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Erdei Judit Zsuzsa Hisztidint és aszparaginsavat tartalmazé peptidek vizsgalata atmenetifém-ionokkal

1. BEVEZETES

A nikkel az emberi szervezetben allando, kimutathatd mennyiségben van jelen. Egy 70
kg-os ember esetében 7-10 mg nikkel lelhet6 fel. Foldiinkén nagy koncentracidban fordul ¢l6,
ezért az emberi szervezetben hianybetegség nem alakul ki. Toxikus hatdsa ismeretes, sot
néhany vegyiilete rakkelto ¢és a Ni(CO)4 belégzése fulladast vagy akar halalt is okozhat. Mégis
a leggyakoribb nikkel okozta allergias megbetegedés a Nickel Dermatitis, a nikkelt tartalmazo
targyak, foként ékszerek altal kivaltott ekcéma jellegli borkitités. A nikkel az emberi
szervezetben foleg az albuminhoz kotve talalhaté meg. Az eddig rendelkezésre allo6 adatok
alapjan azonban a nikkeltartalma biomolekuldknak az emldsok, igy példaul az ember esetében
1étfontossagu szerepe nem ismert.

Egy 1975-ben tett felfedezés ramutatott, hogy az uredz enzim a feltételezésekkel
ellentétben nem cinket tartalmaz, hanem nikkelt. Ekkort6l valt ismertté a nikkel bioldgiai
szerepe. A nikkeltartalmi enzimet igen gyakran kimutattdk baktériumok és a ndvények
vizsgalata kdzben is.

A nikkel tartalmi enzimek egy masik nagy csoportja a hidrogendzok, melyet nemrég
fedeztek fel, mivel a fémion kimutatasa €16 szervezetekben igen nehézkes. A hidrogenaz
enzim esetében végig tudtdk kdvetni a nikkelionok teljes redukciodjat, mivel a nikkelkézpont
egymagvi, igy az ESR-jelek alapjan a kiilsnboz6 allapotok beazonosithatok. M

A cink rendkiviil fontos és nélkiilozhetetlen fémion az emberi szervezet szamara. Az
¢lélényekben foként az enzimek alkotdjaként van szerepe. Szervezetiink napi cink sziikséglete
kb. 2g.

A cink tobb fontos enzim alkotojaként is szerepel az emberi szervezetben. Jelenlegi
ismereteink szerint a metallohidroldzok leggyakrabban Zn(ll)-ionokat tartalmaznak. Ennek
oka lehet, hogy a cink inert redoxi reakciokban, erés Lewis-savként viselkedik és képes erds
koordinacidra, illetve benne a d-palyak telitettek, tehat a kristalytér stabilizacids energia nem
befolyasol.

Az Zn(Il)-tartalmu enzimeknek két fontos funkcidja van az emberi szervezetben,
egyrészt katalitikus folyamatok enzimjeinek alkotdja, masrészt szerkezetalakitd funkcioval
rendelkezik.

Katalizisben résztvevé enzimek példaul a karboxi-peptidaz, szénsav-anhidraz és a maj-
alkohol-dehidrogenaz, mig az alkohol-dehidrogenazban szerkezetalakitd funkciot tolt be.

Azon enzimekben, ahol katalizisben vesz részt, leggyakrabban harom koordinacids

helynél a hisztidin nitrogénje foglal helyet, a negyedik altaldban pedig egy vizmolekula.
1
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A miikodés soran harom mechanizmus lehet. Az elsd esetben a vizmolekuldt kiszoritva a
szubsztrat kozvetleniil a cinkionhoz kotédik,vagy a vizmolekula ionizalodik és a OH- csoport
kolcsonhatasba 1€p a szubsztrattal, mig harmadik esetben a szubsztrat az 6todik koordinacios
helyet kihasznalva, kdzvetlentiil a cinkionhoz kotédik.!

Azon enzimekben, ahol szerkezetalakitd szerepe van, a négy koordinacios helyet O-,N-
vagy S-donoratomok foglaljak el. Ennek kovetkeztében a vizmolekula nem tud részt venni a
koordinacidéban, mint ahogy szubsztrat sem.’

Ujabb felfedezések szerint a DNS replikacié soran a cinkionoknak a genetikai informacio
atadasaban meghataroz6 szerepiik van, szabalyozzak a folyamatot. Ezeket cink-ujjaknak
hivjak, melyek 9-10 cinkiont tartalmaz6 fehérjék. 4-4 aminosav koordinal egy cinkiont,
nikkelionok és a cinkionok az emberi szervezetben foként hisztidint tartalmazo fehérjékhez
kétédve vannak jelen.

A Cd(IT) mérgezobb mint az 6lom. Ha kadmiummérgezés fordul eld, a csontok nagyon
torékennyé valnak és az egész csontozat eltorzul. Japanban az 1950-es években okozott stilyos
gondokat az Itai-itai kor, mely a rizsfoldek ont6zése soran rendkiviil szennyezett vizzel keriilt
a szervezetbe, foként idésebb ndket megbetegitve. A kadmium nagyon erdsen tud koétédni a
csontokban, nehezen iiriil ki, ami évtizedekbe telik. Elsdsorban a méajban és vesében
halmozddik fel, azonban méas nehézfémekkel 6sszehasonlitva nem tud atjutni a vér-agy gaton,
tehat a kozponti idegrendszert nem karositja.

A kadmiumot fOként elemek gyartasa és azok bevonatainak készitése soran hasznaljak,
illetve a vegyiileteit a festékgyartasban és miianyagok stabilizatoraként. Manapsag Ni/Cd
akkumulatorok gyartasa soran alkalmazzak.?

A kadmium 8 veszélyforrdsa az ember szdmara az, hogy mivel a cinknél lagyabb
tulajdonsagu, képes azt kiszoritani a cisztein altal koordinalt kotéhelyekrdl, példaul a cink-ujj
fehérjék esetében. Egy masik tulajdonsaga, ami szintén a toxicitasat okozza, hogy a
csontokbol a kalciumot képes kiszoritani, igy tonkretéve az ember csontozatat.

Ezek megismeréséhez igen valtozatos Osszetételii és hossziisagu peptid atmenetifém-ion
komplexének oldategyenstlyi vizsgalatat végezték el. A Tanszéken, a Bioszervetlen Kémiai
Kutatdcsoportban is széleskorli kutatdsok folynak a kiilonb6zd hisztidin tartalmt peptidek

fémkomplexeinek terén.
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2. CELKITUZES

Célunk az volt, hogy két, aszparaginsavat is tartalmazo, multihisztidin peptidet allitsunk
elé: az Ac-HisAspHisAlaHis-NH; (Ac-HDHAH-NH,) (1/a. abra) és az Ac-HisAlaHisAspHis-
NH; (Ac-HAHDH-NH,) (1/b. abra). Mindkét peptid N-terminalison acetilcsoporttal védett,

illetve a C-terminuson savamid véd6csoportot tartalmaz.

(- (- | ' ' I
H3C—C—N—CH—C—N—CH—C—N—CH—C—N—CH—C—N—(l)H—C—NHz

CH, c|:|-|2_ CH, CH3
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| (- - - (- I
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(b) c—o
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1. abra A két vizsgalt peptid szerkezeti képlete

szintézise utan ezek atmenetifém-ionnal alkotott komplexeinek

A két peptid
oldategyenstlyi  vizsgalataval pH-potenciometrias, UV-Vis

folytattam a munkat
spektrofotometrias és CD-spektroszkopias,illetve néhany Ni(II)-komplex esetében ‘H-NMR

spektroszkopias modszerek alkalmazasaval.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A vizsgalt atmenetifém-ionok koordinaciés kémiaja®

A nikkel komplexek esetén leggyakrabban a fémion oxidacios allapota 0 és +4 kozott
valtozik. Legtobbszor a +2-es oxidacios allapot fordul eld. Megallapithatjuk, hogy a nikkel(II)
igen valtozatos geometridju komplexek alkotdsdra képes. A koordindciés szdm valtozasa
azonban igen sziik hatarokon beliill mozog, altalaban 4-es és 6-0s, ennél nagyobb koordinacios
szam melletti komplexek képzése rendkiviil ritka. Eléfordulnak még emellett 1-es és 3-as
koordinacids szamu komplexek, azonban ezek is viszonylag ritkak.

A 3-as oxidacids allapotban egymagvi komplexek fordulnak eld, melyek sikalkatuak
vagy sikharomszog sztereokémiaval rendelkeznek. Erre példa a K3NiFg Gsszetételli vegyiilet,
mely ibolya szini, kristalyos anyag. Ebbe a csoportba tartozik még a [Ni(bipy)s]**-ion (bipy:
2,2’-dipiridil), a [NiBrs(PEts)2] (PEts: trietil-foszfin), ami fekete szini és trigonalis
bipiramisos szerkezettel rendelkezik, illetve azon komplexek, melyekben N-donoratomot
tartalmaz6 makrociklusos ligandum koordinalddik a nikkelhez.
néhany enzimben feltételezik 1étezését. Ezen oxidacios allapot komplexei sarga €s voros
szinig terjedd szinskalan léteznek. A d° elektronszerkezethez mérten a Ni(I)-ion komplexei
stabilisak, foként tetraéderes foszfinkomplexek alkotéi és paramagneses tulajdonsaggal
rendelkeznek. Az ebbe a csoportba tartoz6 komplexek koziil Gjonnan valt érdekessé a
Ks[NiO,]. Ez azért is egy figyelemre méltd vegyiilet a kutatok szamara, mert kis oxidacios
allapotanak ellenére oxigéntartalmt vegytileteket alkot, ami féleg a nagyobb oxidacios szamu

vegyiiletekre jellemzd.

crer

crer

nikkel(I) sztereokémidjanak meghatarozasa azonban csak hosszas mérések révén valt
biztossa.

A nikkel(I) alkotta komplexvegyiiletek esetén a legnagyobb koordindcidos szam hat,
nagyon ritka esetekben lehet ennél nagyobb. Négyes koordinaciés szam esetén foleg

oktaéderes és siknégyzetes szerkezet jellemzd, de eléfordulhat tetraéderes szerkezet is. Otos
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koordinacidés szam esetén trigonalis bipiramisos €s négyzetes piramisos elrendezddés
figyelheté meg.

Hatos koordinacidos szammal a Ni(Il) oktaéderes elrendezddésii komplexeket alkot,
amelyek konnyen elballithatoak altalaban a vizmolekuldk helyettesitésével. Ez foként
semleges nitrogéndonor ligandumokkal, igy példdul ammoniaval, bipiridillel vagy
tiocianattal, nitritionnal vagy oxigén-donoratomot tartalmazé ligandumokkal kivitelezhetd.

A nikkel(Il) szinte minden anionnal s6t képez, melyek altalaban zold sziniiek,
leggyakoribb a [Ni(H.0)]**-ion, ami minden vizes oldatban jelen van, mert erds
komplexképzd ligandum nincs a kdrnyezetében, mely koordinalddni tudna hozza. A négyes
koordinaciés szammal rendelkez0 komplexek kozott leggyakoribb a siknégyzetes
elrendez6dés. Erre példa a [bisz(N-metil-szalicil-aldiminato)nikkel(II)] (2/a. abra) és

[bisz(dimetil-glioximato)nikkel(II)] (2/b. abra), melyek vordses szintiek.

O----H—O0
Me\N/ Me IL IL Me
O\l\lh I \N./ N
IL\O Me \N/ \N/ Me
= e | |
O—H----0
(a) (b)

2. abra: A [bisz-(N-metil-szalicil-aldiminato)nikkel(IT)] (a) és [bisz(dimetil-glioximato-
nikkel(11)] (b) komplexek

A Ni(IT) komplexek viselkedése anomaliasnak mondhato, kiilonb6z6 egyensulyok figyelhetdk
meg oldataikban.

a) siknégyzetes-tetraéderes egyensuly: egyes foszfinszarmazékok ¢és nagyobb
térkitoltési.  komplexek esetében figyelhetd meg. A tapasztalatok szerint
nemkoordinald oldoszerekben olddédva homérsékletfiiggd egyensuly jon létre a
tetraéderes, paramagneses €s a siknégyzetes, diamagneses komplexek kozott.

b) siknégyzetes-oktaéderes egyensily: a siknégyzetes -elrendezédésii nikkel(ll)-
komplexek koordinald oldoszerben (viz, piridin) valdé olddédadsa soran igen gyakran
oktaéderes komplexek képzddhetnek, mivel az oldoszer az oktaéder csucsaihoz tud
koordinal6édni. Ilyen esetekben olyan oldatok képzddnek, melyek maégneses

momentuma koézbensd értéket ad, tehat az oktaéderes és siknégyzetes forma is jelen
5
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van. Ekkor a magneses momentum értéke fiigg a homérséklettdl és a koncentraciotol
is. Gyakrabban fordul el az, hogy az atalakulas teljesen végbemegy. Erre nagyon jo
példa a [Ni(L-L)2X;]-0sszetételli komplexek, ahol L=szubsztitualt etilén-diamin és
X=kiilonb6z6 anionok. Az ilyen felépitésti komplexeket felfedez6jiik utan Lifschitz-
féle soknak hivjak. Ezek koziil eldfordulnak diamagneses, siknégyzetes
tulajdonsaguak vagy oktaéderes és paramagneses komplexek.

c) monomer-oligomer egyensuly: a mar fentebb emlitett [Ni(Me-sal).] (Me-sal: metil-
szalicilaldehid) vegyiilet alapvetden siknégyzetes komplex. Azonban piridinben valo
oldodésa soran biszpiridin adduktumma alakul, illetve kloroformban és benzolban a
koncentraci6 novekedésével a magneses momentum is nodvekszik. A jelenség
magyarazata a diamagneses tulajdonsdgii monomer €s a paramagneses tulajdonsagi
dimer vegyiiletek kozotti egyensuly. A dimer vegyiilet esetén a nikkel koordinacids
szama minimum &t. A [Ni(acac);] (acac: acetil-aceton) komplex trimerizacioja soran
oktaéderes szerkezetet eredményez, azonban hig kloroformos oldatban monomer,
siknégyzetes alakot vesz fel.

A cink(Il) és kadmium(II) esetében csak a +2-es oxidacios allapottal talalkozhatunk.
Altaldban a cink 2-8 kozotti koordinaciés szammal hoz 1étre komplexeket. Leggyakrabban
tetraéderes komplexeket alkotnak, O-donoratomokkal. A komplexképzddés a Zn(11)-ionokkal
konnyebben tud végbe menni, mint a Cd(IT)-ionokkal. A N-donor ligandumokkal — igy mint
ammoénia vagy aminok — azonban mar nagyobb stabilitdsu komplexeket alkotnak. Egyes
komplexekben harmas koordinacios szammal talalhatoak, azonban a fémionok igyekeznek
ennél nagyobb koordinaciot elérni, igy itt is nagyobb koordinacids szamot fedezhetiink fel
valojaban. Ez a vizmolekuldk jelenlétével magyardzhatdo vagy €pp a kialakul6 asszociacios
kolesonhatdsoknak kdszonhetd.

A Cd(II) esetében a cianidionokkal alkotott komplexekben térhalds szerkezet valdsul
meg. A Cd(CN),-2/3 H,0-Bu'OH-komplexben tgynevezett Cd-CN-Cd rudakat talalhatunk,
melyek hajlitottak és érdekessége, hogy négy cianidion a Cd(ll)-ionok kétharmadat
tetraéderesen, mig az egyharmaddt négy cianidion és két vizmolekula oktaéderesen
koordindlja.

Az eddigi eredmények alapjan a két fémion esetén nagyobb koordinacidos szammal
1étrejové komplexek sokszor tetraéderes geometridval egyensulyban vannak jelen és ha
rendszerbe, izolalhatokka valnak. Acetil-aceton ligandummal valé komplexképzés esetén

elébb 6tos koordinacio, majd pedig trimerizacio utan hatos koordinacio is kialakulhat.
6



Erdei Judit Zsuzsa Hisztidint és aszparaginsavat tartalmazé peptidek vizsgalata atmenetifém-ionokkal

A hatosndl nagyobb koordindcioju komplexek nagyon ritkdk, példaul kelatképzo
nitrationnal alakulhatnak ki, ahol a gyliri tagszdma is kevés, illetve a koordinécio is

aszimmetrikus, tehat igen nehéz egyértelmiien megallapitani a koordinacios szamot.

3.2 Peptidek sav-bazis tulajdonsagai és koordinacios kémiaja

Az aminosavakkal kapcsolatos vizsgalatokbol tudjuk, hogy azok szdmos
atmenetifémionnal igen stabilis komplexeket alkotnak, ottag kelatgylriiben. A fémion az
amino- és karboxilatcsoporthoz képes kapcsoldédni (3. abra). A koordinaciot azonban

jelentésen befolyésoljak az oldallancban talalhatéo donoratomok.

o) 0,
Mo

R N’

H,

3. abra: Aminosavak fémkomplexeiben kialakuld 6ttagu kelatgytiri
Peptidek esetében a koordindcidban résztvevd funkcidscsoportok tavolabb keriilnek
egymastol, igy az aminosavaknil megismert modon nem képesek stabilis komplexek
kialakitasara. Ezen esetekben a peptidekben Ilétrejové amidkotés fogja szolgaltatni a
fémmegkoté helyeket, az oxigén- ([ML]) és nitrogénatom révén ([MLH.;]) (4. abra). Ez
utobbi komplexképzddési folyamat csak néhdny atmenetifém-ion, mint példaul a Cu(Il),

Ni(II) vagy Pd(II) esetén jatszodik le.

(0]
) O

4. abra: Dipeptidek [MLH.1] 6sszetételii komplexe
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A dipeptidek esetében mindannyiszor az amino- ¢és karboxilatcsoport illetve az
amidcsoport lehet donorcsoport (4. abra). Ezek a hosszabb lanct peptidek esetében is jelen
vannak, de az amidcsoportok szama értelemszeriien n6 és az amino- és karboxilatcsoportok is
tavolabb keriilnek egymastol. A peptid oldallancédban szintén jelen lehetnek donorcsoportok,

ahogy az a hisztidint és aszparaginsavat tartalmazo peptidek esetében is megvalésul.>*

3.3 Hisztidint tartalmazé peptidek komplexkémiaja

A komplexek kialakitasaban meghatarozo szerepet jatszik a hisztidin. Kiilon tényez6ként
kell figyelembe venni, hogy a vizsgalt peptid hany hisztidint tartalmaz, illetve ezek
egymashoz képest hogyan helyezkednek el. Masik meghataroz6 tényezé még a fémion és
ligandum aranya is, illetve kiilon targyalando, hogy a peptid N-vagy C-terminalis vége védett-
e valamilyen véddécesoporttal.

Az N-terminalison egy hisztidint tartalmazo di- és oligopeptidek a Ni(II)-ionokkal
stabilis, hattagt hisztamintipusu kelatgyliriit képeznek (5/a. dbra). Ha azonban a C-terminalis
végén helyezkedik el a hisztidin, 5,6-tagi kelatrendszer alakulhat ki (5/b. 4bra) egy dipeptid
¢és 5,5,6-tagu kelatrendszer egy tripeptid esetén.

0
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5. abra: A hisztamin tipusu (2) és az 5,6-tagua kelatot tartalmazé koordinacio (b)
dipeptidek esetén

A tobb hisztidint tartalmazo ligandumok legegyszeriibb tagja a His-His. A Cu(ll)-
ionokkal tortént vizsgalatokkal arra mutattak ra, hogy harom kiilonbdz6 mddon kothetik a

8

COoO”



Erdei Judit Zsuzsa Hisztidint és aszparaginsavat tartalmazé peptidek vizsgalata atmenetifém-ionokkal

fémiont a pH-ﬁiggVényében.6 4-es pH-n hisztaminszeri koordinacidoval [CuLH] komplex
alakul ki, itt a fémion a peptid N-termindlis végén koordinaloédik. 5-6 pH-tartomanyban
atrendezd6dik és [Cul] komplex alakul ki. 7-es pH felett [Cu,L,H-,] komplex jon 1étre, ahol
mindkét fémion korlil azonos, peptidszerii a koordinacidos kornyezet. A tobb hisztidint
tartalmazd peptidek esetében a fémion minden esetben a hisztidin imidazolnitrogénjéhez

koordinalodik.*

3.4 Védett hisztidin tartalmu peptidek atmenetifém- komplexei

A két és harom hisztidint tartalmazo6 ligandumok Ni(II)-ionokkal valé vizsgélata sordn
gyengén savas pH-tartomanyban [NiLH]*" komplex kialakulasat mutattak ki, pH 6-7 esetén
pedig [NiL]** és [NiLy]*" komplexek képzédnek. Ezen komplexek mindegyikében a Ni(IT)-
ion a molekuldban 1évo két, illetve harom imidazolgyliriihoz kotddik. A vizsgalt peptidek
[NiL]** komplexei stabilitisi allandoinak vizsgalata soran kideriilt, hogy az imidazol
nitrogének szdmanak novekedésével né a komplex stabilitasa is. A legnagyobb stabilitast
akkor tapasztaltak, amikor a hisztidinek kozott egy-egy aminosav talalhato.

A nikkel(Il)-, kobalt(ll)-é¢s kadmium(IT)ionokkal alkotott komplexeket vizsgaltak Ac-
HAHVH-NH; Ac-HVHGH-NH, és Ac-HGHVH-NH, ligandumokkal. A vizsgalatok azt
mutattak, hogy a két, harom és négy imidazolt tartalmazd ligandumok esetében
mindannyiszor fiziologias pH-n az [ML] dsszetételii komplexek voltak meghatarozoak.

A komplexek stabilitadsat az oldallancban elhelyezkedd imidazol nitrogének koordinacioja
biztositja, melyek makrokelatokat alkotnak. A stabilizal6 hatds nodvekszik az
imidazolnitrogének szdmanak novekedésével. A szabad karboxilatcsoport pedig még tovabbi
stabilizalé hatassal bir. Ni(IT) komplexek esetén ez a hatas kisebb, mint a koordinalt imidazol
nitrogének szamanak novekedésével bekovetkezd stabilizdld hatds. A Co(Il)-t és Cd(II)-t
tartalmazé rendszerek esetén a stabilitds nem elegendden nagy ahhoz, hogy visszaszoritsa a
fémionok hidrolizisét.

Ni(Il)-ion esetében bekodvetkezik az amidnitrogének deprotonalodasa és koordinacioja
minden vizsgalt ligandumnal. Lugos tartomanyban (pH 8-9) az amidnitrogének
deprotonalddasa és koordinalddasa zajlik, tehat a kialakult [NiL]2+ komplex kialakuldsaval
nem akadalyozza meg az amidnitrogének deprotonalodasat. Ezekben az esetekben [NiLH_;]
(6/a. abra) és [NiLH.3] (6/b. 4dbra) Osszetételli komplexek alakulnak ki lagos tartoményban és
ligandumfeleslegnél. Az (N(Im),N,N,N(Im) koordinacidjaval valosul meg az [NiLH.]

9
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Osszetételi komplex, az [NiLH.3] komplex pedig az (N',N",N",N(Im) koordinacidja révén jon
1étre.

A pentapeptidek [NiLH-;] és [NiLH._3] komplexei esetén két izomert kiilonboztettek meg:
minden esetben a kedvezményezett koordinacié a C-terminalis vég feldl indult. 'H-NMR és
CD-spektroszkopiai modszerekkel kimutattak, hogy az Ac-HGHVH-NH, peptid [NiLH.3]
komplexében a C-és N-terminalison kotéd izomerek aranya 83% : 17%.%°

Cd(Il)-ionok kolcsonhatasat is megvizsgaltak a mar emlitett ligandumokkal. Mindegyik
ligandum esetében [MLH] és [ML] komplexek képzddtek ketté vagy harom imidazolnitrogén
deprotonalddasaval. Kisebb ligandumok esetén foként 1:1 ardnyu komplexképzdédés volt
megfigyelhetd. A hisztidinek szamdnak ndvekedésével a komplexek stabilitasa nétt, illetve
kedvezdéen hatott a karboxilatcsoport jelenléte is a stabilitasra. Osszehasonlitva, az [ML]
komplexek esetében a Ni(ll)-ionnal alkotott komplexek nagyobb stabilitast mutattak,mint a
Cd(I1)-iont tartalmazé komplexek.’

Egy masik korabbi tanulmanyban tri-,tetra-, és pentapeptidek komplexképz6 sajatsagait
vizsgaltak cink(I1)ionokkal.

A harom hisztidint tartalmazdé pentapeptidek két, illetve harom imidazolnitrogén
koordinacidjaval makrokelatokat hoznak Iétre, melyek [MLH] és [ML] komplexeket
eredményeznek. Azt is kimutattak, hogy a harom hisztidin tartalma peptidek csupan egy
cink(Il)iont képesek megkdtni, ennek kovetkeztében a [ZnLH.;] Osszetételi komplexek
vegyes hidroxokomplexek, igy a ligandumok nem voltak képesek visszaszoritani a fémion

hidrolizisét.!®
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6. abra: Az [NiLH_;] (a), és az [NiLH 3] (b) osszetételii komplexek lehetséges szerkezetei
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4. KISERLETI KORULMENYEK, VIZSGALATI MODSZEREK

4.1 Felhasznalt vegyszerek

A vizsgalt ligandumok el6allitasahoz kereskedelmi forgalomban kaphaté Fmoc (9-
fluorenil-metiloxi-karbonil) védécsoporttal védett aminosavakat hasznaltunk. Az aminosavak
kimérése utdn a szintézishez kiilonbozé vegyszereket, reagenseket készitettiink eld. A
szintézis elokészitéséhez elészor megfelelé mennyiségli N,N-dimetil-formamidot (DMF),
majd 2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénium tetrafluoroboratot (TBTU) és az
N-hidroxi-benztriazolt (HOBt) mértiik ki. Ezutan N,N-diizopropil-etilamint (DIEA) oldottunk
N-metil-2-pirrolidonban (NMP) illetve az acilezési 1épéshez ecetsav-anhidridet és DIEA-t
oldottunk N,N-dimetil-formamidban. A véddcsoportok eltavolitasahoz piperidint és N-
hidroxi-benztriazolt hasznaltunk.

A szintézis befejezésekor a gyanta mosasahoz diklor-metant, 96%-0s ecetsavat, 2-metil-
2-butanolt ¢és dietil-étert készitettiink eld. A peptid gyantdr6l vald hasitasdhoz trifluor-
ecetsavbol (TFA), triizopropil-szilanbol (TIS) és 2,2°-(dietilénoxi)-dietantiolbél (DODT) allo
elegyet hasznaltunk fel. A szintetizalt peptid kicsapasdhoz pedig szintén dietil-étert

alkalmaztunk.

4.2 Peptidszintézis

A vizsgalatokhoz sziikséges peptideket szilard fazisu peptidszintézissel allitottuk el6. A
technikat ugynevezett Merrifield-féle szintézisnek hivjeik.7 A szintézis szilard hordozén
torténik, egy specialis gyantan. A gyanta olyan finomszemcsés polimer, melynek feliiletén 1
grammjaban kb. 10 milli6 szemcse van. A szemcsék feliiletén és a belsejlikben is olyan
funkcioscsoportok vannak, amikhez kémiai kotéssel konnyen tudunk aminosavakat €és egyéb
vegylileteket kapcsolni. Mint azt az el6z0 pontban is leirtam, DMF-t hasznaltunk
oldoészerként, melyben a gyanta jol megduzzad.

A szintézist mikrohulldmt Liberty 1 peptidszintetizalo késziilékkel végeztik el. A
sziikséges reagensek ¢és az aminosavak tomegének kiszamitasahoz és a szintézis iranyitasdhoz
a PepDriverl programot hasznaltuk. A peptid szintézise végig automatizalt modon tortént,
melyhez a kiilonbdz6 kritériumokat a programban allitottuk be. A szintézis elsé 1épésében az
Fmoc véddécsoportok eltavolitasa 20% piperidint tartalmaz6 DMF-oldattal tortént, 180

mésodpercig, 75 °C-on és 25 W-os mikrohulldimi sugarzas mellett. Az aminosavak
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kapcsolasa 300 masodpercen at tartott hasonld koriilmények kozott. Az aminosavakat
feleslegben alkalmaztuk és aktivdlashoz DMF-ben késziilt oldatokat hasznéltunk; mind a
TBTU, mind HOBt koncentracioja 0,5 mol/dm® volt. Az elegyhez tovabba DIEA szintén
DMPF-ben késziilt oldatat adagoltuk (c=2,0 mol/dm®). Amikor a szintézis befejezédétt, a
gyantat livegszlrére szedtiik. 80 ml diklor-metannal és, 96%-0s ecetsavval, 40 ml 2-metil-2-
butanollal és 80 ml dietil-éterrrel mostuk. El8sz6r mindig vartunk, 1égkori nyomason mostunk
és csak azutan vakuum alatt. A mosas utan a peptid hasitasat végeztiik el. 20 ml hasitoelegyet
hasznaltunk fel, mely 94% TFA-t, 2,5% TIS-t, 2,5% H,0-t és 1% DODT-t tartalmazott. A
kicsapashoz hideg dietil-étert hasznaltunk, illetve 3 percen &t centrifugéaltuk 4000-es
fordulatszammal a szuszpenziot.

Utolsé 1épésként az étert dekantdltuk, argon gazt vezettink a peptid f6lé, majd kis
livegesébe atvittiik, jol atoblitettiik majd feloldottuk vizben és igy liofilizaltuk.

A szintézis végén mindkét peptid esetében tisztasagi vizsgalatot végeztiink. ElOszor
nagynyomasu folyadékkromatografias eljarassal (HPLC) (7/a., 7/b. abra), majd
tomegspektrometrias (MS) eljarassal vizsgaltuk a két ligandumot (8/a., 8/b. dbra). A tisztasagi
vizsgalatok soran ellendriztiik azt is, hogy a szintetizald késziilék a megfeleld szekvenciat

allitotta eld.
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7. abra Az Ac-HDHAH-NHj; (a) és az Ac-HAHDH-NH; (b) peptid HPLC
kromatogramja
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8. abra Az Ac-HDHAH-NHj; (a) és az Ac-cHAHDH-NH; (b) ligandum tomegspektruma

Mindkét esetben (8/a., 8/b. abra) a legnagyobb m/z értékhez tartozd csucs esetében
elmondhatd, hogy a peptidek egy protonnal ionizalddtak. A 348,115 és 348,120 m/z
értékeket a ligandum egy kaliumionnal €s egy protonnal térténd ionizalodasa eredményezte, a
329,142 és 329,144 m/z- hez rendelhetd csucs pedig két protonnal vald ionizalddas soran jott

létre.
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4.3 pH-potenciometria

A pH-potenciometria az oldatfazisban lejatszodd komplexképz6dési  folyamatoknak
legéltalanosabb vizsgalati modszere. A pH-potenciometrias mérések alapjan tudjuk megadni a
ligandumok protonalodasi allandoit, illetve a folyamat soran keletkezé komplexek Osszetételét és
stabilitasi allanddit hatarozhatjuk meg. A mérés alapvetd feltétele, hogy a fémion koordinacidja
megvaltoztassa a ligandum protonalodasi folyamatait, ami mérhet6é pH-valtozassal kell, hogy jarjon.

A folyamat soran a kdvetkezd egyensuly all fenn:

nHL + M™ = ML, ™" + nH* 1)

A brutt6é komplexképzodési folyamat altalanos forméja:
pM + gL + rH == M,LH; )
A képz6do komplexek stabilitasi szorzata:

Poar = % ©
A kifejezésekben M a fémion, L a teljesen deprotonalt ligandum, H a proton, illetve p,q,r
a sztochiometriai egylitthatok.
A mérési adatokbol a ligandumok protonalddasi allandoit SUPERQUAD8 programmal,
mig a keletkezd komplexek 0Osszetételét és stabilitdsi allandoit a Tanszéken kifejlesztett

PSEQUAD? programmal hataroztuk meg.

A program rendkiviil hasznos, mivel egyszerre képes kezelni kiilonb6z6 fémion/ligandum
aranyokat ¢és kiilonbozd koncentraciokat ugyanannal a rendszernél, igy tudunk vele
parhuzamosan is szdmolni, kiértékelni. A kiértékeléshez sziikséges bevinni a térfogat-pH

adatparokat, a komponenseket, illetve a komplexek szamat €s azok Osszetételét, valamint meg

crcr

crer

szorzatokat a kiindulési komponensekre felirt alabbi anyagmérlegek segitségével szamolja:

C = [H] + Sy 1B o, [MIP[L] [H]," @
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Cy = [M] + XiL, pinqr[M]ip[L]iq[H]ir (5)

Ca = [Al + X2, qiB, [M]P[L]*[H]," ©

Ahol n a képz6dott részecskék szama, p, q és r a sztochiometriai egyiitthatokat jelenti. A
megadott adatok alapjan a program Newton-Raphson iteracioval kozeliti az ismeretlen
2(Vmert — Viszamitort ) 0sszefliggés eredménye a minimumot nem éri el. Ezek utan kapjuk meg a
program altal szdmolt stabilitdsi 4llanddkat és azok hibdjat, melyet tizedes pontossaggal
zardjelben irunk fel. A szamolas befejeztével lehet6ség van egy adott rendszerre
koncentracioeloszlas gorbe rajzolasara az egyes részecskék esetében. A koncentracideloszlas
gorbéket a SED™ program Windows alatt futo valtozataval, a MEDUSA-val készitettiik. Az
eloszlasok megrajzolasahoz az el6bbiekben kiszamitott koncentraciokat, illetve a részecskék

stabilitasi dllandoit kell megadni.

A fémiont tartalmaz6 rendszerekben a kialakulé komplexek oldatfazisban lejatsz6do
folyamataira hasznaljuk még az ugynevezett szarmaztatott allandokat is. Ezen allandok
segitségével az egyes komplexek Osszehasonlitasat tehetjiik meg a stabilitasi szorzatokat
felhasznalva. A komplexek kialakuldsa sordn a hisztidin imidazolnitrogénjének és
amidnitrogénjének deprotonalodasat a pK(MLH/MLH,.1) értékkel jellemezhetjiik, amit az

alabbi kifejezéssel szamithatunk Ki:
logh (MLH,) — logl (MLH,_;) = pK (MLH,/MLH,_,) @)
A pK(MLH.2/MLH_3) kifejezésre a tovabbiakban a pK amids jeldlést hasznalom.

Ha az amidnitrogének deprotonédldodasa kooperativan torténik a komplexképzddés soran,
egy atlagos pK értéket szamitunk:

logB(ML) — logB(MLH_;) (8)
2

Ezt a dolgozatomban pK amid; » jeldléssel lattam el.

A vizsgalt két peptid mindegyike vizoldhaté volt. A ligandumokbol kis mennyiségii
torzsoldatokat készitettiink és szamitogép altal vezérelt MOL-AcS biirettat és MOLSPIN pH-
mérdt hasznaltunk, amihez egy Metrohm 6.0234.100 kombinalt tivegelektrod csatlakozott.
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ey

A ~0,2 mol/dm® koncentracioju KOH-titralooldat adagolasat 1 cm® végtérfogata Hamilton
fecskendével végeztiik. A mérések megkezdése elott meghataroztuk a kalium-hidroxid
féle linearizalast alkalmazva®®. Az elektrodot 0,050 mol/dm?® koncentracioju, 4,005 pH-ja
kalium-hidrogén-ftalat oldattal kalibraltuk 25°C-on. Az alland6 hdmérsékletet termosztalassal,
az oxigénmentes kornyezetet és a minta kevertetését pedig folyamatos argon gaz
atbuborékoltatasaval biztositottuk.

3

A mérésekhez minden esetben 4 cm” mintat hasznaltunk fel. A komponensek

cres

A fémion/ligandum aranya mindkét peptid esetén 1:3 illetve 1:1 volt.

4.4 UV-lathato spektrofotometria

A komplexek szerkezetének tovabbi megismerése céljabol UV-Vis spektrofotometriai
vizsgalatokat is végeztiink.

A Ni(ll)-komplexekre leggyakrabban a 4-es ¢és 6-os koordinacios szam jellemzd. 6-0S
koordinacids szam esetén, az oktaéderes geometridju komplexeknek hdrom spinmegengedett
d-d atmenete van, azonban ezek mind gyengék (¢ < 30 M™ cm™). Ezek a kovetkezd
hullamhosszakhoz tartoznak: A;=1430-770 nm, A,=910-500 nm, A3= 520-370 nm. A kdzépsé
sav felhasadasa a komplex geometridjanak torzulasaval jar egyiitt. Ezen kiviil létezik még egy
kisebb intenzitisu, spintiltott dtmenet is, ez azonban csak vallként szokott megjelenni a
spektrumban valamelyik csticsnal.

4-es koordinaciés szammal a tetraéderes komplexek alakulnak ki. Ezen komplexek
spektrumaban mar sokkal intenzivebb az elnyelés (=10%-10° M cm™). Ezek jellemz8en a
900-500 nm hullamhossztartomanyban jelentkeznek.

A 4-es koordinacids szdmu komplexek gyakran diamagneses tulajdonsagiak és négyzetes
geometriaju komplexeket alkotnak. Ezek foként erds teri ligandumok esetén képzddnek,
példaul peptidek amidnitrogénjei révén. Ezen komplexekre jellemzd, hogy 550-400 nm
hullamhossztartomanyban intenziv savot adnak (¢=50-500 M cm™). Ez 4ltaliban a sarga,
narancssarga vagy vorods szin miatt van. Ezek mellett 1étezik még egy intenzivebb sav 430 nm
alatt, amit gyakran téltésatvitel okoz. 2

A spektrofotometrias méréseket 200-900 nm hullamhossztartomanyban végeztik. A
spektrumokat Hewlett Packard HP 8453 tipust egysugaras, diddasoros spektrofotométerrel
vettiik fel.
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4.5 Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia modszere a polarizalt fény és egy optikailag
aktiv anyag kolcsonhatasasan alapszik. A sikban polarizalt fényt egy balra és egy jobbra
cirkularisan polarizalt fénysugar Osszegének tekinthetjiik. Az optikailag aktiv anyagok
abszorpcids koefficiense és torésmutatdja is kiillonbozik, amennyiben két eltérd polarizalt
fénysugarral 1ép kolcsonhatasba. Ezt a kiillonbséget nevezziik cirkuléris dikroizmusnak vagy
Cotton-effektusnak. Ez az abszorpcids kiilonbség a teljes abszorpcionak minddssze 1%-a. A
jobbra és balra cirkularisan polarizalt fény kiilonb6z6 abszorpcios koefficienssel rendelkezik.
Ezen két fénysugar abszoprcidjanak kiilonbségét (Ae = epa - €obw) a hullamhossz
figgvényében abrazolva kapjuk meg a CD gorbét. A CD gorbén a maximumok &s
minimumok az elektrongerjesztési abszorpcids spektrum maximuma helyén vagy ahhoz
nagyon kozel jelentkeznek. Ezek viszonylag keskeny Gauss-gorbék, az elektrongerjesztési

spektrummal szemben.

crer

crer

egy idében alakul ki, két enantiomer racém elegyéhez jutunk, és ezekhez ellentétes eldjeld,
azonos értekli Cotton-effektus tartozik, amik ennek kovetkeztében kioltjak egymast. Az
enantiomereket kinetikailag inert komplexek esetén van lehetdség elvalasztani.

A CD spektroszkopiai vizsgalatot jo néhany komplex szerkezetének vizsgalatanal mar
eredményesen alkalmaztak, ilyen példaul a Cu(Il), Ni(II) és Pd(II) peptidkomplexei. A di- és
tripeptidek vizsgalata soran torvényszerliségeket figyeltek meg, melyeket Sigel és Martin
foglalt ossze™. Arra a megallapitasra jutottak, hogy peptidek komplexeinek CD spektrumai
értelmezhetéek a dupla-oktan vagy hexadekan szaballyal. Ezen szabaly szerint, ha a komplex
koordinacids sikja feletti teret felosztjuk 8-8 szektorra és minden szomszédos szektort
ellentétes eldjellel latunk el, a szektorban 1évd optikailag aktiv csoport hatdsara kialakuld
Cotton-effektus eldjele azonos a szektor eldjelével. A spektrum jellegzetessége, a jelek
intenzitdsanak 6sszeadddasa, vagyis a nemkoordinal6 oldallancok hatdsa 6sszeadodik.

Azt is megallapitottdk, hogy a kiilonbozé helyzetben 1évd, de kémiailag azonos,

optikailag aktiv csoportok kiilonb6z6 nagysagu Cotton-effektust okoznak :

Gly-X-Gl Gly-Gly-X X-Gly-Gl
Ag; y y> Ag;, y-Ll >Ag; y-Lly (9)

Ezt az okozza, hogy a kozponti fémionhoz, mint kromofor csoporthoz kapcsolddnak

kiilonb6z6 donorcsoportok, melyek nem azonos sikerességgel tudjédk tovabbitani a kiralis
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informéciot. Ezek alapjan az amidnitrogén > karboxilatoxigén > aminonitrogén sorrend
allithato fel.

A CD spektrometridas méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén
JASCO J-810 tipust spektrométerén végeztiik. A spektrumokat szobahdmérsékletii vizes
oldatokban wvettiikk fel, kiilonb6z6 pH-értékeken és 1:1 illetve 1:3 fémion/ligandum
aranyoknal. A mérésekhez 0,1 és 1,0 cm-es kiivettakat hasznaltunk, a spektrumokat 200-800

nm hulldmhossz tartomanyban vettiik fel.

4.6 'H-NMR spektroszkopia

A vizsgalt komplexek koziil csak a siknégyzetes [NiLH.3] 6sszetételti komplexeket tudtuk
'H NMR spektrometrias modszerrel vizsgalni, er6sen lagos oldatban. Elsé 1épésként a szabad
ligandum spektrumait vettiik fel, mivel a komplex egyes jelei mas kémiai eltolodas értékeknél
jelennek meg, mint a szabad ligandum esetében. A jelek szamabol és felhasadasabol
kovetkeztethetlink a komplex koordinacidos mddjara és a megjelend esetleges izomerekre.

A spektrumokat 99,8%-o0s izotoptisztasagn D,O-ban vettiik fel. A vizsgalt oldatok
koncentracidja 0,008 mol/dm? volt.

Az oldatok pH* értékeit DCI- és NaOD-oldatokkal allitottuk be. A méréshez hasznalt
elektrodot vizes kozegii pufferre kalibraltuk, és az errdl leolvasott pH* értékekbdl adtuk meg
a valos pH-értékeket a pH= 0,936 pH*+ 0,412 6sszefiiggéssel.

A 'H-NMR spektrumokat BRUKER AM360 MHz FT-NMR késziiléken vettiik fel,
standardként trimetilszilil-propansavat (TSP) hasznaltunk.

A kapott spektrumokat Mestrenova szoftverrel értékeltiik ki.
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5. EREDMENYEK ES ERTELMEZESUK

5.1 A vizsgalt ligandumok sav-bazis tulajdonsagai

A pH-potenciometrias vizsgalatok soran eldszor a ligandumok protonalodasi allandoit

crer

elvégeztik.

A ligandumok titralasi gorbéib6l szamoltuk ki a ligandumok protonalddasi allandoit,

melyeket az 1. tablazatban tlintettem fel.

1. tablazat A ligandumok protonalédasi allandoi (logf3)

Ac-HAHDH-NH, |Ac-HDHAH-NH, |Ac-HAHVH-NH,®
HL 7.17 (8) 7,16 (1) 6,83
HL  |13,65(7) 13,62 (1) 13,07
HsL  |19,55 (1) 19,51 (2) 18,74
Hil 22,96 (2) 22,91 (4) —

A protonalodasi allandokat felhasznalva szamitottuk ki mindegyik ligandum esetén az

egyes csoportokhoz tartoz6 deprotonalodasi dllandokat (2. tablazat).

2. tablazat A csoportok deprotonalodasi allandoi (pK)

Ac-HAHDH-NH, |Ac-HDHAH-NH, [Ac-HAHVH-NH,®
pK (COO™) 3,41 3,40 —
pK (His); 5,90 5,89 5,67
pK (His), 6,48 6,46 6,24
PK (His)s 7.17 7,16 6,83

Mindkét vizsgalt ligandum esetében megfigyelhetd, hogy elsé 1épésben a karboxilcsoport

deprotonalodasa zajlik, kozelitden pH=3.,5 és 4 k6zott, majd a hisztidinek imidazolnitrogénjei

harom egymassal atfedd 1épésben deprotonalddnak koriilbeliil pH=5 és 8 kozott.
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5.2. A vizsgalt ligandumok Cd(IT)-komplexei
5.2.1. Oldategyensilyi vizsgalatok

A vizsgalt ligandumok protonalddasi allanddinak meghatarozasa utan végeztiik el a
Cd(I)-komplexek vizsgalatat. Mindkét ligandum esetében 1:2 fémion:ligandum illetve 1:1

fémion:ligandum arény esetében végeztiink vizsgalatokat.
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10 -

9 1 i

8 A _1‘
r 7] ¢ pK
e = 1:02

6 .

5 L 1:.01

4 ',«v"'i ‘

3+

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
lagekvivalens

9. abra Az Ac-HAHDH-NH; ligandum és Cd(IT)-Ac-HAHDH-NH; 1:2 és 1:1 rendszerek
titralasi gorbéi (c.=0,71 mM és ¢.=0,735 mM)
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L j | ¢ pK
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lugekvivalens

10. abra Az Ac-HDHAH NH; ligandum és Cd(IT)-Ac-HDHAH-NH; 1:2, 1:1 aranyu
rendszerek titralasi gorbéi (c.=1,38 mM és ¢.=1,26 mM)

22



Erdei Judit Zsuzsa Hisztidint és aszparaginsavat tartalmazé peptidek vizsgalata atmenetifém-ionokkal

A 9. és 10. abrakon a két peptid és a két kiilonb6z6é aranya Cd(l1)-peptid rendszerek
titralasi gorbéi lathatoak. A fekete vonal a csapaddékképzddés tartomanyanak kezdetét jelzi.

A titralasi gorbéken lathato, hogy Kicsi a pH-effektus. Mindkét rendszer esetén koriilbeliil
pH=5-n¢l kezdddott meg a komplexképzddés, illetve pH=9-10 felett nem sikeriilt egyik
esetben sem visszaszoritani a fémion hidrolizisét, csapadékképzddést tapasztaltunk.

A ligandumok koncentracidinak és protonalddasi allandéinak meghatarozasaval, meg
tudtuk adni az oldatfazisban kialakulé komplexek Osszetételét és stabilitasi allandodikat.
Ezeket a 3. tablazatban foglaltam 0ssze.

3. tablazat A Cd(II)-komplexek dsszetétele és stabilitasi allandoik

Ac-HAHDH-NH,  |Ac-HDHAH-NH, [S2H3® |[S3H4°
CdLH [10,60(3) 10,81(1) — |10,65
cdL 4,28(2) 4,48(1) 367 | 414
CdLH. | -4,62(5) — — —

Az altalunk vizsgalt peptidek értékei mellett megtaldlhatd a tdblazatban egy korabbi
vizsgalat adatai is, melyben szarkozint is tartalmazé peptidek atmenetifém-ion komplexeit
Vizsgailték5. Ezzel Gsszehasonlitva, a [CdL] komplex esetén a harom hisztidint tartalmazo
S2H3 peptidhez képest jelentésebb, mig a négy hisztidint tartalmaz S3H4 peptidhez képest
kismértékii stabilitas névekedés tapasztalhatd. Ez a jelenség a karboxilatcsoport jelenlétének
tulajdonithato. Lathato, hogy [CdL] komplex mindegyik ligandum esetében képzodott,
viszont [CdLH.;] komplex (11.abra) képzédése csak az Ac-HAHDH-NH; peptid vizsgalata

soran volt kimutathato.

(@]l

O
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O:< / \ Mz+—’/<]N \ |

11. abra A keletkezé [CdLH_;] komplex szerkezete
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5.3. A vizsgalt ligandumok Zn(II)-komplexei
5.3.1. Oldategyensilyi vizsgalatok

A Cd(I)-komplexek vizsgalata utan Zn(Il)-komplexek vizsgalatat is elvégeztik a két

ligandummal. A vizsgalatokat itt 1:2 és 1:1 fémion:ligandum aranyok esetében folytattuk.
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13. abra Az Ac-HAHDH-NH; ligandum és Zn(I1)-Ac-HAHDH-NH, 1:2 és 1:1 aranyu
rendszereinek titralasi gorbéi (c_=(0,84 mM és ¢, =0,58 mM)
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14. abra Az Ac-HDHAH-NH; ligandum és Zn(II)-Ac-HDHAH-NH,1:2, 1:1 ardnyua
rendszereinek titralasi gorbéi (c,=1,305 mM és ¢, =1,115 mM)
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A 11. és 12. 4dbran lathatdak a peptidek és a Zn(II)-peptid rendszerek titralasi gorbéi. A
fekete vonal itt is a csapaddékképzddés tartomanyanak kezdetét jelzi.

A titralasi gorbéken lathatd, hogy pH=5 f6lott kezdodott el a komplexképzddés. Az Ac-
HDHAH-NH; ligandum esetén az 1:1 aranynal szembetiind, hogy pH=6,7- 6,9-nél tovabbi
lugfogyasztas van. Ez a hidrolizis jelenségével magyarazhatd, amelyet ezen ligandum esetén
sem sikeriilt visszaszoritani, fiziologids pH-n mar csapadék kivalasa volt megfigyelhet
mindegyik rendszerben.

A mar elébbiekben szamolt ligandum koncentraciok ¢és protonalddasi allandok
felhasznalasaval itt is megadtuk a komplexek Osszetételét oldatfazisban és stabilitasi
allandoikat, melyeket a 4. tablazatban foglaltam ssze.

4. tablazat A Zn(IT)-komplexek dsszetétele és stabilitasi allandéik

Ac-HAHDH-NH, Ac-HDHAH-NH, | Ac-HAHPH-NH,"
ZnLH — 10,84(8) 10,35
ZnL 5,14(5) 5,38(3) 5,18
ZnLH, — — 2,66

A tablazatban feltlintettem egy mar koradbban vizsgalt hasonld szekvencidju HXHYH
pentapeptid Zn(l1)-komplexeit, illetve azok stabilitasi allandéit'®. Lathatjuk, hogy az [ML]
komplexek (14. abra) stabilitasi allandéinal nincs jelent6s kiilonbség az altalunk vizsgalt és a
HAHPH peptid esetén, ugyanakkor a HAHPH szekvenciaju peptidtdl eltéréen [ZnLH.]

komplexet nem sikeriilt kimutatni.
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15. abra A keletkezé [ML] komplex szerkezete
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5.4. A vizsgalt ligandumok Ni(II)-komplexei

5.4.1. Oldategyensulyi vizsgalatok

A pH-potenciometrias vizsgalatokat Ni(IT)-komplexek esetében fémion:ligandum 1:3 és

1:1 aranyu rendszerek esetén végeztiik el.

pH

w b~ 01 O N 0 ©
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16. abra Az Ac-HAHDH-NH; ligandum és a Ni(I)-Ac-HAHDH-NH, 1:3, 1:1 aranyu

rendszereinek titralasi gorbéi (c.=2,172 mM és ¢, =1,872 mM)
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17. abra Az Ac-HDHAH-NH; ligandum és Ni(IT)-Ac-HDHAH-NH; 1:3, 1:1 aranyi

rendszereinek titralasi gorbéi (c.=1,147 mM és ¢, =1,021 mM)
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A 15 és 16. abrak a két peptidnek valamint a kiilonboz6 aranyt Ni(Il)-peptid
rendszereknek a titralasi gorbéit mutatja be.

Mindkeét titralasi gérbén latszik, hogy a komplexképzddés két kiilonalld 1épésben zajlik
le. A pH=8 alatti tartomanyban az imidazol-csoportok deprotonalodasa és koordinacioja
torténik meg. pH=8 felett extra lugfogyaszté folyamat figyelheté meg, ezzel parhuzamosan
intenziv sarga szin megjelenését is tapasztaltuk. Ez jelzi az amidnitrogének deprotonlodasat és

koordinacidjat. A titrdlas soran erdsen lagos tartomanyban az 1:1 aranyok esetében

csapadékképzodés volt megfigyelheto.

rrrrrrrrr

az oldatfazisban keletkez6 komplexek Osszetételét €s a stabilitasi allandokat is, amelyeket a 3.
tablazatban foglaltam Ossze.

5. tablazat A komplexek Osszetétele és stabilitasi allandéik

Ac-HAHDH-NH, |Ac-HDHAH-NH, |Ac-HAHVH-NH,®
NiLH 11,59 (3) 11,57 (8) 11,04
NiL 5,55 (3) 5,67 (5) 5,20
NiL, 9,37 (5) 9,77 (7) —
NiLH, |-11,79 (3) 11,83 (6) ~12,62
NiLHs |-21,89 (4) —21,30 (6) —22,49

Az egyes komplexek stabilitasi allanddi ismeretében mindkét pentapeptid-fémion

rendszer esetén megadtuk a (7) és (8) egyenletek alapjan szamitott szarmaztatott allandokat

(4. tablazat).

6. tablazat Szarmaztatott stabilitasi allanddk

Ac-HAHDH-NH, |Ac-HDHAH-NH, |Ac-HAHVH-NH,>
pK (NiLH/NiL) 6,04 5,90 5,84
pK (amid); , 8,67 8,75 8,91
pK (amid); 10,10 9,47 9,87

Mindegyik esetben a két vizsgalt peptid értékei mellett feltlintettem egy mar korabban
vizsgalt hasonld szekvenciaji pentapeptid stabilitasi allandoéit is. A két rendszer hasonld

modellel irhat6 le. Ekvimolaris oldatban 1:1 aranya komplexek képzodtek, ligandum felesleg
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esetén a korabban vizsgalt Ac-HAHVH-NH; peptidtdl eltéréen [ML;] komplex kialakulasat
feltételezziik.

A keletkezé komplexek koncentracioeloszlasat a MEDUSA programmal szerkesztettiik
meg (17., 18. abra). [NiLH] komplex esetén két hisztidin koordindlédik a fémionhoz, a
harmadik hisztidin protonalt. [NiL] komplex esetén harom hisztidin vesz részt a
koordinacidban, mely jelent0s stabilitds novekedést okoz a hisztidint nem tartalmazé
peptidekhez képest. A koncentracio eloszlasban is lathato, hogy az [ML] és [ML,] komplexek
uralkoddak pH 6-8 tartomanyban.
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18. abra A Ni(l1)-Ac-HDHAH-NH; rendszerben képz6dé komplexek

koncentracioeloszlasa a pH fiiggvényében 1:1 arany esetén (c.=1,02 mM)
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19. abra A Ni(11)-Ac-HDHAH-NH; rendszerben képz6dé komplexek

koncentracideloszlasa a pH fiiggvényében 1:3 arany esetén (c.= 1,15 mM)

A két ligandum a kordbban vizsgalt peptidekhez képest egy karboxilatcsoporttal tobbet

tartalmaz, igy a keletkezd [NiL,] komplex semleges. A toltés kiilonbség a [NiL] és [NiL;]

komplexek stabilitasat noveli. Ezt tiikrozi a 13. abra, ami az [ML] és [ML;] komplexek

stabilitasi allanddjat mutatja be néhany Ac-HXHYH-NH; szekvencidju peptid esetén.

Irodalmi adatokkal 6sszehasonlitva eredményeinket lathat6, hogy az [ML;] komplex csak a

szarkozint és hisztidint tartalmaz6 pentapeptidek esetében képzodott (19.abra).
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20. abra A [NiL] és [NiL,] kompexek stabilitasi allandoéi
29




Erdei Judit Zsuzsa Hisztidint és aszparaginsavat tartalmazé peptidek vizsgalata atmenetifém-ionokkal

A [NiL] és [NiL;] komplexek esetén a ligandum haromfogu koordinacidja feltételezhetd,
amely jelentés mértékben nagyobb pH tartomanyba tolja az amidnitrogén deprotonalodasat
(pH 9 felett). Az elsé két amidnitrogén deprotonalodasa egy 1épésben jatszodik le kooperativ
modon.

A korabban vizsgalt, hasonlo peptidekkel vald sszehasonlitasbol megallapithato, hogy
az amidnitrogének deprotonaldodasa [NiLH.;] (20. abra) és [NiLH.3] (21. abra) Gsszetételii
komplexeket eredményez. Az elébbinél imidazol és két amidnitrogén, illetve az utobbinal
imidazol és harom amidnitrogén koordinalodik. Ez a koordinacié azonban kétféle modon is

1étrejohet, izomer szerkezetii komplexeket eredményezve.

N/> ><
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21. abra A [NiLH.;] komplex lehetséges izomer szerkezetei
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22. abra A [NiLH ] komplex lehetséges izomer szerkezetei
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5.4.2. Spektroszképiai vizsgalatok

A pH-potenciometrids vizsgalatok kiértékelésével csak a keletkezd komplexek
Osszetételét tudjuk megallapitani és egy Osszetételhez akar tobb szerkezet is feltételezhetd.
Ezért a komplexek szerkezetének meghatarozasahoz tovabbi, UV-Vis spektrofotometrias és
CD spektroszkopias vizsgalatokat végeztiink.

A mar korabban emlitett [NiLH.;] és [NiLH_3] komplexek megjelenésével parhuzamosan
intenziv sav jelenik meg a spektrumban, koriilbeliil 440 nm-nél és a komplexek aranyaban

novekvo abszorpcids maximumokat lathatunk (22. abra).
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23. abra A Ni(ll):Ac-HDHAH-NH; 1:1 aranyu rendszer UV-Vis spektrumai

A fenti megallapitast jol tiikkr6zi az az abra is, ahol a komplexek eloszlasi gorbéjével
parhuzamosan az abszorbciés maximumhoz (442 nm) tartozé abszorbancia értékeket
abrazoljuk a pH fliggvényében. Jol lathatd, hogy a spektralis valtozadsok parhuzamosan

kovetik a komplexek koncentracioeloszlasat (23. abra).
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24. abra A Ni(Il1)-Ac-HDHAH-NH; rendszerben képz6do komplexek
koncentracideloszlasa (1:1 arany, ¢, =1,02 mM) és a 442 nm-hez tartozo abszorpcios

maximumok valtozasa a pH fiiggvényében

A korabbi vizsgalatok soran azt allapitottak meg, hogy a [NiLH_2] és [NiLH.3] komplexek
esetén izomer szerkezetek jonnek létre és altaldban a C-termindlis részen létrejovo kotés
kedvezményezett. Ha azonban a C-terminalison nagyméretii oldallanc van, akkor mar
nagyobb aranyban jelenik meg az az izomer, ahol a fémion a kdzbensd hisztidinhez kotodik.
A vizsgalt két peptid lugos tartomanyban felvett spektrumat a kordbban vizsgalt peptiddel, a
Ac-HAHVH-NH, spektrumaval hasonlitottuk 6ssze (24. abra). A harom gorbe hasonlo, tehat

ebbol a keletkez6 izomerekre nem tudunk kovetkeztetni.

0,25
AC HAHDH-NH, 1:1, pH 11,41

0,2
| /%Ac HAHVH-NH, 1:1, pH 11,47
0,15

< Ac-HDHAH-NH, 1:1, pH 11,45
0,1 -
0,05 ~r
AN\
O T T T - T T 1
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25. abra A Ni(ll) AccHAHDH-NH; és Ac-HDHAH-NH; UV-Vis spektrumainak
osszehasonlitasa az Ac-HAHVH-NH, ° peptiddel
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A CD spektroszkopias vizsgalat soran is a [NiLH_] és [NiLH 3] komplexek
képzddésével parhuzamosan figyelhetd meg valtozas a spektrumban (25. dbra). A vizsgalt Ac-
HAHDH-NH, lagos tartomanyban felvett CD spektruma hasonlé az Ac-HAHVH-NH,
spektrumahoz, mig az Ac-HDHAH-NH; esetén nagyobb eltérés lathatd (26. abra).
Feltételezhetd, hogy az Ac-HDHAH-NH; esetén a C-termindlis részen vald kotddés

kedvezményezett. Ezek pontos meghatarozasa érdekében tovabbi vizsgalatokat végeztiink.
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700 800
A (nm)
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26. abra A Ni:Ac-HDHAH-NH; 1:1 aranyu rendszer CD spektrumai
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o
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27. abra A Ni(l1)-Ac-HAHDH-NH; és Ac-HDHAH-NH; rendszer CD spektrumainak
osszehasonlitasa az Ac-HAHVH-NH, ° peptiddel
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Az 'H-NMR spektroszkopiai vizsgalatok soran, mindkét ligandum esetén 1:2 fémion-
ligandum aranyt alkalmaztunk. Els6ként a szabad ligandum pH-fliggését vizsgaltuk. (27.4abra)

A spektrumokat kiértékelve kovetkeztethetiink a peptidben 1évé metil, metilén és metin
protonoknak megfeleld jelekre. A mért integral értékek megfelelnek a vartaknak.
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28. abra: Az Ac-HDHAH-NH, ligandum "H-NMR spektruma (pH=2,9)

Az Ac-HDHAH-NH; vegytiletre pH fliggvényében felvett spektrum sorozatot a 28. 4bra
mutatja be. Alifas tartomanyban az alanin metil jele nem valtozik a lugos tartomany felé
haladva, ez szintén elmondhat6 az acilcsoport metiljének protonjairdl. Az aszparaginsav CH,
jelei pH=3-5 kozotti tartomanyban azonban jelentésebb eltolodast mutatnak, mely a
karboxilcsoport deprotondlodasa kovetkeztében torténik meg (28/a. abra).

A hisztidinek metilén protonjainak jelei minimalis valtozast mutatnak a pH emelésével,
azonban az aromds protonjaik valtozasat jobban tudjuk kovetni, azok jelentdsebb kémiai
eltolodast mutatnak, és ez pH = 5 feletti tartoméanyban jelenik meg parhuzamosan az imidazol

nitrogénatomjanak deprotonalodasaval (28/b. abra).
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29. abra Az Ac-HDHAH-NH; ligandum pH fiiggése alifas (a) és aromas (b) tartomanyban
cE)H:O c@H

Az Ac-HAHDH-NH, peptid pH fliggvényében felvett *H-NMR spektrumaiban hasonlé
tendenciakat figyelhetiink meg, pH=5 folott az imidazol gytiriik C(2)H és C(5)H protonjai
jeleinek jelentds eltolodasat tapasztaltuk, mig a hisztidinrész CH; jeleinek esetében az
imidazol N(3)H csoportjanak deprotonalodasaval parhuzamosan csak kisebb mértéki valtozas
tapasztalhaté. Az aszparaginsav CH, protonjainak jelei az Ac-HDHAH-NH, ligandumhoz

hasonld moddon valtoznak.
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Mindkét ligandum Ni(Il)-komplexének spektrumat erésen ligos tartomanyban vettiik fel,
ahol a [NiLH.3] siknégyzetes geometriaju (29.4bra). Az aromas tartomanyban a ligandum
C(2) H protonjanak jele latszodik és emellett lathatd elkiiloniilten a Ni(II)-komplex jele is
(29/b.abra). Ebbdl azonban nem tudunk arra kovetkeztetni, hogy a fémion melyik
imidazolhoz koordinalédik. Ugyanakkor az alifas tartomanyban lathato, hogy az alanin metil
protonjainak jele mellett egy ujabb jel jelenik meg, ami a Ni(ll)-komplexben kotott

ligandumhoz rendelhetd (29/a. dbra). Minden esetben az 0 jeleket alakzatokkal jeloltem meg.
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30. abra Az Ac-HDHAH-NH; ligandum és Ni(II)-komplexének 'H-NMR spektruma alifas (a) és

aromas (b) tartomanyban
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Az Ac-HDHAH-NH; ligandum esetében az alanin metilcsoportjanak jelénél lathatunk
szamottevd valtozast, mig az aszparaginsav metiléncsoportjanak jelei és az acil-
metilcsoportjanak szinglettje kiilonosebb valtozast nem mutat. Ebbdl kdvetkeztethetiink arra,
hogy a nikkel(Il)-ionok dont6 része a C-terminushoz kotédik, amire az alanin metilcsoportja
lesz az érzékenyebb.

Ha az Ac-HAHDH-NH; ligandum ¢és Ni(II)-Ac-HAHDH-NH, 1:2 rendszer spektrumat
hasonlitjuk 6ssze, azt tapasztaljuk, hogy az alifas tartomanyban az alanin metil protonjainak
jele nem valtozik. A ligandum acilcsoportjanak metil protonjainak jele mellett azonban 1j jel
figyelhet6 meg, ami a Ni(II)-komplexben kotott ligandum acil CHs-hoz rendelhetd. Ez csak

abban az esetben lehetséges, ha a fémion az N-terminalis részhez kotodik.
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31. dbra Az Ac-HAHDH-NH; ligandum és a Ni(IT)-komplex "H-NMR spektruma ligos pH-n

Ugyanakkor a fémionok jelenlétében a spektrumban (30.abra) az aszparaginsav CH; jele
lényegesen Kiszélesedik a ligandumhoz képest, ez viszont arra utal, hogy olyan komplex is
jelen van, ahol a fémion a C-terminalis részhez kotodik. Ezt alatdmasztja azt a korabbi
feltételezést, hogy mindkét izomer képzddik, azonban az N-terminalis részhez vald
koordinacié a kedvezményezettebb.

Az 'H-NMR vizsgilatok alatimasztjak a spektralis vizsgalatokbol levont kovetkeztetéseinket:
az Ac-HDHAH-NH; ligandum esetén a fémion elsdsorban a C-terminalis részhez kotddik,

mig az Ac-HAHDH-NH-Ni(II) rendszerben mindkét izomer jelen van.
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6. OSSZEFOGLALAS

A nikkel az emberi szervezetben allando jelleggel kimutathatd. Kiilonosebb artalmas
hatdsa az emberi szervezetre ez idaig nem ismeretes. Toxikus hatds azonban felléphet, ennek
legfobb megnyilvanuldsa a boron jelentkezd ekcémads borkiiités, melyet a nikkel tartalmu
targyak (pl: ékszerek) okoznak.

A Ni(ll)-ion koordinacios kémidja nagyon valtozatos. Leggyakrabban +2-es oxidacios
szammal alkot komplexeket, illetve a komplexek geometriaja a legtobb esetben siknégyzetes.

A cink(Il)ionok az emberi szervezetben nélkiilozhetetlenek. Egyes enzimekben katalitikus
szerepiik van, mig mashol szerkezetalakitéak. A legujabb felfedezések szerint fontos a DNS
replikaci6 folyamataban is, ott az igynevezett cink-ujjak szallitjak az informaciot.

Az eldbbi két atmenetifém-ionnal szemben, a kadmium rendkiviil mérgezd az emberi
szervezetben, lagyabb tulajdonsaganal fogva a létfontossagi enzimekbdl kiszoritva a cinket,
blokkolja azok miikddését.

A cink(IT)ion és kadmium(II)ion leggyakrabban +2-es oxidacios szammal hoz 1étre
komplexeket.

A nikkel(l1)- és cink(Il)ion legtobbszor hisztidint is tartalmazo fehérjékhez kdtddve van
jelen. Ezek megismeréséhez vizsgalunk kisebb hisztidintartalma peptidek atmenetifém-
ionokkal alkotott komplexeit.

Ezen kutatasokba kapcsolodtam be. Munkam soran két, aszparaginsavat és hisztidint is
tartalmazo pentapeptidet (Ac-HAHDH-NH, és Ac-HDHAH-NH,) allitottunk elé automata
szintetizal6 késziilékkel, majd ezek atmenetifém-ionokkal alkotott komplexeit vizsgaltam.

A két szintetizalt peptid a kordbban vizsgalt peptidekhez képest az oldallancaban egy
karboxilatcsoportot tartalmaz, ami a kialakulé komplexekben eltérd toltést eredményez.

A Cd(I1)- és Zn(II)-ionokkal alkotott komplexek nagy hasonlosagot mutatnak. Mindegyik
ligandum esetében [ML] komplex jelenlétét mutattuk ki, de a [CdL] komplexeknél stabilitas
novekedést észleltiink, a korabban vizsgalt harom és négy hisztidint és szarkozint is
tartalmaz6 penta- és heptapeptidhez képest. A keletkezett [ML] komplex azonban egyik
ligandum jelenlétében sem akadalyozta meg a fémionok hidrolizisét.

A Ni(ll)-ionokkal alkotott komplexek esetében a karboxilatcsoport jelenléte kis mértékben
noveli az [ML] stabilitasat és kedvezéen hat az [ML;] komplex kialakulasara. Az
amidnitrogének deprotonalodasa jatszodik le lugos tartomanyban, és izomer szerkezeti

komplexek képzodését feltételeztiik. Az UV-Vis és CD spektroszkopias vizsgalatok azt
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mutattak, hogy az az izomer komplex, melyben a C-terminalison 1év6 hisztidinhez kotédik a
fémion, nagyobb aranyban van jelen az Ac-HDHAH-NH; peptid esetében, mint az Ac-
HAHDH-NH, peptid esetében. Ezen feltételezéseket erdsitette meg a 'H-NMR
spektroszkopias vizsgalat is, ahol a szabad ligandumok pH-fliggését, illetve lugos
tartomanyban a [NiLH.3] komplex spektrumat vettiik fel. A kapott adatokbdl lathattuk, hogy
izomer szerkezetek vannak jelen, mely 6sszhangban van a CD spektroszkopias vizsgalatokbol
kapott eredményekkel. Amennyiben az aszparaginsav az N-terminuson van, a fémion a C-
terminalis végen kotddik, mig ha az aszparaginsav a C-terminalison helyezkedik el, az N-

terminalis végen vald kotddés a kedvezményezettebb.
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7. SUMMARY

Nickel(Il) ion occurs in the human body constantly. Its harmful effect has not been
known yet. However, nickel containing jewellery can cause allergic reaction on skin.

Coordination chemistry of nickel(ll)ion is diversified. It forms complexes most
commonly with oxidation state +2, the geometry of these complexes is square planar.

Zinc(ll)ions are very important in the human body. In some enzymes, they have catalytic
role and in other enzymes they build the structure. The latest studies showed that zinc-fingers
take place in the synthesis of DNA.

Cd(Il) is very poisonous because of its soft character it can replace the Zn(lIl) sulphur
containing metalloenzymes, as a result these enzymes cannot work anymore.

They form complexes most commonly with oxidation state +2. Nickel(Il) and zinc(Il)
ions can be bound mostly to histidine containing peptides. To study these interactions, we
investigate the transition metal complexes of small peptides containing histidines. | have
joined this research. We synthetized two pentapeptides (Ac-HAHDH-NH,, Ac-HDHAH-
NH;) containing aspartic acid and histidine by solid phase peptide synthesis and | studied
their interactions with nickel(11), cadmium(Il) and zinc(Il) ions.

These two synthetized peptides contain a carboxylate group in their side chain, which
causes different charge in the complexes.

Studies with Cd(Il) and Zn(Il) showed that they form similar complexes with both
ligands. We found that [CdL] complexes of these two ligands are more stable than that of
sarcosine containing multihistidine penta- and heptapeptide.

The carboxylate group slightly increases the stability of [ML] and it has a beneficial
effect on the stability of [ML;,] complex. In the basic pH range the deprotonation of amide
nitrogens takes place and we suppose the formation of coordination isomers. Spectroscopic
(UV-Vis, CD and 'H-NMR) studies indicate that the isomer in which nickel(11) is bound to
the histidine on the C-termini is present in greater amount in the case of Ac-HDHAH-NH,
peptide than the Ac-HAHDH-NH, peptide.
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