TUDOMANYOS DIAKKORI DOLGOZAT

Sl
S

-SXH- szekvenciat tartalmazo peptidek

Ni(l1)-komplexeinek hidrolizis-vizsgalata

Sandor Balazs
Vegyész Msc

II. évfolyam

Témavezetd: HOogyéné Dr. Grenacs Agnes

egyetemi adjunktus

Debreceni Egyetem
Természettudomanyi és Technologiai Kar

Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék

2021. november 18.



Tartalomjegyzék

L. BEVEZEIES ..ot s -1-
2. Irodalmi €lOZMENYEK ......cc.eiiiiiiiiiiie st -2-
2.1 A nikkel koordinécios kémiai tulajdonsagai €s biologiai fontossaga............cceevveenneen. -2-
2.2 Hisztidint tartalmazé peptidek koordinacios kémidja és biologiai jelentdsége ........... -3-

2.3 -Ser-Xaa-His- és -Thr-Xaa-His- szekvenciat tartalmazo peptidek kémiai tulajdonsagai

Ni(11)-10N0K JEIENIELEDEN .....ovviviiiiiiicie e e -4 -
3. Az alkalmazott kisérleti mOASZETek..........ccouviiiiiiiiie e -6-
3.1 A mérésekhez hasznalt vegYSZerekK ..........coovveiiiiiiiiiiiiiee e -6-
3.2 Szilard fazist peptidszintézis (SPPS) ....cccoiiiiiiiie e -7-
3.3 PH-POLENCIOMELIIA ..ot enes -8-
3.4 UV-1athatd spektrofotometria........cccvvviiieiiiiiiiieiieie e -9-
3.5 Cirkularis dikroizmus spektroSzKOPIa ..........ccveiviiiieiiiiiiciec e -10 -
3.6 Nagy nyomasu folyadék kromatografia (HPLC)........ccoooviiiiiii -11-
3.7 Tomegspektrometria (ESI-TOF-MS) ......ooiiiiiiiiieeeeee e -11-
4. Eredmények €s Ert€KelESUK ........cooiiiiiiiiiiii e -13-
4.1 Ac-Ser-Lys-His-Met-NHz (AC-SKHM-NH2) .......c.cccoevviiviiiiiieiisceee e -13-
4.2 Ala-Ala-Ala-Ser-Ser-His-NH2 (AsSSH-NH2) ....ccooiiiiiiiiiee e, -18-
4.3 Ala-Ala-Ala-Ala-Ser-Ser-His-NH2 (A4SSH-NH2) ......cococoviiiiiiiiic - 26 -
5. OSSZELOGIALAS ......evvivvevieece ettt -35 -

6. IrodalomIEZYZEK ......ooiieiiiiec e -37-



Ala, A
His, H
(e-)Lys, (e-)K
Ser, S
Met, M
Ac
ACN
Boc
CD
DCM
DIPEA
DMF
DODT
ESI
Et.O
Fmoc
HOBt
HPLC
MS

NH:
Nim
NMP
NMR
SPPS
tBu
TBTU
TFA
TIS
TOF

A dolgozatban eléfordulo roviditések jegyzéke:

alanin

hisztidin

(g-)lizin

szerin

metionin

acetil

acetonitril
terc-butoxi-karbonil
cirkularis dikroizmus
diklormetan
N,N-diizopropil-etilamin
N,N-dimetil-formamid
2,2’-(etiléndioxi)-dietantiol
elektroporlasztasos ionizacio
dietiléter
9-fluorenil-metoxi-karbonil
N-hidroxi-benztriazol

nagy nyomasu folyadék kromatografia
tomegspektrometria
amidnitrogén

aminocsoport
imidazolnitrogén
N-metil-2-pirrolidon
magmagneses rezonancia
szilard fazist peptidszintézis

terc-butil

2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium-tetrafluoroborat

trifluorecetsav
triizopropil-szilan

repiilési 1d6 (time of flight)



Sandor Balazs: -SXH- szekvenciat tartalmazo peptidek Ni(ll)-komplexeinek hidrolizis-vizsgalata

1. Bevezetés

Az él6lények kiegyenstlyozott miikodéséhez elengedhetetlen az, hogy megfelelé mennyiségii
nyomelem legyen a szervezetiikben. Tobbek kozott ilyen nyomelemek kozé tartoznak a
kovetkez6 fémionok is: Fe(ll), Zn(ll) és Cu(ll). A szervezetben Ilejatszodd kémiai
folyamatokban ezek a fémionok hajlamosak kolcsonhatasba 1épni a fehérjékkel és a
peptidekkel. Az ilyen fémionok meghatarozott mennyiségben vannak jelen az ¢él6

szervezetekben igy hianyuk, illetve tobbletiik bizonyos degenerativ elvaltozasokhoz vezethet.

Az embert felépité alapvetd vegyiiletek k6zé tartoznak az aminosavak, melyek peptidkotés
kialakitasaval kapcsolédnak Ossze egymassal. Az igy képzodott peptideket szekvencidjuk
hossza alapjan sorolhatjuk az oligopeptidek, a polipeptidek és a fehérjék csoportjaba. Emellett
kiemelt jelentéséggel birnak az €16 organizmusok biologiai folyamataiban a kiilonb6z6
enzimek, melyeknek tobbsége szintén fehérje alapu. llyen enzimek lehetnek az emberek esetén

az amilaz-, lipaz-, katalaz- vagy a f-gliikozidaz enzim is.

Az emberi gyomorban a Helicobacter pylori baktérium tartalmaz jelentds mennyiségii
nikkel(ll)-iont az ureaz enzimben. A Helicobacter pylori, a Ni(ll)-homeosztazisa révén nem
szolgaltat az emberi szervezetnek jelentés mennyiségli Ni(ll)-fémiont, azonban a korabbi
vizsgalatok mégis azt mutatjak, hogy a diagnosztizalt betegek 15 %-nal gyomorfekély €s ugyan
kevesebb mint 1%-nél, de gyomorrak is kialakult®.

A nikkel(Il) emellett allergiat valthat ki és karcinogén tulajdonsagai is ismertek, aminek a
kovetkezd bekezdésben emlitett jelenség is lehet az oka. A réz(Il), mint biogén atmenetifém-

1on koordinaciés kémiai modelljeként is alkalmazhato pl. NMR vizsgalatok soran.

A kutatasunk célja az -SXH- aminosavszekvenciat tartalmazo peptidek és a Ni(II)-fémion
kolcsonhatasanak a tanulmanyozasa volt. Korabbi mérések és tanulmanyok szerint, amely
peptidben jelen van az imént emlitett szekvencia, annal a CD-spektrumok torzultak és a varthoz
képest ellentétes eljelti savok jelentek meg a Ni(ll)-ionok jelenlétében, ami a szerkezet

megvaltozasra utal.

Munkammal a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének Bioszervetlen
Kémiai Kutatocsoportjanak munkajaba nyilt lehetéségem bekapcsolodni, ahol tobb évtizede
foglalkoznak peptidek tanulmanyozasaval. Ezen vizsgalatok az alapkutatas részét képzik, igy
példaul az itt elvégzett mérésekbdl szarmazod adatokat felhasznalva neurodegenerativ
betegségek (pl.: Parkinson- vagy Alzheimer-kér) vagy daganatos megbetegedések

kialakulasanak okat, illetve annak kezelését is lehetdség nyilhat felkutatni.

-1-



Sandor Balazs: -SXH- szekvenciat tartalmazo peptidek Ni(ll)-komplexeinek hidrolizis-vizsgalata

2. Irodalmi el6zmények

2.1 A nikkel koordinacios kémiai tulajdonsagai és biolégiai fontossaga >

A nikkel komplexeiben 0, +1, +2, +3 és +4 oxidacios allapotokban fordul el6. Emellett -1-es és
-2-es oxidacios allapotban is képes fémorganikus vegyiiletekben létezni. A 0-ds oxidacids
allapotu nikkelt tartalmazo komplexek mellett a +1-es és +3-as fémkomplexek is ismertek
azonban azoknak el6fordulasa ritka. A fémion képes a +4-es oxidacids allapot felvételére is de
ahhoz, hogy ebben az allapotban stabil maradhasson specialis ligandumok sziikségesek. A
Ni(0)-komplexek d'%es, a Ni(l)-komplexek d%es és a Ni(Ill)-komplexek d’-es

elektronkonfiguracidval szerepelnek vegyiileteikben.

Leggyakrabban +2-es oxidaciés allapotban, d® elektronszerkezettel szerepel, ahol a fémiont
négyes, 6t0s és hatos koordindcios szdm jellemzi. A négyes koordindcios szdmmal rendelkezd
Ni(ll)-komplexek koziil a siknégyzetes geometria a legjellemz6bb. Ezeknek a komplexeknek a
szine leggyakrabban sarga vagy voros és az ilyen komplexek diamagnesesek. Eléfordulnak még
tetraéderes geometridju képviseldi is a Ni(Il)-vegyiileteknek, melyek kék vagy zo6ld szintiek €s
paramagneses tulajdonsagtiak. Az 6t6s koordinacids szam esetén a trigonalis bipiramisos €s a
négyzetes piramisos geometria a jellemz6. Hatos koordinaciés szammal oktaéderes
vegyiileteket képez a Ni(Il)-ion. A fém vizes oldatdban is hatos koordindciés szammal ¢és
oktaéderes formdban van jelen, ezaltal az ilyen geometriaju Ni(Il)-vegyliletek eldallitasa a

legkdnnyebb.

A peptidek oldallancon keresztiili koordinacidjaval oktaéderes komplexek, mig az
amidnitrogének belépésével a koordindcios szféraba siknégyzetes, sarga szinli és diamagneses
tulajdonsagu fémkomplexek képzédnek. A koordinacio soran a Ni(Il)-ion elészor az amino
funkcios csoporthoz koordinalodik, majd pH ~8 érték felett képes indukalni az amidnitrogének
kooperativ deprotonalodasat, abban az esetben, ha szabad az amino terminus és nincsenek

oldallancbeli koordinalédé donorcsoportok.

Biologiai szerepével kapcsolatos ismeretek az 1970-es évekre tekintenek vissza. A nikkelnek
az €16 szervezeteken beliili jelenlétérdl és jelentéségérdl nem tudtak konkrétumot 1975-ig.
Ekkor azonositottdk egyértelmiien azt, hogy az uredz enzim jelentds mennyiségli nikkelt
tartalmaz. Az uredz enzim baktériumokban és ndovényekben lelhetd fel, ahol a karbamid

hidrolizisét katalizalja.
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Az enzim aktiv centrumaban két Ni(I)-ion foglal helyet. Ezt kdvetéen tobb masik
(baktériumokban fellelhetd) enzimet talaltak mely Gigyszintén nikkeltartalommal rendelkezett:
ezek a hidrogenazok, CO-dehidrogenazok. Tovabba a Helicobacter pylori baktérium
¢letmiikodéséhez is nélkiilozhetetlen ez a fémion, viszont fontos megjegyezni, hogy nagyobb

mennyiségben emberi szervezetbe keriilve toxikus lehet és allergias reakciot okozhat.

2.2 Hisztidint tartalmazoé peptidek koordinaciés kémiaja és biolégiai jelentdsége °-°

A hisztidint tartalmazo6 peptidekhez igen nagy bioldgiai jelentség tartozik, mert a hisztidin a
képz6doé komplex stabilitasat noveli és ezek a peptidek, illetve fehérjék gyakrabban fordulnak
eld az ¢ld szervezetekben. Az aminosav imidazol gytirlije horgonycsoportként viselkedik tobb
atmenetifémion megkotésében. Kiilondsen nagy affinitast mutat az imidazol-horgony a Cu(ll)-
¢és a Ni(Il)-ionokhoz. A képz6d6 hisztidintartalmu peptidkomplexek stabilitasat tobb tényezd is
befolyasolja. Legnagyobb hatassal a komplexre a fémion és ligandum mindsége, illetve
mennyisége van, azonban a koordinaciot befolyasold horgonycsoporthoz viszonyitott

donoratomok helyzete és a terminalis csoportok megléte is nagy jelentdséggel bir.

A hisztidint tartalmaz6 peptidek koordinacios kémiai sajatsagait tobbféleképpen is lehet
osztalyozni gy, mint példaul a hisztidinek szama szerint a peptidben, a hisztidin helye az N-
terminushoz viszonyitva, védett-e az N- vagy C-terminuson a peptid és ezek kombinacidja.
Az egy hisztidint tartalmaz6 szabad amino terminusu peptidek esetén az -NHz és a Nim is
horgonyt biztosit a Ni(ll)- és Cu(Il)-fémionok szamara. Abban az esetben, ha az N-terminus
kozvetlen kornyezetében van a hisztidin, akkor egy hisztaminszeri (1.a abra) koordinacio

(NH2,Nim) valosul meg egy rendkiviil stabil hattagti kelatgytrt képzodésével.
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1. abra: Hisztaminszeri (a) és albuminszerii (b) koordinacié
Az ilyen komplexek kialakuldsdval csokken az amidnitrogének deprotondlodasdnak a
valdszinlisége mert rendkiviil stabil mono- és biszkomplexek jonnek létre. A ligandum

crer

részecskék nikkel(I1)- és réz(I1)-ionokkal.
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Azon peptidek esetén, ahol az -NH: funkcios csoporthoz viszonyitva a hisztidin a masodik
helyet t6lti be az aminosavszekvenciaban a Cu(I)- és Ni(Il)-fémionok mellett a Zn(II)-ionok

megkdtése is kedvezményezetté valik (NHz,N",Nim) kétésmoddal, 7-es pH koriil.

A harmadik helyen hisztidinnel rendelkezé és szabad N-terminust peptidek tudjak a
legkedvezobb modon megkdtni a Ni(IT)- és Cu(Il)-ionokat. Ilyen feltételek mellett mar enyhén
savas pH-n [MLH.2] osszetételli komplex képzodik. Az igy létrejové koordinaciés modot
albuminszerti koordinacionak hivjak, (1.b abra) melyben az (NH2, N, N°, Nim) donoratomok

vesznek részt.

A szabad amino terminushoz viszonyitott negyedik vagy tavolabbi pozicidban hisztidint
tartalmaz6 peptidek esetében kisebb pH-n képzddik egy makrokelat [ML] komplex a(z)
(NH2,Nim) donoratomok részvételével. Emellett érdemes azt is tudni, hogy az aminocsoporttal
kelatképzo helyzetben 1év6 karboniloxigén is jelen lehet a fémion koordinacios kdrnyezetében.
Az [ML] komplex a kelatgytr( tagszamanak novekedésével kevésbé stabilla valhat. Emelve a
pH-t a fémion indukdlja az egymadst kovetdé amidnitrogének kooperativ deprotonalddasat és
[MLH.3] fémkomplexet képez az aminoterminus vagy a hisztidin imidazol nitrogénje feldl.
Hosszabb peptideknél (Nim,3N") kotésmodot irtak le, mig a kisebb oligopeptidek esetén az

aminoterminus fel6li koordinacié a kedvezményezett (NH2,3N").

Ahogy azt az el6z6 bekezdésekben lathattuk a hisztidin egy rendkiviil j6 komplexképzo
sajatsagokkal rendelkezd aminosav, az oldallancbeli imidazol gytir(ijébdl adododan. Ezaltal
szamos bioldgiai rendszerben jelen van és fontos szerepet tolt be példaul a hemoglobin esetén
az oxigénszallitasban, mivel a globularis fehérjerészben talalhato hisztidin, a porfirin vazban
elhelyezked6 Fe(Il)-ionnal létesit kapcsolatot. Nagy a jelentésége az B-amiloidban, mert
szamos helyen tartalmazza a hisztidint a fehérje és biztosit ezaltal a szervezetben jelenlévo
fémionoknak horgonyt a komplexek kialakitasahoz. Tovabba az aminosav tobb helyen jelen
van az ¢l szervezetekben el6forduld, szuperoxid-dizmutaz enzimekben (CuZn-SOD, Fe-SOD,
Ni-SOD), ahol a képz6d6 szuperoxid gyokok bomlasanak katalizise torténik. De az emberi

novekedési hormon dimerizacidjaban is két hisztidin és egy glutaminsav jatszik fontos szerepet.

2.3 -Ser-Xaa-His- és -Thr-Xaa-His- szekvenciat tartalmazé peptidek kémiai tulajdonsagai
Ni(I1)-ionok jelenlétében'®-14

Tobb éve vizsgaljak a -Ser/Thr-Xaa-His- (tovabbiakban -(S/TXH-)- aminosavszekvenciahoz
tartozo6 koordinacios kémiai anomaliak témakorét. Bizonyos -S/TXH- peptidekkel kapcsolatos

elsédleges észrevételek azok voltak, hogy a nikkel(l1)-iont tartalmaz6 rendszerekben mas -Y aa-

-4 -
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Xaa-His- szekvenciakkal tapasztaltakhoz képest ellentétes eldjeli savok jelennek meg a CD-
spektrumokban. Ez a jelenség a kialakuld fémkomplex szerkezetének megvaltozasara utal. Arra
kovetkeztettek, hogy egy intermedier észter 1étrejottének és igy egy szabad aminocsoport

koordinacidjanak tudhat6 be a varttdl eltéré CD-spektrum. (2. abra, V.)

Késoébb hidrolizisre utald jeleket is tapasztaltak, igy tobb S/TXH-t tartalmazo vegyiilettel
kisérletezni kezdtek. A tanulmanyok tobbségében HPLC-MS-technikdval vizsgalodva azt
allapitottadk meg, hogy szobahdmérséklettol joval magasabb hdmérsékleten, bazikus kdzegben,
Ni(Il)-ionok jelenléte esetén, hosszabb idGtartam alatt a peptid specifikus hidrolizise jatszodik
le. A hidrolizis mechanizmusaban lathat6 (2. abra), hogy az imént emlitett feltételek mellett a
folyamat spontan végbemegy, egy atmeneti észterkotésen keresztiil. A képzddd termékek a
szerint (vagy a treonint) megel6z6 peptidkotés hasitasaval alakulnak ki és szabad N-terminusa

Ser-Xaa-His-Rz peptid jon 1étre.

II 11

o X o X
HICH, HICHs
NH N0 2 l:l OO
HooyNH HN__ 0 5 —= HO ?(“"N".‘"N z
R. N
Iy SR e
N Ry H e
Ni®
I v
o X o X
H/CHMNH H/CHMN %:o
o h
HooyNH HN__ © 5 HO N-NINC_ P 2
N
HN/Q_«N ) z N—g:
Ry \:\ H ‘g:o R|E ) H o
N R, h R,
Ni** +
H,0
(+H) l“
\%! \%
o X o X
HICH HICH
N, )=0 5 N> =0
HO' NH-NiN__ 0 , - O NHyNiN_ 0 5
N o o edl M
N oH o
: ¢ Hio s R, € H _gco
3 N Rz N Ry
) H b
o<
Ry
(B

2. abra: -S/TXH- szekvenciat tartalmazo peptidek Ni(II)-ionok altal indukalt

hidrolizisének mechanizmusa

Tovabba fontos azt is megjegyezni, hogy a tanulmanyozott peptidek esetén a hidrolizis csak
orédk mulva vagy a vizsgalat id6tartama alatt egyaltalan nem kovetkezett be. Mértéke az emlitett
befolyésolo tényezdk (homérséklet, pH) novelésével aranyosan valtozott, és attdl is fliggott,
hogy milyen egyéb aminosavak szerepelnek a koordinacios szféraban és annak kozvetlen
kornyezetében. A fémion megszokottol eltérd kornyezete azonban tovabbra is észlelhetd volt a

CD-spektruma révén.



Sandor Balazs: -SXH- szekvenciat tartalmazo peptidek Ni(ll)-komplexeinek hidrolizis-vizsgalata

3. Az alkalmazott kisérleti modszerek

3.1 A mérésekhez hasznalt vegyszerek
A tanulmanyozott rendszerek vizsgdlata vizes oldatokban tortént, a felhasznalt vegyszerek

analitikai tisztasagtiak voltak és az oldatok haromszor ioncserélt vizzel késziiltek.

A pH-potenciometrias mérésekhez felhasznalt KCI-, KOH-, és kalium-hidrogén-ftalat-oldat
szilard vegyszerekbdl késziilt. A hasznalt HCl-oldat tomény savbdl lett higitva haromszor
hatdroztam meg, mig a nikkel(II)-oldat pontos koncentracidja gravimetriasan lett

meghatarozva.

A harom vizsgalt peptid koziil az AsSSH-NH2-nek a szintézisét a Bioszervetlen Kémiai
Kutatocsoportban végeztem mikrohulliamu Liberty 1 peptidszintetizatorral, mig az
Ac-SKHM-NH2 peptidet az olaszorszagi Consiglio Nazionale Delle Ricerche - Instituto Di
Biostrutture e Bioimmagini (CNR-IBB, Catania) kutatokézpontban allitottak elé. Tisztasaguk
90% feletti volt. Az AsSSH-NH> peptidet pedig a Synpeptide cég allitotta eld, tisztasaga >95%.
Minden esetben a peptidek TFA-soja allt rendelkezésre.

A peptidek eldallitdsa soran felhasznalt vegyszerek és oldoszerek kereskedelmi forgalombol
szarmaztak és analitikai tisztasaguak voltak. A Rink Amide AM gyantat, a 2-(1-H-benztriazol-
1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium-tetrafluoroboratot (TBTU) és a Fmoc-véddcsoporttal ellatott
aminosavakat (Fmoc-Ala-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH és
Fmoc-Ser(tBu)-OH) a Novabiochem forgalmazza. Az N,N-dimetil-formamid (DMF), az N,N-
diizopropil-etilamin (DIPEA) és a trifluorecetsav (TFA) a Merck Kft. termékei. Az N-hidroxi-
benztriazol hidratot (HOBt - H20), a triizopropil-szilant (TIS), az N-metil-2-pirrolidont (NMP),
a 2,2’-(etiléndioxi)-dietantiolt (DODT) és a 2-metil-2-butanolt a Sigma-Aldrich Co,
forgalmazza. A diklormetan (DCM), a dietil-éter (Et20) a 96%-os ecetsav €s a piperidin a Molar
Chemicals Kft., mig a szintézis soran alkalmazott ecetsavanhidrid a VWR International

terméke.

A HPLC-s méréseknél hasznalt acetonitrilt (ACN) a VWR International, mig a trifluorecetsavat
(TFA) a Sigma-Aldrich Co. forgalmazza. Emellett a polaris fazist (az eluensben) haromszor

ioncserélt viz képezte. Mindharom vegyszer HPLC-tisztasagl volt.
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3.2 Szilard fazisu peptidszintézis (SPPS)!>16

A vizsgalt peptidek egy részét szilardfazist szintézismodszerrel allitottuk eld. A mddszer R. B.
Merrifield nevéhez fiizodik, mely 1984-ben keriilt kidolgozasra. Az eldallitas alapja egy
specialis gyanta, mely egy finomszemcsés polimer anyag, ami mechanikailag és kémiailag is
inertnek mondhato6 az alkalmazott olddszerekkel és reagensekkel szemben. A szilard hordozo
egy olyan funkcids csoporttal rendelkezik, mely szelektiven képes kolcsonhatasba 1épni a
gyantdhoz adagolt aminosavval és igy a védOcsoportok lehasitasat kovetéen a megadott

modszer szerint kapcsolja Ossze a kivant szekvenciaju peptidet.

A fent irtakbdl adéddan a mddszerrdl az mondhatd el, hogy rendkiviil j6 a reprodukalhatosaga,
az oldoszerektdl és reagensektdl egy egyszerli szliréssel megszabadulhatunk és mindezt
automatizalva, szamitogépes vezérléssel tudjuk megtenni. Nehézséget jelent azonban a
technika alkalmazasanal az, hogy a reakciok heterogén fazisban valosulnak meg, ami egy
sokkal lassabb reakciot von maga utan és sokkal tobb olddszert igényel, mint homogén oldatok
esetén. A szintézis sordn a peptid végig a gyantdhoz van kotve és a C-terminus feldl halad a
reakciok sora az N-terminus felé. Az aminosavakat egyesével adagoljuk a reakcidedénybe,
amikor a gyanta, illetve az el6z6 aminosav véddcsoportjanak a hasitdsa mar megtortént. A
megfeleld véddcsoportok alkalmazasa elengedhetetlen a szelektiv reakcid kivitelezéséhez, igy
az aminosavak o-amino-csoportjanak védelme érdekében Fmoc-csoport, a lizin oldallancbeli
amino-csoportjanal Boc-csoport, a hisztidin oldallancbeli imidazolil csoport védése céljabol
Trt-csoport, mig a szerin oldallancbeli hidroxil-csoportja esetében tBu-csoport kertlt

alkalmazasra.

A peptideket a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén talalhatd
mikrohulldmu Liberty 1 peptidszintetizal6 késziilékkel (CEM, Matthews, NC) allitottuk el6. A
szintézishez a Rink Amide AM tipusu gyantat valasztottuk, mely a C-terminusan savamid
csoportot tartalmazo peptidek eldallitasat biztositja. A szintézis soran az oldészer DMF volt és

az aminosavak aktivalasa TBTU/HOBt/DIEA moddszerrel tortént.

Az oldatok betoltését kovetden a szintézis-program a gyanta duzzasztasaval kezddédik
(~15 perc), melyet a gyantan 1évé Fmoc-véddcsoport eltdvolitasa kovet. A hasitast a késziilek
0,1 mol/dm? koncentraciéju HOBt - H20 és 20 V/V%-0s piperidin-tartalmi DMF segitségével
végzi, melyhez az emelt hdmérsékletet a mikrohullam segitségével biztositja a késziilek. Az
Fmoc-véddécsoport hasitasanak sikerességét UV-monitoring egység segitségével ellendrzi a

crer

reakcidedénybe. A kotések kialakitasa a funkcids csoportok aktivalasdval valosul meg: az
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aktivator 0,5 mol/dm® HOBt és 0,5 mol/dm® TBTU tartalmi DMF-oldat, mig az aktivator bazis
2 mol/dm? koncentracioji DIPEA NMP-vel elegyitve. Az aminosavak gyantéhoz, illetve az
adott aminosav egységhez torténd kapcsolasa maximum 80 °C-on (a His esetén 50 °C-on és
egyszer megismételve) megy végbe 300 masodperc alatt. Az aminosavak, reagensek és

oldoszerek maradékait a késziilék DMF-es mosassal, majd sziliréssel tavolitja el.

Az automatizalt szintézist kdvetden a gyantara kapcsolt peptid mosasa torténik a kovetkezod
oldoszerekkel: diklormetan, 96%-0s ecetsav, 2-metil-2-butanol és dietil-éter. A peptid
gyantarol torténd hasitdsa szobahomérsékleten ~1,5 oran keresztiil zajlik a kdvetkezo
hasitoeleggyel: 94% TFA, 2,5% TIS, 2,5% viz és az oxidaciora érzékeny aminosav oldallancok
védelme céljabol 1% DODT. A gyantardl lehasitott peptid oldatot sziirjiik, majd hiités mellett,
hideg éterbe csepegtetjiik azt, és a peptid ekkor szilard anyag formajaban kivalik. A csapadékot
tovabbi éterrel mossuk és centrifugaljuk, végiil pedig argongazzal szaritjuk. A szilard anyag
minimalis térfogatu vizben keriil feloldasra és fagyasztasra, majd liofilizalasra. Az eléallitott
anyag egységességét nagy nyomasu folyadékkromatografidss modszer (HPLC), mig a

szekvenciak helyességét ESI-MS mérés tamasztotta ala.

3.3 pH-potenciometria

allanddjanak meghatarozasara, illetve komplexképzddési folyamatok egyensulyi allanddinak
megallapitasara szolgdld indirekt potenciometrids modszer. Fontos megjegyezni, hogy pH-
metridrol, csak oldatfazisban beszélhetiink. A modszer soran a pH-valtozast mérjiik a mérdoldat
térfogatanak fliggvényében. Az igy kapott titralasi gorbébdl meghatarozhatjuk a ligandumok

protonalodasi €s a képz6do komplexek stabilitasi szorzatat.

A H*-ion és az M™ fémion kozotti kompeticios folyamat reakcidegyenlete és a fémkomplex
képzddése:

nHL + M™ = ML, ™M* + n H* (1)
Vizes oldatokban, fémionnal torténd komplexképzddési folyamat altalanos reakcidegyenlete (a

konnyebb kezelhetdség érdekében a részecskék toltését nem tiintettem fel):
pM+qL+rH= MpLgHr (2

Az egyenlet alapjan a képz6doé komplexek stabilitasi szorzata:

_[MpLgHy]
Boar = 5o (e tar )
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A potenciometrias méréseket az AC-SKHM-NH2, A3SSH-NH> és AsSSH-NH> ligandumok
protonalddasi allandoinak meghatarozasanak céljabol végeztiik. Ezt kovetéen ligandumfelesleg
mellett, sztochiometrikus mennyiségli és fémfelesleget is tartalmazé nikkel(11)-fémiont
tartalmazé rendszereket allitottam Ossze, majd az ezekben a rendszereckben képzddo
részecskéknek hataroztuk meg a stabilitasi szorzatait. A méréseket MOLSPIN pH-mérdvel,
6.0234.100 (Metrohm) kombinalt iivegelektroddal és Mol-AcS mikrobiirettaval végeztiik. A
rogzitését és a mérdoldat adagolasat is a MOLSPIN szamitoégépes program vezérelte. A mintat
25 °C-on termosztaltuk és magneses keveromaggal kevertettiik a titralas ideje alatt. A mérés
alatt a minta és a mérdoldat fel¢ argon gazt vezettiink, hogy inert gazatmoszféra alatt mehessen

végbe a titralas, azaz kizarhassuk a levegd CO2- és Oz-tartalmanak befolyasolo hatdsat. Az

crer

értéke 4,005, 25 °C-on.

A titralandé mintakat a ligandumok (Ac-SKHM-NH2, AsSSH-NH2 AsSSH-NH2) elézbleg
megsavanyitott torzsoldataibol készitettiik beméréssel, majd 1 M-0s KCl-oldatot adtunk hozza,
hogy az ionerdsség allandd maradjon a titralds ideje alatt. A mintakban a ligandum
koncentracidja 2 mM volt. A pH-metrias titralasi gérbe pontjai alapjan meghataroztuk a pontos
ligandum koncentraciokat és deprotonalodasi allandoit a SUPERQUAD program segitségével.
Az Irving-faktor kiszamitasaval és a mért pH értékek korrigalasaval a diffuzios potencialbol
szarmaz6 pontatlansagokat kiiszoboltiik ki. A fémiont tartalmazo rendszerek és a ligandum
potenciometrids mérésénél is a mintak kezdeti térfogata 3 ml volt az Ac-SKHM-NH: esetén és
4 ml volt az A4SSH-NH2-nél, valamint az AsSSH-NH2-nél. A MOLSPIN program altal
rogzitett titralasi adatok és koncentraciok ismeretében PSEQUAD-programmal meghataroztuk
a képz6dd komplexek stabilitasi szorzatait. A komplexek eloszlasi diagramjait a MEDUSA

nevi programmal dbrazoltuk.

3.4 UV-lathaté spektrofotometria

Az UV-lathato fotometrias modszerrel a Ni(ll)-fémion tartalmi rendszerek kivaldan
tanulmanyozhatok, hiszen az atmenetifém-komplexekben d-d elektronatmenetek jatszodnak le.
Ezeknek az atmeneteknek megfelelden karakterisztikus fényelnyelés is megvalosul, ami a
kvalitativ vizsgalatok alapjat képezheti. fgy tudunk kovetkeztetni a komplex szerkezetére,
geometriajara és a donoratomok szamara, valamint kémiai jellegére. A modszerrel lehetség

crer

kalibrald oldatsorozat készitése, ¢és azokbdl kalibraldo egyenes felvétele sziikséges. A
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koncentréacio, az abszorpcios koefficiens és az abszorbancia kozott a Lambert-Beer torvény

teremt kapcsolatot:
A=lgL=s-c-l 4)
Iy

ahol & a molaris abszorpcios koefficiens (M cm™), ¢ a koncentracio (M), 1 a kiivetta hossza,

ami altalaban 1 cm.

A molaris abszorbancia az anyagi mindségre jellemzd, koncentraciotol fliggetlen érték. Az
abszorpcios spektrumbol kovetkeztethetiink az anyag szerkezetére, az atomok ¢s molekuldk
sajatsagaira, komplexek szerkezetére. Az UV-lathaté spektrofotometrias méréseket Perkin
Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras fotométerrel végeztem. Az 1,000 cm-es kvarckiivettakban
kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyokat vizsgaltam. A Ni:AsSSH-NHz és Ni:AsSSH-NH> 1:2,
1:1 és 2:1 aranyu rendszerek esetén a c. 2,0 mM volt. A vizsgalatok hullamhossz tartomanya

200-1100 nm, pH tartomanya pedig ~2,5-11,5 volt.

3.5 Cirkularis dikroizmus spektroszkoépia

A cirkularis dikroizmus spektroszkopia (vagy roviden: CD-spektroszkopia) egyike azoknak a
spektroszkopiai modszereknek, amely a polarizalt fény és egy optikailag aktiv anyag
kolcsonhatasan alapszik. Az €16 szervezetek altal szintetizalt molekulak donté tobbsége, igy a
peptidek is optikailag aktivak, azaz az oldatukon keresztiilbocsatott polarizalt fény sikjat
elforgatjak. A sikban polarizalt fénynyalab egy balra és egy jobbra cirkulalé komponensre
bonthat6 fel, melyeknek fazisa és amplitiddja azonos. A kétféle fénysugar abszorpcidjanak
kiilonbségét (Ae = epal — €jobb) @ hullamhossz fiiggvényében dbrazolva megkapjuk a CD-gorbét.
Tehat a CD vagy méas néven a Cotton-effektus a sikban polarizalt fény két Gsszetevdjének
kiilonbozdé abszorpcidja. Nagy elénye a modszernek, hogy a kapott spektrumok értékei
additivak, igy konnyen lehet veliik szamitasokat végezni.

Az atmenetifém-komplexek optikai aktivitdsa a komplex molekuldnak vagy a ligandumnak az
kelatgytiriket tartalmaznak. Az enantiomerek akkor valosulhatnak meg, ha a komplexben 1évo
fémion kinetikailag inert komplexek kialakitasara hajlamos. A komplex molekula optikai
aktivitasat okozhatja a kozponti atom aszimmetridja, vagy a komplexképzddés hatasara a

ligandum donoratomjan kialakul6 aszimmetria.

A méréseket JASCO-810 tipusu késziiléken végeztem a Ni(Il):Ac-SKHM-NH;,
Ni(I1):AsSSH-NH> és  Ni(ll):AsSSH-NH2 kiilonb6z6 aranyt rendszereiben kialakulo
komplexek szerkezeteinek vizsgalatanak céljabol. A Ni(ll):Ac-SKHM-NHz 1:1 aranya
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rendszer esetén a c. ~2 mM volt. A Ni(ll):AsSSH-NH2, Ni(ll):A4sSSH-NH> vizsgalt
rendszereiben a cL ~2 mM volt. A spektrumokat szobahémérsékleten és kiilonb6z6 pH
értékeken vettem fel. A méréseket 0,100 cm és 1,000 cm Gthossza kvarc kiivettakban végeztiik.

A spektrumokat Microsoft Office Excel programban ébrazoltuk.

3.6 Nagy nyomasu folyadék kromatografia (HPLC)

A mintakban jelenlévd részecskék igazolasahoz (megfeleld standard-ek ismeretében) és a
lejatszodo folyamatok kovetéséhez az egyik leghatékonyabb moddszer a HPLC. A mérések
soran mindségi vizsgalatokat végeztiink, de fontos azt is megjegyezni, hogy mennyiségi
vizsgélatokhoz is felhasznalhatdo a mddszer a cstucsok alatti teriilet integralértékeinek és az
injektalt térfogatnak az ismeretében. A  Ni(ll):Ac-SKHM-NH, Ni(ll):AsSSH-NH>
Ni(11):AsSSH-NH> vizsgalt rendszereiben a ligandum koncentracidja ~2,0 mM volt. A
kvalitativ vizsgalatokat analitikai Teknokroma C8 tipust kolonnan (250 mm x 4,6 mm,
pérusméret: 300 A, szemcseméret: 5 um) és Jasco MD-2010 plus diddasoros detektorral
rendelkez6 Jasco HPLC-késziiléken végeztiik. A detektalas hullamhossz értéke 222 nm volt.
Azért hasznaltuk ezt a hullamhossz értéket mert ezen van maximalis fényelnyelése a
peptidkbtésnek. A mérésekhez 0,1 V/V9% TFA-t tartalmaz6 desztillalt vizet és 0,1 V/V% TFA-
t tartalmazo acetonitrilt alkalmaztunk eluensként. Az aramlasi sebesség 0,8 ml/perc volt. A
Ni(11):AsSSH-NH: és Ni(11):AsSSH-NH2 rendszerek esetén gradiens elticiot alkalmaztunk ahol
0-25-0% MeCN volt a gradiens profilja. A Ni(Il):Ac-SKHM-NH: esetén izokratikus elucios
technikédval dolgoztunk, ahol 3% MeCN-t tartalmazott az eluens a viz mellett. A mérések ideje

30 perc volt. Kiértékeléshez a ChromNav programot hasznaltuk.

3.7 Tomegspektrometria (ESI-TOF-MS)

Az eldallitott peptidek és a fémkomplexek azonositasahoz kivaldo modszert biztosit a
tomegspektrometria. A vizes oldatok elektroporlasztasos ionizacid segitségével lettek
gazhalmazallapotiva alakitva. A képzddott részecskék lagy ionizacion mentek keresztiil, tehat
a fragmentaciod olyan kis mértékben kovetkezett be, hogy a kapott jelekhez a komplexek direkt
molekulatomegei hozzarendelhetok. A mérés soran a csticsok intenzitas értékeit rogzitették a
tomeg/toltés (m/z) fiiggvényében. Az m/z értékekbdl és a hozzajuk tartoz6 izotdpeloszlasbol a

részecskék azonosithatova valtak.

A méréseket a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszék maXis I UHR ESI-
TOF MS (Bruker)-tipusu késziilékén végezték, az adatfeldolgozast Compass DataAnalysis-
szoftverrel értékeltiik ki. A ligandumoknak csak a negativ toltésii Ni(11)-komplexeit vizsgaltuk,

igy az ESI-MS spektrumokat negativ modban rogzitették.
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A modszerrel a Ni(11):AsSSH-NH> és Ni(11):AsSSH-NH> 2:1 aranyt rendszereit vizsgaltuk. A
ligandum koncentracioja az oldatban 0,01 mg/ml volt. Az oldathoz a fémionfelesleget 0,1 M
koncentraciéju NiClz-oldatbol adtuk. A pH értékét ~0,2 M koncentracioju KOH-oldattal
allitottuk be.
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4. Eredmények és értékelésiik

A dolgozatomban vizsgalt harom peptid az Ac-Ser-Lys-His-Met-NH2 (Ac-SKHM-NH>)
tetrapeptid, az Ala-Ala-Ala-Ser-Ser-His-NH2 (AsSSH-NH2) hexapeptid és az Ala-Ala-Ala-Ala-
Ser-Ser-His-NH2 (AsSSH-NH2) heptapeptid volt. Mindharom peptidet Ni(ll)-ionok
jelenlétében vizsgaltuk. Célunk az -SXH- szekvencia és a Ni(Il)-ionok egyiittes jelenlétének
tanulmanyozasa volt.

4.1 Ac-Ser-Lys-His-Met-NH:z (Ac-SKHM-NH3)

o 0} o} (o} o
I (. (. [ I

HsC——C——HN——CH—C——N——CH—C——N——CH—C——N——CH—C——NH,

CH, CH, CH, CH,
OH CH, CH,
| vN |
CH, \\ S
| NH |
THz CH,
NH,

3. abra: Ac-SKHM-NH: szerkezete

Ennek a mindkét terminusan védett tetrapeptidnek kordbban mar megtortént a pH-
potenciometrids vizsgalata a kutatocsoportban, leirtdk a disszociacios folyamatait és a
nikkel(Il)komplexeinek stabilitdsi allandoit. A tovéabbi jellemzés konnyebb megértése
érdekében bemutatom az ezzel kapcsolatos eddigi eredményeket. A szabad ligandum
(Ac-SKHM-NH) két disszociabilis protont tartalmaz a hisztidin imidazéliumionja és az e-
ammoniumion révén a lizin oldallancaban. (3. abra) Az Ac-SKHM-NH: peptid titralasi
gorbéjén azonban csak egy ekvivalens lug fogyasa figyelhetd meg egy erds sav - erds lug
titralasa€¢hoz képest (4. abra), ami a hisztidin oldallancdhoz rendelhetd korabbi irodalmi értékek
alapjan. Az e-ammoéniumion deprotondlodasa csak az erésen lugos tartomanyban kovetkezik
be. (1. tablazat) Az Ac-SKHM-NH>, koordinacios kémiai szempontbodl vett potencialis
kotbhelyei a hisztidin imidazol nitrogénatomja (Nim) és az amidnitrogének (N°), melyek a pH
emelésével képesek deprotondlodni bizonyos fémionok jelenlétében.

A Ni(I1):Ac-SKHM-NH: 1:1 aranyt rendszer titralasi gorbéjén (piros szinil) az lathato, hogy
pH=6,5 alatt a gorbék teljesen illeszkednek ¢és ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy a

rendszerben 1év6 Ni(I)-ionok nem inditanak el kisebb pH-n a szabad ligandumétol eltérd

lugfogyasztd folyamatot.
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-4-Szabad L
6 F -4-1:1 arany
1:1 arany Ujra

Lugekvivalens

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

4. abra: Az Ac-SKHM-NH:2 (Szabad L) és ekvimolaris Ni(ll)-iont tartalmazo
rendszer titraldsi gorbéje, illetve annak ismétlése (cL~2 mM)>*D)
Az imént emlitett pH érték felett a gorbék elvalnak egymadstdl és az ekvimolaris rendszer
titralasi gorbéjén egy platoszerli szakasz figyelhetd meg. Ennek az a magyardzata, hogy a

Ni(Il)-ionok indukaljak az amidnitrogének kooperativ deprotonalodasat 8-as pH érték kortil.

Mért("?) Irodalom'’
Részecske 1gf pK 1gf pK
[HL]* 10,23(1) | 10,23 | 10,33 | 10,33
[HoL]? 16,47(1) | 6,24 16,56 | 6,23
[NiLH]**  [12,51(13) - - -
[NiL]* 504(7) | 747 - -
[NiLH,] [-10,78(3)| 7,91 - -
(INiLH3])* |-21,19(7)| 10,41 - -

1. tablazat: Az Ac-SKHM-NH: ligandum deprotonalodasi allandoi és a Ni(l1):Ac-

SKHM-NH: 1:1 aranyi rendszerben képzédé Ni(IT)-komplexek stabilitasi szorzatai®*?

rrrrr

stabilitasi szorzat értékekkel lehet jellemezni, melyet a titralasi adatok felhasznéalasaval kaptak.
Fontos megjegyezni azt, hogy a #-el jelolt [NiLH-3] részecske csak gy volt leirhato, hogy ha
a masik harom nikkelkomplex stabilitasi alland6 értékeit konstansként vették figyelembe a
szamitas sordn. Feltételezve, hogy a titralas ideje alatt a peptid hidrolizise is bekovetkezhet a
rendszerben,'® indokolt volt ugyanannak a mintdnak az ismételt titralasat elvégezni azonnali
visszasavanyitast kovetden (z6ld szinl titralasi gorbe). A kiilonbség szembetling: a titralasi
gorbék mar pH~3,5 koriil elvalnak egymastol. A siknégyzetes, koordinalt amidnitrogént is
tartalmazo nikkel(IT)-komplexek képzddését mar 6-os pH koriil jelzi az oldat sarga szine. A

titralasok 1d6tartama kb. 3 ora volt.

GD: nem publikalt eredmény
2: nem publikalt eredmény
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5. abra: Ni(Il):Ac-SKHM-NH2=1:1 aranyu rendszer CD spektrumai (cL~2 mM)

A rendszert CD spektrumok segitségével is kivantuk jellemezni és a pH-potenciometrias
vizsgalatokhoz hasonldan az els¢ titralast kovetden a visszasavanyitott mintarol ujbal felvettiik
a CD-gorbéket. (5. dabra, pH-fiiggés I és II.) A szemléletesség kedvéért a két
CD-spektrumsorozaton azonos szinnel jeldltem a hasonld pH-n rogzitett gorbéket. A 5. dbran
(pH-fiiggés 1.) lathat6, hogy pH=7,4-ig nincs jelentds CD-aktivitas, csak a [NiLH]*" részecske
van jelen az oldatban. A pH=7,9-nél megjelen6 CD aktivitas az amidkoordinalt részecskék
képz6dését mutatja, melynek intenzitaisa a pH emelésével novekszik és a spektrum
szélsoértékei tolodnak a kisebb hullamhossz iranyaba. Visszasavanyitva a mintat és azonnal
megismételve annak a titralasat (pH-fliggés 11.), az tapasztalhato, hogy joval kisebb pH-n
(pH=6,1) jelenik meg CD-aktiv részecske a rendszerben és a savok nem tolodnak, csak az
intenzitdsuk ndé. Ez arra utal, hogy az ujratitralds soran stabilabb kotésmoddal rendelkezd
komplex képzddik kisebb pH-n, (ezzel aldtdmasztva a pH-metrids vizsgélat eredményét),
aminek a szerkezete nem, csupan a mennyisége valtozik a pH emelésével. A szerint ebben a
pozicidban nem tartalmaz6 ligandumok esetén a fekete pontokkal jeldlt gorbét kapjuk nagy pH-

N, (N7,N7,N7,Nim) kordinacio esetén.

A tetrapeptid fémfiiggésének vizsgalatait ugy végeztem, hogy 0,1 ekvivalens
Ni(Il)-fémiont tartalmazé oldatrészleteket adagoltam a pH~10-es peptid torzsoldathoz, majd a

fémion-oldat hozzaadasat kovetden az oldatnak a pH értékét 0,2 M-os KOH-val
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visszaallitottam pH~10-re. A 0,1 M Ni(Il) ekvivalensek és a lugos kozeg hatasara,
a pH-fiiggés vizsgalattdl eltérden, kdzvetleniil tudott képzddni az amidkoordinalt részecske.
A fémionekvivalensek hozzdadasaval aranyosan megfigyelhetd, hogy a gorbe szélséértékei
hipszokrém eltolddast szenvednek és minimalisan valtozik a lefutdsa. Amint elértem az 1
ekvivalenst, hagytam a mintat a CD spektropolariméterben és bizonyos idéintervallumonként
felvettem a CD gorbéjét az ekvimolaris rendszernek. (5. abra, 1d6-fliggés) Ennél a kisérletnél
azt tapasztaltam, hogy ~2 6ra alatt 20-30 nm-t valtoznak a gorbe sz¢€lséértékei, ami 6sszhangban
van a pH-fliggésnél kapott CD-spektrumokkal és pH-potenciometrias vizsgalatokkal. Ezek a
minimalis véltozasok azonban nem tudhatok be jelentds szerkezeti kiillonbségnek, pusztan a
lassi komplexképzodésnek, a spektrumok allandonak mondhatok. Kutatocsoportunkban
korabban mért két modell peptid CD-gorbéjét abrazoltam egyiitt a felvett spektrumokkal (piros
¢s fekete szinli pontozott gorbék), hogy megallapitsam mely kotésmod valosul meg az

Ni(11):Ac-SKHM-NH: 1:1 rendszer esetén.

A vart (N, N°, N, Nim) kotésmod CD-gorbéje teljesen kiilonbozik a mért spektrumtodl és az
albuminszeri (NHz2, N°, N°, Nim) koordinéacioval pedig szinte 100%-ban egyezd gorbét kaptunk,
ami igazolja a szerkezet jelentds megvaltozasat és a visszasavanyitott €s ismételten titralt

mintaknal tapasztalt kisebb pH-n képzddo stabilabb komplexek jelenlétét.

Ezen a ponton biztosak voltunk abban, hogy 2. abran lathatd reakcidomechanizmus,
V. intermediere képzddik ebben a rendszerben, de annak igazoldsara, hogy hidrolizist szenved-

e a ligandum, elvesziti-e az acetil véddcsoportjat vagy sem, HPLC vizsgélatokat végeztiink.

1000000 [ :
800000
600000 }

| —Ac-SKHM -NH,
400000 ¢ —Ni(ll):Ac-SKHM -NH, titralt minta
200000

(E 5 10 15
-200000 \Retenmos id6 (perc)\

6. abra: Az Ac-SKHM-NH2 és Ni(l1):Ac-SKHM-NH2=1:1 aranyu minta titralasat koveto
HPLC kromatogramjai (cL~2 mM)
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Elsonek az Ac-SKHM-NH: peptid torzsoldatabol injektaltunk a folyadékromatografias
rendszerbe, mely kék szinnel lathat6 a 6. abran. A tetrapeptidnek a csucsa 12 perces retencios
1donél volt detektalhato. Ezt kovetden egy ekvivalens nikkel(II)iont tartalmazo titralt mintanak
vettiikk fel a kromatogramjat (piros szin). A HPLC kromatogramok egyértelmiien mutatjak,
hogy irreverzibilis folyamat jatszodik le szinte teljes mértékben a titralas ideje alatt. A tény,
hogy kisebb retencios 1donél tapasztaljuk a titralt mintaban jelentkezd 0j cstcsot arra enged

kovetkeztetni, hogy a szabad ligandumtol polarisabb a képzddo termék.

Mindez 06sszhangban van az irodalomban is megfogalmazott tapasztalattal, miszerint
nikkel(ll)-ionok jelenlétében az —SXH— szekvencidji peptidek hidrolizise bekovetkezhet, a
szerint megel6zd amidkotésnél, stabil, albuminszerli koordindci6 1étrejottével. A képzddd
szabad amino terminustt SKHM-NH: peptid polarisabb, mint az eredeti, acetil csoporttal védett
ligandum és a masik termék ebben az esetben egy ecetsav molekula. Az eredményeink
bizonyitjak, hogy a peptid nagyfokt és irreverzibilis hidrolizise nagyon rovid idé alatt,

szobahdmérsékleten megtortént, ami befolydsolja az oldategyensulyi vizsgalatok eredményét.

NH,* I

I +4 OH"
-4 H0
o
HO
o N
HO N o 5
o i?
/ H

NH;*
o
o
_____ Ni2+ N-

NH
AN
~ CH o
IS / ¢ 3 CH
CH;3 HN H,C \NHZ H C/ \C//
2
_—NH* H/ZC HZC/ \NHZ
Ni2* /S s”
HsC I H3C/

+H* []

NH;* l NH;*

7. abra: Ac-SKHM-NHz2 Ni(l1)-indukalt hidrolizisének mechanizmusa
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4.2 Ala-Ala-Ala-Ser-Ser-His-NH2 (AsSSH-NH?2)

o 0] 0] 0] (¢] (o]
[ [ [ (. Iy I

H,N—CH—C—N—CH—C—N—CH—C—N—CH—C——N—CH—C——N—CH—C——NH,

CH, CH, CH, CH, CH, CH,

OH OH

NN
\\—NH

8. abra: Ala-Ala-Ala-Ser-Ser-His-NH2 (AsSSH-NH2) szerkezete

Az A3SSH-NH>-nél két deprotonalodasra képes csoportrdl beszélhetiink. Az egyik az amino
funkcids csoport mely 8 koriili pK értékkel rendelkezik, mig a mésik az imidazolium funkcios
csoport melynek pK értéke 6,5 koriil van. Az abran lathato peptid védett C-terminussal
rendelkezik, igy a koordinativ kotések kialakulasanak a lehetséges helyei: a terminalis amino

funkcids csoport nitrogén atomja, az 6t amidnitrogén ¢és az imidazol csoport nitrogén atomja.

—-szabad L

-#-1-1 arany

—+2-1 arany

Lugekvivalens

LIS I B B B B B B B B B B B B e

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

9. abra: Az AsSSH-NH:2 (szabad L), Ni(I1):AsSSH-NH2=1:1, 2:1 aranya rendszer
titralasi gorbéje (cL.~2 mM)
A szabad ligandum (AsSSH-NH?>) titralasi gorbéjén az lathato, hogy a peptid két ekvivalens lag

hozzaadasara teljesen deprotonaltta valik, bekdvetkezik az ammoénium- €s imidazolium

.....

A titralasi adatokbol meghatarozott stabilitdsi szorzatokat az irodalmi értékekkel Osszevetve
megallapithatd, hogy a ligandum két pK értéke nagy hasonlosagot mutat a GlysHis és
DAEFRH-NH2 (AP (1-6)) peptidek két nagyobb pK értékével. Az 6sszehasonlitas alapjat azt
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képzi, hogy a peptidek szabad amino terminussal rendelkeznek és a hisztidin a hatodik helyen

foglal helyet az aminosav szekvenciaban mindharom esetben.

A3SSH-NH> GlysHis?® DAEFRH-NH,!°
Részecske lgp pK lgp pK lgp pK
[HL] 8,00(1) | 8,00 8,00 8,00 7,59 7,59
[HoL] 14,44(2) | 6,44 14,87 | 6,87 13,86 6,27
[HsL] - - 17,73 | 2,96 18,04 4,18
[Hal] - - - - 20,85 | 2,81

2. tablazat: GlysHis'8, Ap (1-6)%°, AsSSH-NH: deprotonalédasi allandoi

A GlysHis esetén jelen van egy [HsL] részecske, ami eltér az AsSSH-NH.-t61. Ennek a [HslL]
részecskének a jelenlétét a terminalis karboxil csoport eredményezi. Az DAEFRH-NH: esetén
azért beszélhetiink négy részecskékrdl, mert a két oldallancbeli karboxilatcsoport sav-bazis
folyamataival is szdmolni kell. Ezek a tovabbi oldallancok enyhén befolyasolhatjak a bazikus

funkcioés csoportok deprotonalddasat is.

A Ni(I1):A3SSH-NH> 1:1 aranyu rendszernél 5,7-es pH-ig a gorbe teljes egészében illeszkedik
a szabad ligandum titralasi gorbéjéhez. 5,7-es pH felett a két gorbe elvalik egymastol,
megkezdddik a komplexképzddés és egy platdszerli szakaszban 3 extra ekvivalens lug fogy a
szabad ligandumhoz viszonyitva. A Ni(l1):AsSSH-NH2 2:1 aranyt rendszer esetén is pH=5,7
felett valnak el egymastol a titralasi gorbék. A szabad ligandumhoz képest 6 extra ekvivalens
lug fogyasa figyelhetdé meg, egy hosszan elnytlo platoban. Ez a jellemz6 a Ni(II) altal indukalt
kooperativ amidnitrogén deprotondlodasra és koordinacidra. A titrdlds soran pH>8
tartomanyban halvanysarga szint lehetett latni, mely a pH emeléssel egyre intenzivebbé valt
jelezve a siknégyzetes nikkel(Il)-komplexek kialakulasat. A titralasi gorbéket visszasavanyitas

utdn gjra rogzitve nem tapasztaltunk eltérést az eredeti gérbékhez képest.

A titralasi adatokbol meghatarozott stabilitasi allandok a 3. tablazatban tekinthetéek meg. Az
allandok kozil a [NiLH.3] komplex értékei jol egyeznek a Ni(ll):GlysHis és
Ni(I1):DAEFRH-NH. rendszerek stabilitasi szorzataival. A [NiL] komplex esetén
Osszehasonlithatoak az értékek, de nagyobb eltérés van a két masik rendszerrel 6sszevetve. Ez
abbol fakad, hogy a [NiL] komplex makrokelat tipusu komplexek kozé sorolhatdo és bar
mindharom esetben ugyanaz (NH2,Nim) van a koordinacids szféraban, a tovabbi oldallancbeli

karboxilatcsoportok hozzajaruldsa enyhén megndvekedett stabilitasi dllandokat eredményez.
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Ni:AsSSH-NH; | Ni:GlysHis*® | Ni:DAEFRH-NH,*
Részecske [o]$] [o]$} IgB
[NiLH] - - 10,60
[NiL] 4,84(3) 5,46 5,63
[NiL] 9,06 -
[NiLH.1] - - -3,05
[NiLH-] - -10,75 -
[NiLH-3] -19,80(4) -19,94 -20,00
[NioLH-4] -24,97(5) -
[Niz2LH-6]* -41,76(4) -
pK [NizLH-4)/[NizLH-6]* 8,40 - -

3. tablazat: Ni:GlysHis'®, Ni:DAEFRH-NH2%®, Ni:AsSSH-NH: rendszerekben

képz6do komplexek stabilitasi szorzatai

A kétmagvi [NizLH.4] és [NizLH-s]* 6sszetételii komplexek képzddése csak a Ni(ll):AzSSH-

NH2 rendszer esetén volt megfigyelhetd (vagy nem is vizsgaltak kordbban a fémionfelesleges

rendszert). Ez a megfigyelés utalhat a szerin szerepére a fémion-ligandum kolcsonhatas soran.

1,0

08 |

0,6

0.4

Ni(Il) moltort

02

INILH.]

00 L
3

4

5 6 pH 7

8 9

[Ni,LH )%

10

10. abra: Ni(I1):AsSSH-NH2=1:1 aranyu rendszer eloszlasi gorbéje
(cL.~2 mM)

Az ekvimolaris rendszer koncentracio eloszlasi gorbéir6l az olvashat6 le, amit a titralasi gorbe

is igazol: 5,5 pH felett a Ni(ll)-fémionok komplexeket képeznek a ligandummal. (10. abra)

A pH=5,5-7,5 tartomanyban a [NiL]** komplex az uralkodo részecske, mig 9,0-es pH érték

felett egyensuly all be a [NiLH-] és [NizLH-s]* fémkomplexek kozott. Az egyensulyban a

[NiLH-3] komplex mondhat6 domindnsnak kisebb mennyiségti [NizLH-s]? részecske mellett.

Az 1:1 aranyu rendszer abszorpcios spektruma az eloszlassal és titralasi gorbével jo egyezést

mutat. A [NiL]*>" komplex egy (NH2,Nim) makrokelat szerkezettel irhaté le, mig a [NiLH-3]"

komplex esetén 4N-es Ni(ll)-komplex képzodik, amire az abszorpcids spektrumok is utalnak.

A tetraalanin nikkel(1l)-komplexéhez hasonlé spektrum alapjan feltételezhetd lenne, hogy a
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Ni(ll)-ion az amino- és harom amidnitrogénhez kotédik, de a hisztidin horgony fel6li
koordinacidja az amidnitrogének részvételével szintén 4N-es siknégyzetes, diamagneses, sarga

szinti komplexet eredményezne. (11. abra)

OH /OH
0
P L/
O | ” H ” H i i i /CH/ \ o
Mo f N——CH—C—N "‘H—C N—CH—C—0H H2N_CH_C| N H_|C_N_ N H
\ ~cH,
\N Ni2*---=NH, CH, CH, CH, <|:H3 <|:H3 I,\IN‘\Z: \
I \CH | HN/\N N/C\O
— OH
o—=c /N\c/ ch, AN _ C/H
CH \\ N - Ny
\ R S
| 0 \—NH /o
CHj3 HO
350
0
-0,25
-0,5
0,75 —pH=2,649
1 —pH=6,048
-1,25 —pH=7,143
—pH=7,681
T —pH=7,915
175 F| 5 pH=8,120
>, B2 —pH=8,207
. = -
> —pH=8,299
2,25 pH=8,446
25 —pH=8,660
2,75 —pH=9,219
—pH=10,197
-3 —Ni(ll):Tetra Ala - 1:1 pH=11
-3,25 Szamolt [NiLH-3]
-3,5

12. abra: Ni(Il):AsSSH-NH2=1:1 aranyu rendszer CD spektruma
(cL.~2 mM)

Az ekvimolaris rendszer 12. dbran lathat6 CD-spektrumat az eloszlasi diagram alapjan tudjuk
értelmezni. Jol latszik, hogy kisebb pH tartomanyban még nincs CD-aktivitas, majd a [NiL]?"
makrokelat megjelenésével a rendszer forgatoképessége is valtozik. 8,2-es pH alatt a tetraalanin
CD-spektrumahoz hasonld lefutasu gorbét kapunk, azonban a nagyobb pH-tartomanyokban
eltérés lathato. Figyelembe véve ezeket arra lehet kdvetkeztetni, hogy a C-terminuson
koordinalt Ni(Il)-ion is jelen van az oldatban. Jelenléte koordinacids izomernek vagy az

eloszlas alapjan megjelend dinukledris részecskének is lehet kszonhetd.

-21-



Sandor Balazs: -SXH- szekvenciat tartalmazo peptidek Ni(ll)-komplexeinek hidrolizis-vizsgalata
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13. abra: Ni(I1):AsSSH-NH2=2:1 aranyu rendszer eloszlasi gorbéje
(cL~2 mM)

A fémionfelesleget tartalmazod rendszert 6sszevetve az ekvimolaris rendszer eloszlasi gorbéivel

az mondhat6 el, hogy a [NiL]**

képzddik pH=8 koriil a [NioLH 4] részecskébél a [NiLH-6]* fémkomplex.

komplex kialakulasat kovetéen a pH novelésével egy 1épésben

Az A3SSH-NH2-vel dsszevethetd korabban tanulmanyozott peptidek komplexeit figyelembe
véve egy [Ni2LHs] Osszetételli részecske képzodését varnank, mivel 5 amidnitrogén talalhatod
a ligandumban, azonban ezt a komplexet nem tudtuk leirni a titralasi adatok segitségével.
Megjelenik egy extra deprotonalodasi 1épés, amit tobb folyamat eredményezhet: vegyes
hidroxokomplex képzddése, a lancvégi savamidcsoport deprotonalddasa és koordinalodasa, a
pirrol tipusu nitrogén deprotonalddasa és koordinalédasa, de a szerin hidroxil-csoportjanak

részvételét sem zarhatjuk ki.

Tovabba az -SXH- motivum jelenléte miatt az irodalomban [10] korabban leirt pH=8 felett
Ni(ll)-ionok jelenlétében lejatszodo intermedier észter képzédés és az azt kovetd peptid

hidrolizis lehetdségét sem hagyhatjuk figyelmen kiviil.

A Ni(I1):AsSSH-NH2=2:1 aranyu rendszer abszorpcios spektrumardl az mondhaté el, hogy
pH=8,3-ig j6 egyezést mutat a Ni(I)-tetraalanin ekvimolaris rendszerének spektrumaval, tehat
450-500 nm hullamhossz tartomanyban egy ,,vall” megjelenését tapasztaltuk, ami utalhat arra,
hogy a képz6dé komplexben az N-termindlis régid mellett a C-termindlis rész is koordinalodik
¢s a hisztidin imidazol gytirijének és az amidcsoportok nitrogén donorja mellett oxigén donor

is jelen lehet a koordinacids szféraban.
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A Ni(I1):A3SSH-NH> 2:1 aranya rendszer CD-spektruman (14. abra) lathato, hogy pH=7,8-ig
kis intenzitasu Cotton-effektus jelenik meg. Ezen a pH-n a [NiL]?** komplex van jelen az
oldatban, tehat makrokelatszerti kotésmod jon 1étre, amidkoordinaciordl itt még nem
beszélhetiink. 7,8-as pH felett CD-aktivitas figyelhetd meg, azaz megjelennek az
amidkoordinalt részecskék. Az ekvimolaris minta CD spektrumaval Osszehasonlitva, az
mondhato el, hogy ugyszintén jelen van az inverzio 8,2-es pH felett, azonban joval élesebb,
hiszen a [NizLH-s]> komplex mennyisége a meghatarozé a nagyobb pH értékeken. A C-
terminalis koordinacids modra jellemzé CD spektrum tehat nagyobb mértékben adodik hozza

a tetraalaninszerti kotésmod CD gorbéjéhez.

1,5
—pH=2,61 —pH=6,60
——pH=6,68 —pH=7,78
1 pH=7,95 —pH=8,01
—pH=8,18 pH=8,27
pH=8,44 pH=8,58
pH=8,74 pH=8,91
0,5 pH=9,23 pH=9,59
pH=9,92 pH=10,15
—Ni-Ac-SKHM 1:1 — = AcSKHM+TetraAla

600

14, abra: Ni(Il):AsSSH-NH2=2:1 aranyu rendszer CD spektruma
(cL~2 mM)
Amint a diagram jelmagyarazataban is lathato, tobb modell CD-spektrum kombinalasaval
probalkoztunk, hogy kozelitsiik az Ni:AsSSH-NH, 2:1 aranya rendszer esetén felvett
spektrumot. Az Ac-SKHM-NH: és a(z) AAAA 4N nikkel(Il)-komplexeire jellemz6
modellspektrumokat hasznaltuk, hiszen az Ac-SKHM-NH; az -SSH- résznek, mig a tetraalanin
az -AAAS- résznek feleltetheté meg. Az Osszegspektrum (zold szinll) azonban nem mutat
hasonlésagot a mért gérbével. A Ni(11):AsSSH-NH>2:1 aranyu rendszerének 10,5 pH-n felvett
spektrumabol a [Ni(AAAA)H.3]* komplex spektrumat azért vontuk le, hogy megtudjuk, milyen

a C-terminuson kotott nikkel-ion kdrnyezete (feltételezve azt, hogy az N-terminuson kotott
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nikkel(I)-ion koordinacids szféraja telitett). Az igy kapott kiilonbségspektrum azonban nem

egyezik a feltételezett koordinacios modokkal, a szerin hatasa lathato a kialakulo részecskében.

Ezt kovetéen HPLC-méréseket végeztem, vizsgalva azt, hogy az A3SSH-NH. hexapeptid

szenved-e hidrolizist a Ni(Il)-ionok és az er6sen bazikus kézeg hatasara.

600000 ¢ —AAASSH-NH2 szabad
[ ligandum
500000 [ NiZA:’AASSH-NHZ t=0
- pH-lugos
—Ni:AAASSH-NH2 t=1h
400000 pH-ligos
[ —Ni:AAASSH-NH2 t=4h
pH-lugos
300000 F —Ni:AAASSH-NH2 t=4d
[ pH-lugos “
[ Ni:AAASSH-NH2 t=4d \
200000 } pH-savas I
il
[ 1
100000 } N
[ i
| |
R
0 o JJUL
0 2|0 6,0 8|0 10,0
]Retenciés idé (perc)\
-100000 T T

15. abra: AAA, AsSSH-NH2 és Ni(11):AsSSH-NH2=1:1 aranyu rendszer Kiilonb6zé
koriilmények kozott rogzitett HPLC-kromatogramjai

Az A3SSH-NH: injektalasat koveten, rogzitettem a Ni(ll):AsSSH-NH. ekvimolaris rendszer
kromatogramjat. A peptid hidrolizisének egyik feltétele, hogy a (3N7,Nim) kotésmoéddu
nikkel(Il)-komplex képz6djon. Ezen komplex képzédésének céljabol biztositjuk a lagos
kozeget, ez a részecske alakulhat tovabb az intermedier észterré a szerin hidroxil csoportjanak
részvételével, majd pedig a rendszerben 1év6 hidroxid ionok hatasara elhasadhat.

Az A3SSH-NH: szobahdmérsékleten, lagos kozegben, ekvimolaris mennyiségi Ni(Il)-ion és
hosszabb reakcioidé (4 nap) alatt részben hidrolizist szenvedett, hiszen két tovabbi, kis
intenzitasu csucs jelent meg a kisebb retencids idéknél. Tovabba lathato az is, hogy az 1 6ras
injektalasnal is minimalis mennyiségben, de képzddik a két termék. A trialanin szabad
ligandum HPLC-kromatogramjat referenciaként vettem fel, melynek cslicsa minimalisan

,tailing” hatast szenved, de jo egyezést mutat a 7,6 percnél detektalhaté csticesal.

Tovabbi HPLC méréseket végeztem a 2:1 aranyt Ni(I1):AsSSH-NH> rendszert illetéen is,

azonban ebben az esetben a hidrolizis kis mértékben valosult meg, hosszabb id6 utan és
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magasabb hémérséklet alkalmazasaval. Ez utalhat arra, hogy kisebb mennyiségben alakult ki a

(3N",Nim) k6tésmod a nikkel(I)-ionok koriil, ami a peptidhidrolizishez sziikséges.

A HPLC-mérésekkel parhuzamosan tomegspektrumot is felvettiink a fémionfelesleget

tartalmazo rendszerr6l, 9,8-as pH-n.

m/z | intenzitds | Osszegképlet részecske
652 | 4271 C21H29NgOsgNix+H [Ni2LH-6]*
vagy
C21H30N9OsgNi> [Ni2LH.s]
596 | 21352 Ca1H32N9OgNi [NiLH-s]
325 | 5272 C21H29NgOsgNi [Ni2LH.6]*
286 | 7204 CoH14N304Ni [NiAlasH-o]

4, tablazat: Ni(11):AsSSH-NH2=2:1 aranyu rendszer MS-spektrumanak adatai

A bazis cstcs 596 m/z értéknél jelent meg és a hozza tartozo részecske dsszegképlete alapjan a
[NiLH-3]" komplexnek felel meg. Jelen van 325 m/z értéknél is egy csucs, ez a [NizLH-]*
komplexnek felel meg, igazolva potenciometrias adatokbdl szamolt modellt és megerdsitve azt,

hogy a részecske nem vegyes hidroxokomplex. (16. abra)

2 grenacs, _000003.d: -MS, 1.3-1.8min #118-157
325.5431

326.5412

2
326.0441 327.0818

328.0396

o: 325,384 L___J‘ JL‘Jng J\ ‘l 320030

324 326 328 330 332 mz

332.6970
330.7000

2 CaiHa9NsOsNiz, M, 325.5428
325.5428

2
326.5409

1000 +

500+

324 332 mz

16. abra: Ni(I1):AsSSH-NH2=2:1 aranyu rendszer tomegspektruma
(cL~2,0mM)
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Emellett 652 m/z értéknél is detektalhatd egy csucs, azonban [M] vagy [M+H] adduktumként
is repiilhet a részecske. Amennyiben [M+H] részecskérél beszéliink, ugy a C21H29N9OgNix+H
osszetétellel adja meg a [NizLH-]*> komplexet, viszont ha nem adduktumként tekintiink erre,
akkor az [M] részecske lehet a [Ni2LH-s] is mely a C21H30NgOgNi2 6sszetétellel irhato le. A
potenciometrias eredményeket figyelembe véve a [Ni2LH-s]* jelenléte feltételezhetd, mert ez a

komplex kis hibaval leirhat6 volt a SUPERQUAD-programmal, mig a [Ni2LH-s]” komplex nem.

Lathatdo még a spektrumon 286 m/z értéknél egy -1 toltésii részecske, mely egy nikkel(Il)-iont
tartalmaz. A CoH14N304Ni 6sszetétel pontosan megfelel a 286-0s molekulatomegnek, a toltést
is figyelembe véve a [NiAlasH-2]" komplexszel talaltunk egyezést, ezzel igazolva a peptid

részleges, szelektiv hidrolizisét.

Fontos megjegyezni a HPLC és MS adatok ismeretében, hogy az AsSSH-NH: ligandumnal
csak részlegesen valosul meg a hidrolizis a Ni(Il)-ionok hatdsara erésen bazikus kdzegben és

ez az oldategyensulyi vizsgalatokat nem befolyasolja egyik vizsgélt rendszerben sem.

4.3 Ala-Ala-Ala-Ala-Ser-Ser-His-NH2 (AsSSH-NH?2)

o} o} [0} (o} 0} 0} o}
[ [ [ I I (. I

HN—CH—C—N—CH—C—N—CH—C—N—CH—C—N—CH—C——N—CH—C——N——CH—C——NH,

CHj, CH, CHs CHs CH, CH, CH,

OH OH

17. abra: Ala-Ala-Ala-Ala-Ser-Ser-His-NH2 (A«SSH-NHz2) szerkezete

Az A4sSSH-NH2 az A3SSH-NH2-tdl csak egy alanin aminosavban kiilonbdzik, igy hasonld
deprotondlodasi allandokat varunk a két peptidtdl. A His imidazolium csoportjanak és
terminalis Ala ammonium ionjdnak varjuk a deprotondlodasat, mely folyamatok atfedd
1épésben mennek végbe (18. dbra). A titralasi adatok alapjdn meghataroztuk a deprotonalodasi
allandoit a peptidnek: 1gB1 (AsSSH-NH2)= 7,89(1), a lgB2 (AsSSH-NH2)=14,26(1). Ez jo
egyezésben van az A3SSH-NH> megfelelo értékeivel: Igp:1 (A3SSH-NH2)=8,00(1)
IgB2 (AsSSH-NH2) =14,44(2). Korabbi irodalmi értékek alapjan a kisebb pH-n bekovetkezo

folyamat a hisztidin, mig a nagyobb pH-n végbemend folyamat a termindlis alanin

------
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-=-szabad L

1:2 arany

1:1 arany

2:1 arany
-»-1:2 arany-ujra
--1:1 arany-ujra
-»-2:1 arany-ujra

.................

4 3 =2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
18. abra: Az AsSSH-NH2 (Szabad L) és a Ni(11):AaSSH-NH2=1:2, 1:1 és 2:1 aranyu
rendszerek titralasi gorbéi (cL.~2 mM)

A szabad ligandum titralasi gorbéitdl 6-os pH felett valnak el a nikkel(ll)-iont tartalmazo
rendszerek titralasi gorbéi (18. abra). Mind a hdrom (1:2, 1:1 és 2:1 fémion-ligandum arany1)
rendszerben pH=8-t61 kezdddik egy platoszerli szakasz kiépiilése. Aranyosan a Ni(ll)-fémion
mennyiségének novelésével egyre hosszabb platot figyelhetiink meg a kiilonb6zé aranyu

rendszerekben.

Az 1:2 aranynal ~1,5, az 1:1 aranynal ~3, mig a 2:1 aranyt Ni(IT): AsSSH-NH> rendszerben ~6
ekvivalens extra lug fogyasat varjuk. Ez a Ni(ll)-ionok altal indukalt kooperativ amidnitrogén-

deprotonéalodasbol adodik.

A rendszerek reverzibilis viselkedésének ellendrzése céljabol visszasavanyitottuk a mintakat a
titralasok befejeztével és azonnal Ujra titraltuk azokat. Az 1:2 és 1:1 aranyt rendszerek esetén
csak minimalis eltérést tapasztaltunk a pH=6-8 tartomanyban, de a 2:1 Osszetétel esetén
szembetlindbb a kiilonbség. Minél nagyobb a nikkel mennyisége, annal latvanyosabb a
valtozas. A titralasi adatok alapjan stabilitasi allandokat tudtunk szamolni az egyes
komplexekre, azonban ezek nem tekinthetdk reprezentativnak, mert irreverzibilitasra

kovetkeztethetiink a megismételt pH-metrids mérésekbol.
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250 | - Ni(ll):A,SSH-NH, 2:1 pH=3,07
! 7\ Ni(ll):A,SSH-NH, 2:1 pH=5,85
— Ni(ll):A,SSH-NH, 2:1 pH=7,02
- / \ — Ni(ll):A,SSH-NH, 2:1 pH=7,72
200 ¢ ! \ — Ni(Il):A,SSH-NH, 2:1 pH=8,08
I o= — Ni(ll):A,SSH-NH, 2:1 pH=8,22
L AR — Ni(ll):A,SSH-NH, 2:1 pH=9,10
150 | ) NN Ni(ll):A,SSH-NH, 2:1 pH=11,06 .
) M — = Ni(I):A,SSH-NH, 1:1 pH~11
= = Ni(I):AAAA-NH, 1:1 pH~11

100

50

320 370 420 470 520 570 Ih (nm)|

19. abra: A Ni(I1):A4sSSH-NH2 2:1 aranyu rendszer abszorpciés spektrumai
(cL=2 mM)

Fotometrias vizsgalatokat is végeztiink, melyek soran egyik minta sem lett csapadékos, ami a
nikkel(Il)-ion hidrolizisére utalt volna, tehat a 2:1 aranya fémfelesleges rendszerben
megvalosult a két fémion megkotése. A 19. abran lathato, fémfelesleget tartalmazo rendszer
abszorpcids spektrumér6l az mondhaté el, hogy pH~7-ig csak makrokelatszerii komplexek
képzddnek, melyeknek kisebb a fényelnyelése. 7,7-es pH-tdl figyelhetd meg egy sav kiépiilése,
melynek abszorpcids maximuma 420 nm-nél taldlhato. Ez az érték a 4N koordinalt
nikkel(Il)komplexekre jellemz6é. Az abszorpcios spektrumok kiszélesedése arra utal, hogy
egyidejiileg tobbféle koordinacids kornyezet is jelen van mindhdrom ardnyndl. Ezt kivdnja
szemléltetni a 20. dbran lathat6é dinukledris részecske is, ami a fémionfelesleget tartalmazé
rendszerben képzddik a nikkelionok koordinécios szférajanak telitddésével. Az 1:2 és 1:1

aranyu rendszerekben az N-, és C-terminuson kotott izomerek okozzak a spektrumszélesedést.

CH,
o .
o NH,
i
1
CH

N--- _Ni2+____N.

i
H,C 5
N: o
o

CH,

OH

NH,

20. abra: A Ni(11):A4SSH-NH2 2:1 aranyu rendszerben képz6dé dinuklearis,

[Ni2LH-6]? dsszetétellel rendelkezd részecske feltételezett szerkezete
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Emellett megallapithaté a Ni(II):AAAA-NH; 1:1 aranya rendszer pH~11-es spektrumdbol,
ahol csak egyféle, tetraalaninszerli koordinaciés kornyezet valosul meg, hogy a
nikkel(11)-heptapeptid harom vizsgalt arany( rendszerének abszorpcids spektrumaiban, a 420
nm-nél taldlhaté maximum az N-terminuson kotott komplexhez tartozik, mig a vall kiépiiléséért

a C-terminuson talalhato izomer a felelds.

A Ni(11):AsSSH-NH2 1:2 és 1:1 aranyt rendszer pH-fiiggd CD spektrumai nagyon hasonloak,
ebbdl kifolyolag csak az 1:1 arany gorbéit tiintetem fel dolgozatomban. (21. abra) 7,5-6s pH
érték alatt jelentdsebb Cotton-effektus nem tapasztalhatd, majd 7,9-es pH-t6l a Ni(Il)-ion
amidkoordinalt komplexeket képez a ligandummal és igy valtozik az oldat forgatoképessége.
A(z) AAAA (NH2,3N") koordinalt nikkelkomplexének CD-spektrumahoz nagyon hasonlitanak
az 1:2 és 1:1 aranyu rendszerek CD gorbéi, azonban 440 nm korill a spektrumban a pH
emelésével egy pozitiv sav kiépiilését lathatjuk pH=8,24-t61. (21. abra (bal)) Ez azt jelenti, hogy
a tetraalaninszerii koordinacié mellett egyéb kotésmod is megvaldsul a ligandummal és

koordinacids izomerek jonnek létre.

0 e - 3
330 580 630 03356' 5éoi gere
-0,5 A (nm F: 6
;g Aom)| |l o I~
18 05 {E
15 § pH=4,99 A= —pH=3,79
B -1 %\ —pH=7,52 07543 —pH=6,80
2 3= \ ’I —pH=7,96 1 2 —pH=7,60
‘\ , TpH=824 ] —pH=8,06
25 \ , —pH=8,57 -1,25 —pH=8.19
\ / —pH=9,47 4
3 \ ’ pH=9,75 -1,5 - —pH=8,19
NS pH=11,20 175 3 —pH=8,77
35 — Ni:AAAA 1:1 pH~11{[ ™ pH=11,00

21. abra: Ni(Il):AsSSH-NH2=1:1 aranyu rendszer (bal) és 2:1 aranyi rendszer (jobb)
CD spektrumai (cL~2 mM)

A fotometrias vizsgalatok bizonyitottak, hogy a két fémion megkotése megvaldsul, igy a
Ni(I1):AsSSH-NH>= 2:1 rendszer CD spektrumaban (21. abra (jobb) és 22. abra), mind a C- és
az N-terminalis régidra jellemzd kotésmod is megjelenik. A torzulds még nagyobb mértékben
bekdvetkezik a fémionfelesleget tartalmazo rendszernél, mint az 1:2 és 1:1 fémion-ligandum
aranyt rendszerek esetében. Az N-terminuson Iétrejove, (NH2,3N"), tetraalaninszeri
kotésmoda komplexre jellemz6 gorbe tehat egyetlen, negativ savot mutat 463 nm-nél, melyet
a 21. 4é&bra bal oldali spektruman lathatunk. Az ettdl vald eltérés a
C-terminuson kialakulé részecskére jellemzd CD-aktivitds miatt kovetkezik be, hiszen a
CD-spektrumok additivak. A 400 nm koriil megjelené negativ sav azonban nem feleltethetd

meg a megszokott (Nim, 3N°) koordiniciés modnak, amely pozitiv CD sav raépiilését
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eredményezné 570 nm és negativ savot 420 nm koriil (Lasd: 5. dbra, fekete szinli pontozott
gorbe). Ez az eltérés is mutatja a szerin hatasat a kialakulé komplexek koordinacios
kornyezetére, hiszen csak a -Ser/ThrXaaHis- motivumok esetén tapasztalhatdo ez a fajta

modosulas, mas -YaaXaaHis- szekvencidk esetén nem.

-0,25

-0,5

-0,75

-1,25

-15

nH=10.94

® o Ni(ll):(Ac-)SKHM-NH, 7% pH= ~11 (szamolt)
-1,75 = Ni(ll) AAAA-NH, (50%), Ac-MKHM-NH, (3%), (Ac-)SKHM-NH, (19%), (S)SH-NH,(28%) pH=~11 (szamolt)

22. abra: Ni(l1):AsSSH-NH2=2:1 aranyu rendszer ismételten rogzitett pH-fiiggé CD
spektrumai a szamolt gorbékkel kiegészitve (cL~2 mM)
A 22. abra alapjan, a visszasavanyitdst és az azonnali Ujra titralast kovetden, a
Ni(11):Ac-SKHM-NH> ekvimolaris rendszer CD spektrumaihoz hasonléan (5. abra), kisebb pH-
n jelenik meg CD aktivitas. Egy pozitiv eljell sav kiépiilése tekinthetd meg ~415 nm-nél és a
spektrum lefutasa a Ni(l1):Ac-SKHM-NHz> 1:1 aranyt minta (fekete, pontozott) CD-gorbéjéhez
hasonlé. Ez a jelenség azért is érthetd, mert a tetrapeptid az AsSSH-NH2 ligandum C-terminalis

kotéhelyének modelljeként is tekinthetd.

Kisebb pH-n, stabilabb komplex képzddik, amit a CD spektrumok ismételt felvétele is mutat,
tehat az egyensulyi folyamatokon talmutaté reakcio is lejatszodhatott, ami kedvezObb

komplexképzéshez vezetett.

Modellpeptidek CD gorbéi segitségével kozelitdlegesen meghataroztuk, hogy a fémfelesleget
tartalmazo rendszerben milyen koordinacios kdrnyezetben van jelen a nikkel(II)-ion (22. abra,
piros szinli, szaggatott gorbe). Az AAAA-t 50%-os mennyiségben vettem figyelembe,
feltételezve, hogy a dinuklearis komplexben az egyik fémion a ligandum As-részletéhez
kotédik (NH2,3N7) donoratomokon keresztiill. A C-termindlis végen kotott nikkelion
koordinacids szféraja azonban nem irhaté le 6nmagaban az Ac-SKHM-NH2 nagy pH-n

megjelend fémkomplexéével, sem a vart (3N",Nim) kdtésmoddéval. Az -SSH-NH2 részletre
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jellemzé CD-gorbe modellezése esetén azt kaptam eredményiil, hogy minddssze 3%-ban
valosul meg a klasszikus (Nim, 3N") koordinaciéo (Ac-MKHM-NH; (26. abra)), ahol a szerin
modositd hatasaval nem kell szamolni. 19%-ban -SXH- szeri (tulajdonképpen albuminszerti)
koordinacioval sikeriilt leirni, melynek modellje az (Ac-)SKHM-NH2 CD gorbéje volt.
(5. abra) Végiil pedig a Ni(ll):AsSSH-NH>2 2:1 aranya rendszer 11-es pH-n felvett CD
gorbéjébdl kivontam a Ni(II):AAAA 1:1 aranyu 11-es pH-n felvett gorbéjét, azaz az
(NH2,3N") koordinalt fémionra jellemz6 spektrumot. Az igy kapott, -SSH- szekvenciara

jellemzé modellt 28%-ban figyelembe véve kaptam a legjobb egyezést a mért spektrummal.

5] |— A,SSH-NH, (szabad L)
900000 ||
@ _ Ni(Il):A,SSH-NH, 2:1 arany
[ | = pH=11 t=10 perc
700000 || &
(12
[ | £
500000 |
300000
100000
: PUPVA
2 6 7 8
-100000 = Retenciés idé (perc)|

23. abra: Ni(I1):AsSSH-NH2=2:1 aranyu rendszer HPLC-kromatogramjai
(cL=2 mM)
Annak megallapitisara, hogy szenved-e a ligandum hidrolizist nikkel(II)-ionok jelenlétében,
hasonléan a Ni(ll):Ac-SKHM-NH: rendszerhez, vagy ugy viselkedik, mint a
Ni(11):A3SSH-NH: rendszer, ahol csak tobb nap elteltével valosult meg a peptid szelektiv

hasadasa, HPLC vizsgalatokat végeztem.

Az A4SSH-NH; szabad ligandum kromatogramja tekinthetd meg piros szinnel, a retenciés id6
6,7 perc. Ezt kovetéen egy friss mintat készitettem, amihez 2 ekvivalens, Ni(II)-ionokat
tartalmaz6 oldatot adtam és beallitottam az oldat pH-jat ~11-re. Az oldat a pH allitas hatasara
sarga szinl lett, azaz képzddtek a siknégyzetes nikkel-komplexek. 10 perc allast kdvetéen
injektaltam a mintat a HPLC rendszerbe, melynek kromatogramja kék szinnel lathat6 a 23.
abran. Nikkel(Il)ionok jelenlétében, lugos kozegben, 10 perc utan a ligandum jelentds

mennyisége atalakult és 0j csucsok jelentek meg 4,5 és 6,4 percnél a kromatogramon.
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A kromatogram nagyban hasonlit az AsSSH-NH> esetén négy nap elteltével rogzitetthez'®, ami
ebben az esetben is mutatja a nikkel(Il)ionok altal indukalt szelektiv hidrolizis lejatszodasat.
Ennek kovetkezménye a(z) AAAA és az SSH-NH; peptid fragmensek képzddése, mely a 24.

abran lathato.

NH,

H+

NH,

24. abra: AsSSH-NH2 Ni(11)-indukalt hidrolizisének reakciomechanizmusa

A 24. abran tekinthetd meg az AsSSH-NH> ligandum, Ni(II) indukalt specifikus hidrolizisének
reakcidomechanizmusa. Lathaté az 4bran, hogy az Ala-Ser peptidkotés szenved szelektiv
hidrolizist, melynek feltétele, hogy a Ni(Il)-fémion (3N",Nim) kotésmodot alakit ki a C-

terminuson.

Feltételezéseink  alatdmasztisara a Ni(I1):AsSSH-NH,=2:1  aranyu rendszerrdl
tomegspektrometrids mérést készittettiink. (25. dbra) A spektrumot negativ modban rogzitették
a kétszeres negativ toltésli kétmagvu komplexének szamolt tomegspektrumat tartalmazza, mig
az also sorban a tetraalanin egyszeres negativ toltésii [NiLH-3]" komplexének tomegspektruma

tekinthetd meg.
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"= 357,051 )
Mért spektrum
2o 361,041
15] 359,047 362,039
. 358,054 361,542 362,540 363,038
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25. abra: Ni(11):AsSSH-NH2=2:1 aranyu rendszer tomegspektruma
(cL=2 mM)

Az MS spektrum 0sszhangban van a HPLC, CD ¢és pH-potenciometrias eredményekkel ¢s
bizonyitja a peptid hidrolizisét, ugyanis a mért spektrumban jelen van a dinuklearis komplex

mellett a tetraalanin nikkel(I1)komplexére jellemz6 jelcsoport is (m/z=357, felsé spektrum).

m/z | osszegképlet részecske
361 | C24H34N1009Ni2 [Ni2LH.c]*
357 | C12H19N4OsNi [NiAlasH-3]

5. tablazat: Ni(I1):AAAASSH-NH2=2:1 aranyu rendszer MS-spektrumanak adatai

3r

Ag(M1icm™?)

3%0 400 550 600
1t A (nm)
_2 L

i Ni(ll): Ac-MKHM-NH, pH~11
3 [ = Ni(Il):(Ac-)SKHM-NH, pH~11

[ Ni(ll): (A;SSH-NH,-A,) pH~11
at = Ni(ll):((A,)SSH-NH,-A;) pH~11

26. abra: Az -SKH-, -MKH- és (S)SH- peptidrészletek nikkelkomplexeinek CD
spektrumai erésen bazikus kozegben
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A 26. abran 0sszesité CD spektrumokat lathatunk a vizsgalt peptidekrdl erdsen bazikus
kozegben, illetve a kék és a piros spektrumok esetén a hisztidin kornyezetében kialakuld Ni(II)-
komplexrél. (A kovetkezd bekezdésekben az ,altalanos koriilmények” alatt a
szobahdmérsékletet és a pH-potenciometrids vizsgalat soran a lugos tartomanyban rogzitett
A z0ld szinl spektrum a klasszikus koordindciot mutatja be ahol csak a hisztidin imidazol
nitrogénje és a deprotonalt amidnitrogének vannak a koordinacios szféraban (Nim, 3N"), melyek
nem szerint6l szarmaznak.

A lila szinli spektrum egy olyan koordindciés kornyezetet modellez, ahol a szerin egy aminosav
tavolsagra taldlhat6 a hisztidintdl. Ennek az aminosavnak az oldallancaban talalhat6 funkcios
csoport nem vesz részt a koordinacioban (-SXH-). Ebben az esetben csak egy Ni(ll)-fémion
megkotése tud megvalosulni és az altalanos koriilmények mellett a peptid hidrolizise jelentds
mértékii. Ennek kovetkezményeként a CD goérbe az albuminszerti koordinaciés moédhoz
hasonlo, hiszen a hidrolizis termékeként (NH2,N*,N",Nim) kotésmoda nikkelkomplex alakul ki.
A kék szinli spektrum modellezi az -SSH- részlet koordinacidjat abban az esetben, ha nincs
lehetdség a fémion koordinécios szférajanak telitésére (N°,N°,Nim). A mintaban a hidrolizis az
oldategyensulyi vizsgalatok ideje alatt elhanyagolhato.

A piros szinii spektrum modellezi egy olyan peptid C-terminusdnak kotésmodjat, melynél az
-SSH- részlet részvételével telitddhet a fémion koordinacids szféraja, azonban a klasszikus
(Nim, 3N") kotésmodétol eltér a CD gorbe. Itt az altalanos koriilmények mellett a hidrolizis

szintén megvalosul.
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5. Osszefoglalas

Dolgozatomban az Ac-SKHM-NH2, A3SSH-NH2 ¢és AsSSH-NH> peptidek nikkel(ll)-
komplexeivel foglalkoztam. Célom az emlitett peptidek Ni(II)-ionok altal indukalt specifikus
hidrolizisének tanulmanyozasa volt az oldategyensulyi vizsgalatoknal fennalldé koriilmények
mellett. Korabbi publikaciok ezt a szelektiv, hidrolitikus folyamatot a -TXH- és -SXH-
motivumot tartalmazd peptidek esetén mar leirtdk, azonban erélyesebb koriilmények
alkalmazasa soran. Feltételeztilk, hogy ez ¢érintheti a kevésbé erélyes, oldategyensulyi
méréseket is, mert a korabbi CD-vizsgalatok megmagyarazhatatlan anomalidt mutattak a

-TXH- és -SXH- szekvenciat tartalmaz6 peptidek Ni(Il)-komplexeinél.

A peptidek pH-potenciometrias, UV-lathato-fotometrias és CD-spektroszkopias vizsgalataival
az N- és C-terminalis kotéhelyen koordinalt nikkel(Il)-ionok spektrélis adatait és a képz6dd
komplexek stabilitasi allandoit kivantuk meghatarozni. Annak megallapitasara, hogy

szenvednek-e a ligandumok hidrolizist, HPLC és ESI-MS vizsgalatokat végeztiink.

Az Ac-SKHM-NH; tanulmanyozasa soran kideriilt, hogy a ligandum hidrolizise a Ni(ll)-ionok
jelenlétében az oldategyensulyi vizsgalatok ideje alatt bekovetkezik. HPLC-vel igazoltuk, hogy
a ligandum szinte teljes mennyisége atalakult a titralas ideje alatt, ez lathaté a CD-spektrumanal
is.

Az A3SSH-NH> nikkel(Il)-iont tartalmaz6 rendszereinél képzodott a siknégyzetes, sarga szinli
komplex, azonban az Gjra titralt mintdknal Iényeges kiilonbséget nem tapasztaltunk a titralasi
gorbékben. A CD-gorbék mutattak a kordbban tapasztalt anomaliat, azonban a HPLC és MS
vizsgalattal a peptid nagyon kis szazalékban megvalosuld hidrolizisét tudtuk csak igazolni,

mely az oldategyensulyi vizsgalatokat nem befolyasolja.

A Ni(11):AzSSH-NH> 2:1 aranyu rendszer esetén a titralasi adatokbol meghataroztuk, hogy a
peptid képes két nikkel(IT)iont megkdtni, ellentétben a korabban vizsgalt hasonlé peptidekkel,
s6t a [NizLH-s]* komplex képzddését is kimutattuk, amit az MS mérés is igazol. Korabbi
tanulmanyok és vizsgalatok alapjan a [Ni2LH.s]” Osszetételi komplex képzddését varnank,
azonban ez meg sem jelenik és egy lépésben képzddik [NizLH.s]*> részecske. Az extra
deprotonalddasi 1épést eredményezheti pirrol- vagy savamid N-deprotonalodas és koordinacio,

hidrolitikus folyamat és szerin hidroxil funkcios csoportjanak deprotonalddasa is.
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Az  Ni(ll):A4sSSH-NH>  rendszerek  pH-metridas  vizsgalatanal, a  Ni(Il)-ionok
anyagmennyiségének novelésével egyre nagyobb kiilonbséget tapasztaltunk az elsé és masodik
titralasi gorbék kozott. A ligandum CD-spektrumanal tapasztaltuk az anomaliat, valamint a
HPLC és az MS is igazolta, hogy a peptid hidrolizal az oldategyensulyi vizsgalatok alatt az
Ac-SKHM-NHz-vel hasonlé modon.

Mindemellett sikeriilt a Ni(Il):AsSSH-NH, fémfelesleget tartalmazo rendszer ujra titralt
mintajanal, 11-es pH-n meghatarozni az izomerosszetételt a modellpeptidek CD-spektrumai
segitségével: Ni(11):(AAAA=50%, Ac-MKHM=3%, Ac-SKHM=19%, AsSSH-AAAA=28%).

A meghatarozott izomer Osszetételbdl és 26-0s abran lathatd spektrumokbol megallapithato,
hogy a klasszikus (Nim, 3N°) koordinacios szférat, a szerint tartalmazé rendszerek nem
reprodukaljak Ni(ll)-ionok jelenlétében. Ennek oka egyrészt a peptid nikkel(II) indukalt

szelektiv hidrolizise, masrészt a szerin eddig ismeretlen komplexszerkezetre gyakorolt hatésa.
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