn2(HP2) – 2 × logβZn(HP1) = 1,91 illetve ∆Cu = 

logβCu2(HP2) – 2 × logβCu(HP1) = 2,08). A konformációs átalakulás lehet az oka a kooperatív 
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fémion megkötésnek rendszerünkben, és nem kizárt, hogy a natív HRG-ben is hasonló folya-

matok játszódnak le. 

 Értekezésem második részében az endostatin fehérje N-terminális szakaszának fémkötı 

sajátságait határoztuk meg. A 20 kD tömegő, 183 aminosavból álló, cinktartalmú fehérje egy 

a szervezetben természetes módon képzıdı ígéretes rákellenes szer, mely mellékhatásoktól 

mentesen, az érújdonképzıdés gátlásán keresztül fejti ki hatását. Legújabban kimutatták, hogy 

a 25 tagú N-terminális fragmens és a teljes fehérje tumorellenes aktivitása megegyezik. A 

cink(II)ion jelenléte mindkét esetben szükséges a rákellenes hatás kifejtéséhez. 

 Az általunk elıállított tizenkét tagú, az endostatin fehérje N-terminális szekvenciájával 

megegyezı HSHRDFQPVLHL-NH 2 peptid cink(II)komplexe fiziológiás pH-n 

{NH 2,3Nim,COO–} szerkezető, ami feltehetıleg megegyezik a 25 tagú fragmens kötésmódjá-

val. A peptid réz(II)affinitása rendkívül nagy (KD = 2,6×10-15 M), megközelíti a réztartalmú 

fehérjékre jellemzı értékeket. A semleges pH tartomány körül albuminszerő {NH 2,N
–,N–

,Nim} kötésmód valósul meg a [CuH-2L] – komplexben. E tekintetben érdemes megemlíteni, 

hogy az érképzıdéshez lokálisan magas réz(II) koncentráció szükséges, s ez utóbbi csökken-

tése révén lehetséges a rákos sejtek növekedésének gátlása. Kísérleti eredményünk azt sugall-

ja, hogy a réz(II) megkötése szerepet játszhat az endostatin biológiai feladatában. 

 A harmadik fejezetben a közelmúltban felfedezett, nikkel(II)tartalmú szuperoxid-

dizmutáz család N-terminális fragmensének fémkötı sajátságait tártuk fel. Az enzimben a 

katalitikus hatásért felelıs nikkel mind oxidált (NiIII), mind redukált (NiII) formában kizárólag 

a His1, Cys2 és Cys6 aminosavakhoz kötıdik. 

 Az enzim N-terminális szekvenciájával megegyezı HCDLPCG-NH 2 heptapeptid egye-

dülálló lehetıséget kínált a nikkelkötı hely modellezésére. A natív enzimben már pH ~ 4 kö-

rül megfigyelhetı síknégyzetes {NH2,N
–,S–,S–} koordinált szerkezet csupán pH ~ 9 körül 

alakul ki a nikkel(II)ion és a ligandum ekvimoláris oldatában. További eltérés az enzimhez 

képest, hogy 2D NMR-spektrumaink alapján a Leu4-Pro5 kötés cisz konformáció helyett 

transz konformációt vesz fel a nikkel(II)–HCDLPCG-NH 2 komplexben. Habár a Ni-SOD N-

terminálisa nem rendelkezik szigorúan rögzített szerkezettel, a hidrogénhidas kölcsönhatások, 

illetve a cisz Leu4-Pro5 kötés olyan kedvezményezett konformációt biztosítanak a fémion 

számára, hogy kb. 5 egységgel kisebb pH-n megvalósul az említett szerkezet. A peptid pH = 

9-nél számolt nikkel(II)affinitása (KD = 2,0×10–15 M) viszont már ugyanolyan mértékő, mint 

az enzim fémkötı erıssége. Az NMR-spektrumok bonyolultsága és a szemiempirikus számo-

lásaink eredményei arra engednek következtetni, hogy a prolin izomérián kívül a makrokelát 

hurok sík alatti, ill. feletti elhelyezkedése tovább növeli a lehetséges izomerek számát. A 
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komplex a legtöbb Ni-komplexnél jóval hatékonyabban dizmutálta a szuperoxid gyököt  

(IC50 = 1,9×10-6 M), habár aktivitása két nagyságrenddel kisebb, mint a természetes enzimé. 

Ennek oka szintén az eltérı konformációban, továbbá a Tyr9 fenolos hidroxilcsoport irányí-

tó/stabilizáló hatásának hiányában keresendı. 

 A fémtartalmú fehérjék/metalloenzimek mőködésének mind teljesebb megismerése mel-

lett a bioszervetlen kémia másik meghatározó kutatási iránya a gyakorlati felhasználást lehe-

tıvé tevı mesterséges fehérjék/enzimek kifejlesztése. A hidrolitikus feladatot ellátó 

metallonukleázok és az oxidációs folyamatokat katalizáló 2-es és 3-as típusú réztartalmú en-

zimek szerkezeti és mőködési modellezése mind nagyobb figyelmet kapott az utóbbi években. 

A nagyszámú hisztidin-peptid fémkomplex vizsgálata rámutatott arra, hogy a hatékony mo-

dellvegyületekben a ligandum megfelelı számú és a peptid szekvenciában megfelelı helyet 

elfoglaló hisztidin alegységet tartalmaz. 

E stratégia folytatásaként értelmezhetı dolgozatom negyedik fı fejezete, melyben egy új 

típusú ligandum koordinációs kémiai viselkedését és enzimaktivitását vizsgáltuk cink(II)- és 

réz(II)ionok jelenlétében. A hét aminosavból – 3 lizinbıl és 4 hisztidinbıl – álló elágazó láncú 

(His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 peptid pH ~ 8-ig kizárólag az amino- és imidazolcsoporto-kon 

keresztüli biszhisztaminszerő fémion-koordinációt valósít meg cink(II)- és réz(II)ion jelenlét-

ében. Az enyhén lúgos pH tartományban csapadékként kiváló töltéssemleges réz(II)komplex 

pH 10 felett feloldódott amidkoordinált, csatolt öttagú kelátgyőrős [CuH–3L] – részecske kép-

zıdése során. Rézfelesleg alkalmazásakor a csapadékképzıdés után kialakuló [Cu2H–5L] – 

komplexben a második réz kötésmódja eltér az elsıétıl. Feltehetıleg két amid- és két 

aminonitrogén veszi körül. Az egymagvú [CuL]2+ és a kétmagvú [Cu2L] 4+ komplex oxidatív 

aktivitása elmaradt a várakozásainktól, ill. az H2dtbc autooxidációja és a  hatékony modell 

komplexek esetén mérhetı, több nagyságrendbeli különbségtıl. A hidrolitikus vizsgálatok 

során a kétmagvú [Cu2L] 4+ komplex viszonylag hatékonyan hasította a DNS-t pH = 7,1-nél, 

habár nem állíthatunk biztosat arról, hogy oxidatív módon vagy hidrolitikus úton fejtette-e ki 

hatását. A hasítási kísérletet megismételtük a gyantára kötött ligandum fémkomplexeivel is 

pH = 7,1-nél. A cink(II)tartalmú rendszer különösen aktívnak bizonyult, 18 óra alatt a DNS 

szuperhelikális formája teljes mértékben nyílt cirkuláris formává alakult. 
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8. Summary 

Interaction of bioinspired multihistidine ligands with 

zinc(II), copper(II) and nickel(II) ions 

 This thesis lies inside the domain of bioinorganic chemistry, a borderland that embraces 

the chemistry of metal-containing molecules within biological systems, since many metal ions 

are of vital importance for living creatures. This field is concerned with the control and use of 

metal ions in biochemical processes. To our knowledge up to now, approx. 30% of the 

enzymes catalysing biochemical processes contain metal ion(s). The effect of transition 

metals is exerted almost exclusively by binding to biomolecules, mostly to proteins. Learning 

about their role in proteins/enzymes is essential to understand the mechanisms of their ac-

tions. Modern bioinorganic chemistry has two important research directions; one is focusing 

on the more and more detailed exploration of the function and mechanisms of metallopro-

teins/enzymes, and the other is the development of artificial proteins/enzymes possessing the 

potential for future practical applications. 

 These kinds investigations can be classified into two parts supplementing each other, the 

study of (i) native proteins/enzymes and (ii) their small model complexes. Both approaches 

have advantages and disadvantages. The investigations of macromolecules are difficult. Many 

times the provided information are difficult to interpret because of the complexity of the 

system. Nevertheless, these studies are irreplaceable. On the other hand, even the best model 

complexes are only able to give a distorted picture of the metal binding site. However, they 

are much simlpler than proteins, thus, they can be handled and examined easier. They present 

opportunity to gain knowledge on the role and features of some parts of the full processes and 

structural motifs. Often this is impossible for the native systems. Last but not least efficient 

model systems may help in developing proteins with therepeautic use, practical application 

and develop biomimetic catalysts/artificial enzymes. 

 Based on our present knowledge among the amino acids the side chain donors of his-

tidine and cystein form the strongest interaction with most transition metal ions. It is in line 

with the fact that the metal binding sites of the proteins are usually built from these amino 

acids. Since the imidazole ring plays fundamental role in the metal binding sites of proteins, 

the metal complexes of many histidine-containing peptides have been studied in the previous 

decades. However, only few of these compounds could be considered as adequate models for 

the metal ion–protein interaction, since investigations of multihistidine peptides having 3-4 
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histidine units are very scarce. Preciptation occurred almost in all previously studied zinc(II)-

containing model systems and amide-coordinated species are predominant in the physiologi-

cal pH range for almost all previously studied peptides in the presence of copper(II) ion. That 

eliminates the structural and functional analogy between the proteins to be modelled and the 

peptides investigated. Probably, this is also a reason for the mentioned fact that metallopep-

tides have not yet been investigated as functional models for hydrolytic and oxidative en-

zymes. Another difficulty of model studies to be overcome is that the environment of the ac-

tive centers has fixed structure in most cases. Furthermore, the metal binding sites are often 

far away from each other in the amino acid sequence. These facts render the metalloenzyme 

mimicking by (small) peptides very difficult. 

 However, recent biochemical studies pointed out the presence of relatively short, his-

tidine-rich subunits with no fixed structure in a large number of proteins and enzymes that 

operate more or less independently from other parts of the biomolecule, while having a great 

importance in view of the given function. These sequences have strong metal binding ability 

in most cases and the metal ion coordination – according to various biological studies – de-

termines or contributes to the function of the protein/enzyme. 

 The main goal of our research was the investigation of the metal binding properties of 

such bioinspired, relatively short histidine-rich sequences, including peptide fragments with 

potential therapeutic use, frequently appearing in proteins and enzymes. 

 The first main chapter is about the structural modelling of the metal binding site of the 

human histidine-rich glycoprotein (HRG) with the zinc(II) and copper(II) complexes of the 

tandem-repeat pentapeptide fragment Ac-HHPHG-NH 2 (HP1) and its 10-mer dimer 

Ac-(HHPHG)2-NH2 (HP2). They are the minimum metal binding motifs of the histidine-rich 

region (HRR) and have been synthesized with protections at both termini. HRG is an abun-

dant plasma protein having a central HRR with tandem sequence repetition (in humans 

(G)HHPH(G) is repeated 12 times). The His-rich domain of HRG has a remarkable ability to 

bind divalent metal ions, e.g. Zn(II) and Cu(II). HRG was found to regulate numerous bio-

logical processes, e.g. angiogenesis, cell adhesion and migration, fibrinolysis and coagulation. 

The metal ion (mostly Zn(II)) binding of the HRR region has probably a crucial importance in 

these functions, i.e. the coordination of Zn(II) to the HRR promotes the binding of HRG to 

other proteins and receptors. In order to get a deeper insight into the mechanism of the HRG 

functions and to clarify the role of metal ions, it is essential to characterize the metal binding 

properties of the macromolecule. This may be achieved by model studies on the metal com-

plexes of specific peptide fragments of the HRR.  
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 The zinc(II) and copper(II) binding ability of HP1 and HP2, and the structure of the 

formed complexes have been investigated by means of potentiometry, NMR-, UV-Vis-, CD-, 

SRCD- and EPR spectroscopies. Exclusive coordination of the side-chain imidazoles of the 

peptides has been observed with both metal ions in the acidic and neutral pH range. In 

alkaline solution preciptation occured in the presence of zinc(II) and various amide-

coordinated species were formed in the copper(II)-containing systems. On the basis of EPR 

measurements dimer complexes formed between pH 7-10 in the 1 to 1 ratio HP1–copper(II) 

and in the 1 to 2 ratio HP2–copper(II) systems. In contrast with the pentapeptide, HP2 pro-

vides high-affinity binding site for both metal ions around neutral pH by the exclusive coordi-

nation of the side chains of at least four imidazole donors. The conformational change of HP2 

during the coordination of the first metal ion creates a favored binding site for the second 

metal ion, resulting in an important extra stabilization (∆) for the [M2L] 4+ complexes, as com-

pared to the [ML]2+ species of the shorter sequence: ∆Zn = logβZn2(HP2) – 2 × logβZn(HP1) = 1.91 

and ∆Cu = logβCu2(HP2) – 2 × logβCu(HP1) = 2.08. Such conformational changes may explain the 

cooperative metal binding in our system, but whether similar changes occur in the native 

HRG protein upon metal binding is a question still to be answered. 

 In the second part of the work we report on the solution chemical investigation of the 

zinc(II) and copper(II) complexes of HSHRDFQPVLHL-NH 2 peptide, which is identical 

with the N-terminal fragment of human endostatine. Endostatine, a zinc-containing protein 

(approx. 20 kDa), being present also in humans, is a widely studied molecule due to its well 

documented antitumor activity provided without any side effects. The antitumor activity of 

the protein is caused by its antiangiogenic and antimigrating effects. The antitumor activity 

and mechanism of the action of the 25-amino-acid N-terminal fragment and the full protein 

are equivalent, which is of crucial importance for the sake of future therapeutic use. The 

presence of the metal ion is necessary to exert the antitumor effect in both cases. The details 

of the zinc(II) ion interaction and the solution structure, especially for the N-terminal 

fragment possessing antitumor activity, is not known. Interestingly, endostatine also possesses 

an amino terminal Cu(II)- and Ni(II)-binding (ATCUN) motif, an efficient copper(II) binding 

site found in the N-terminus of many naturally occurring proteins. 

 In order to determine the metal-binding properties of the N-terminal fragment of en-

dostatin, we performed equilibrium, UV-Vis, CD, EPR and NMR studies on the zinc(II) and 

copper(II) complexes of the dodecapeptide. In the presence of zinc(II) the formation of a sta-

ble {NH2,3Nim,COO–} coordinated complex was detected in the neutral pH range. This coor-
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dination mode is probably identical to that present in the zinc(II) complex of the above-

mentioned N-terminal 25-mer peptide fragment of human endostatin. In addition, the peptide 

has extremely high copper(II)-binding affinity (KD = 2.6×10-15 M at pH = 7.4), close to those 

of copper-containing metalloenzymes, and forms albumin-like {NH2,N
–,N–,Nim} coordinated 

[CuH–2L] – complex in the neutral pH range. Since copper acts as an essential co-factor in an-

giogenesis, this finding may suggest that copper(II) binding is involved in the biological ac-

tivity of endostatin.  

 The HCDLPCG-NH 2 sequence is the N-terminal fragment of a recently discovered su-

peroxide-dismutase (SOD) family. It contains only one histidine unit. The investigation of the 

metal-binding abilities of the sequence makes the third pillar of my thesis. Superoxide radical 

(O2˙
-) is a toxic byproduct of aerobic respiration. Besides many free radicals are scavenged by 

dioxygen to form superoxide. Therefore, the SOD enzymes, catalyzing the disproportionation 

of superoxide, are the major regulators of free radical and reactive oxygen species balance in 

organisms. The aforementioned SOD family, occurring in Streptomyces bacteria, contains 

nickel and shows no homology with the SODs of higher organisms. The nickel center, re-

sponsible for the catalytic activity of the enzyme, is exclusively bound to the His1, Cys2 and 

Cys6 amino acids both in its oxidized (NiIII) and reduced (NiII) forms. The well-conserved N-

terminal sequence 1HCDXPC– (X = G or L) provides almost all interactions critical for metal 

binding and catalysis. The investigation of Ni(II) complexes of the N-terminal fragment form-

ing the active center of these enzymes, and the comparison to the well-known Cu,Zn-SOD 

and Mn/Fe-SOD provide a possibility to explore the most efficient strategy of superoxide 

dismutation that may lead to the development of e.g. highly efficient antioxidant agents.  

 Here we report on the solution chemical (pH-metry, UV-Vis, CD, 1D and 2D NMR) in-

vestigations of the nickel(II) complexes of HCDLPCG-NH 2 heptapeptide wich is identical 

with the N-terminal sequence of the lately discovered nickel containing superoxid-dismutases 

and provides unique possibility to mimick the nickel binding site. The square planar geometry 

wich can be observed in the native enzyme already around pH ~ 4 is present above pH ~ 6 as 

a binding isomers. The {NH2,N
–,S–,S–} coordinated structure, wich is typical for the enzyme 

forms in 100% around pH ~ 9 in the equimolar solution of the ligand and nickel(II) ion. The 

metal binding strength of the peptide (KD = 2.0×10–15 M) is commensurable with that of the 

enzyme. The cis geometry of the Pro5 in the amide bond of the Ni-SOD enzymes evolves 

paralell with the binding of nickel and the formed H-bridges stabilize the structure. The NMR 

spectra of the peptide recorded in the presence of nickel suggest a cis-trans isomerism of 

proline amide bond, but in the lack of the stabilizing H-bridges the cis conformation  
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is not exclusive. The [NiL]– and [NiH–1L] 2– species possess excellent SOD activity  

(IC50 = 1,9×10–6 M) among the Ni2+ complexes, but their activities are less with two order of 

magnitudes than that of the native enzyme. Probably the reason for this phenomenom is the 

different conformation and the lack of the directing/stabilizing effect of Tyr9 that regulates 

the coupling of the substrate. 

 Beside the more and more detailed exploration of the functioning and mechanisms of 

proteins/metalloenzymes, bioinorganic chemistry has another important research direction 

focusing on the development of artificial proteins/enzymes having the potential for future 

practical applications. The functional and structural modelling of metallohydrolases with hy-

drolitic activity and type 2 and 3 copper-containing enzymes participating in the catalysis of 

the oxidation of various organic molecules attracted special attention in recent years. A num-

ber of model compounds of metallohydrolases or copper-containing oxidases are known from 

the literature. These compounds are, almost without exception, metal complexes of synthetic 

ligands. For the last few years, metal ion–peptide systems have not been studied at all from 

this point of view, because amide-coordinated species were predominant in the physiological 

pH range in almost all previously studied copper(II)–peptid system. Hereby, the structural and 

functional analogy between the proteins to be modelled and the investigated peptides have 

been eliminated. The coordination of amide nitrogens significantly reduces the Lewis-acid 

character of the metal ion and stabilizes the +2 oxidation state of copper leading to the dra-

matic decrease of catalytic activity in both types of reactions. On the other hand research on 

metal complexes of histidine-containing peptides pointed out that the coordination mode of 

the ligand depends considerably on the number and position of the histidine subunits in the 

peptide sequence and the quality of the surrounding donor groups. In our research group we 

managed to prevent the coordination of amide nitrogen around neutral pH with a suitably 

choosen peptide sequence and created a accurate functional and structural enzyme models. 

 In the fourth chapter of the thesis we follow the recent strategy and report the coordina-

tion chemical behavior of a novel type ligand in the presence of zinc(II) and copper(II) ions. 

Based on our previous experiences, we designed and prepared the (His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 

dendrimer type heptapeptide – consisting of three lysines and four histidines. Two lysines 

have been coupled to the α and ε amino groups of the C-terminal. Four histidines have been 

coupled to the 2-2 different amino groups of the second generation lysines. The branches of 

the dendrimer peptide are more flexible than peptides with straight chain, thus the density of 

the metal binding site might be higher. The ligand possesses eight primary nitrogen donors, 
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thus this compound may form a binuclear metal complex that behaves as an efficient nuclease 

and/or oxidase enzyme model. 

 We examined the protonation equilibria, and the complex formation processes with 

copper(II) and zinc(II) ions in M:L = 1:1 and 2:1 initial concentration ratio in aqueous 

solutions. The composition, speciation and the solution structure of the complexes have been 

determined by combined pH-potentiometric titrations, visible absorption, circular dichroism 

and NMR spectroscopy. Mono- and bimetallic complexes of both metal ions were formed 

with bis-histamine type coordination as the main species. While above pH 8 the precipitation 

of a neutral complex was observed for both metal ions, in the copper(II) containing systems it 

dissolved in alkaline solutions (pH > 11.0). The resulting complex in equimolar system 

displays deprotonated amide-nitrogen coordination, with fused five-membered chelate rings 

around the metal ion in [CuH–3L] –. At the same time, only one copper(II) is able to coordinate 

in the same manner in the [Cu2H–5L] – species. The second metal ion is probably surrounded 

by two amide nitrogens and two others either from amino or imidazole donor groups. The 

mononuclear [CuL]2+ and the binuclear [Cu2L] 4+ complexes showed low activity in oxidation 

of 3,5-ditertbutyl-catechol. The hydrolytic assays show somewhat more promising picture. 

Based on our experiment we may state, that the [Cu2L] 4+ species is moderately effective at pH 

= 7.1, but we cannot be confident whether in oxidative or hydrolytic manner. The same 

experiments have been performed with the resin-linked ligand in the presence of metal ions. 

The gel electrophoresis demonstrated a significant effect of the zinc(II)-containing system, 

where after 18 hours all of the superhelical DNA turned into open circular form. 
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