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1. Bevezetés

A metalloenzimekben, metalloproteinekben jelenlevd, a fehérjelanchoz kot6do
fémionok altalaban az aktiv centrum kialakitasaban, illetve sav-bazis €s redoxi folyamatok
katalizalasdban vesznek részt. A fémionok és a fehérjék kozotti kolesonhatasok megértéséhez
hozzajarulnak azoknak a rendszereknek az oldategyensulyi vizsgélatai, amelyek kiilonboz6
atmenetifémionokat ¢és peptideket, illetve peptidszdrmazékokat tartalmaznak. Az
atmenetifém-ionok (elsésorban réz(Il)-, nikkel(I)-, cink(Il)ionok) ¢és a kiilonb6zo
oldallancbeli donorcsoportokat tartalmazé peptidek kozotti kdlcsonhatasok vizsgalata igen
régbdta €s nagyon széleskoriien tanulmanyozott teriilet. A Debreceni Egyetem Bioszervetlen
Kémiai Kutatdcsoportjdban is tobb évtizedes hagyomdnyai vannak ezeknek a kutatdsoknak,
amelyeknek egyik f6 irdnya annak felderitése, hogy a kiilonb6z6 tényezék — fémion,
oldallancbeli donorcsoportok szama, helye, a fémionkdtéhely koriili aminosavszekvencia —
hogyan befolyasoljak a komplexképzddési folyamatokat.

A réz- ¢s vastartalmu metalloenzimek ugyanakkor nagyon gyakran redoxi
folyamatokat katalizdlnak, mikézben a fémion oxidaloédik vagy redukalodik. A réz-peptid
rendszerek elektrokémiai sajatsdgainak feltérképezése igy informdciot szolgaltathat a réz-
protein rendszerek részvételével lezajlé redoxi folyamatok jobb megértéséhez is.

2. Célkituzések

2.1. Cu(IT)-komplexek elektrokémiai vizsgalatai

Mig a réz(Il)-oligopeptid rendszerek oldategyensulyi jellemzése mar széleskoriien
megtortént, addig a redoxi sajatsagaik joval kevésbé ismertek. Igy kutatasi palyazatunk f6
célkitizése a réz(Il)-peptid, illetve réz(Il)-peptidszdrmazékot tartalmazd rendszerek
elektrokémiai vizsgéalata és redoxi szempontbol vald jellemzése volt. Ehhez kapcsolodo
célkitlizéseinket az alabbiakban foglalhatjuk dssze:
e Réz(Il)-aminosav- és réz(I1)-peptid rendszerek szisztematikus elektrokémiai vizsgalata
annak felderitésére, hogy az aminosav oldallanca és az ebbdl adodo koordinacidés mod
valtozasa hogyan befolyésolja a komplexek redoxi sajatsagait
e Réz(Il)-bisz(imidazol-2-il)-ligandum rendszerekben képz6dd azon komplexek
elektrokémiai vizsgalata, amelyekben kialakuldo kotésmod alapjan a komplexek
modellezik a CuZnSOD enzim aktiv centrumanak fémkotod helyét
o Réz(Il)-multihisztidin  rendszerek elektrokémiai vizsgélata, kiegészitve azon
rendszerek részletes oldategyenstlyi jellemzésével, amelyekre ez kordbban nem
valosult meg.
2.2. Cu(IT)-komplexek SOD-aktivitas vizsgalata

A réz(Il)-komplexekre meghatarozott redoxi paraméterek alapjan megbecsiilheto,
hogy a kiilonb6z6 koordindciés modu komplexek koziil melyik esetben varhatdé SOD-
aktivitas. Igy célunk volt a redoxi szempontbol jellemzett komplexek koziil a legigéretesebb
komplexek SOD-aktivitasanak a meghatarozasa is.



2.3. Aromas gyurit tartalmazoé ligandumok mas fémionokkal alkotott komplexeinek
vizsgalata

Korabbi kutatomunkank keretében az imidazolgytiri komplexképzési folyamatokban
jatszott szerepének felderitése tobbféle ligandumtipus — bisz(imidazol-2-il)-szarmazékok,
heteroaromas gytrit tartalmazd aminosav- és peptidszarmazékok — réz(I) komplexeinek
tanulmanyozasaval tortént. Ezen vizsgalatok folytatdsaként egy nemzetkozi egyiittmitkodés
keretében célunk volt a fent emlitett ligandum ¢és néhany egyéb biomolekula
komplexképzddési folyamatainak tanulmanyozisa mdas fémionok (vanadium(IV), vas(III),
vas(I)) jelenlétében, kiegészitve ezt a vas-tartalmt rendszerek elektrokémiai vizsgalataval is.

3. Vizsgalati modszerek és szamitasok

3.1. Ligandumok

A vizsgalt ligandumok koziil néhany kereskedelmi forgalomban kaphato volt, egy
része pedig mar korabbrdl rendelkezésre allt. Ezek koziil a bisz(imidazol-2-il) szarmazékokat
az MTA Peptidkémiai Kutatdcsoportjdban szintetizaltdk, Prof. Siili-Vargha Helga
vezetésével, mig a multihisztidin peptidek egy részének szintézisére a loannina-i Egyetemen
(Gorogorszag) keriilt sor. A legljabban eldallitott peptidek szintézise pedig a
kutatocsoportunkban néhany ¢éve miikodd mikrohullami automata peptidszintetizald
késziilékkel (Liberty 1) tortént.

A vizsgalt ligandumokat az alabbi séma foglalja 0ssze:
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3.2. Vizsgalati modszerek

Az oldategyenstlyi vizsgalatok sordn potenciometriat, UV-Vis, CD ¢és ESR
spektroszkopiat alkalmaztunk. Az elektrokémiai paraméterek meghatdrozasa ciklikus
voltammetria alkalmazéasaval tortént. A réz(II)-komplexek SOD aktivitasat spektrofotometrias
modszerrel kovettiik nyomon. Néhany szildrd forméban kinyert komplex jellemzése Maldi-
TOF és IR-spektroszkopiaval tortént.
3.3. DFT szamitasok

A VO(IV)-komplexekre alkalmazott DFT szamitasok eredményei azt bizonyitottak,
hogy a DFT szamitas alkalmas modszer nemcsak a VO(IV)-komplexek koordincios
geometriagjanak optimalizdlasara, hanem az ESR spektrumokban vérhatdo hiperfinom
felhasadasok csatolasi allanddinak a kiszamitasara is.

4. Eredmények és értelmezésiik

Kutatocsoportunkban a réz(Il) komplexek elektrokémiai vizsgalatai ezen OTKA
palyazat kutatasi programjanak keretében indultak, igy a kezdeti iddszakban a ciklikus
voltammetrids mérésekhez sziikséges feltételek kialakitdsa és a megfeleld paraméterek
beallitasa, valamint a kis oldattérfogatban valé méréshez sziikséges mikrocella megépitése
valosult meg.

4.1. Réz(IT)-aminosav-, -di- és tripeptid rendszerek elektrokémiai vizsgalata

A legegyszerlibb aminosavak  Cu(ll)-komplexeinek ciklikus  voltammetrids
vizsgélataval a CuL,, illetve a tirozin esetén Cul,H, komplexeinek redoxipotencial értéke volt
meghatarozhaté (1. tablazat). A 0 V koriili redoxipotencial értékek azt tiikrozték, hogy az
aminosav oldallancénak nincs jelentds hatasa a redoxipotencialra, a nagyobb méretii oldallanc
csOkkenti valamelyest a kialakuld komplex stabilitdsat, ami a formalpotencial kismértékii
novekedését eredményezi (Gly/Ala, Ser/Tyr). A legnagyobb hatdsa az imidazol oldallancnak
volt, amely mutatta, hogy stabilisabb részecske keletkezik ebben a rendszerben. A két
hisztidinszarmazék esetében, ahol az imidazolnitrogén a {6 fémion-kotdhely, pozitiv értékeket
kaptunk, ami a fémcentrum konnyt redukalhatosagat tiikkrozi.

Ezt kovetéen a legegyszerlibb di- és tripeptid—Cu(ll) rendszerek ciklikus
voltammetrias vizsgalatat végeztiik el, a legegyszertibb dipeptidektdl (Gly-Gly, Gly-Ala, stb.)
az oldalldncban kiilonb6z6 — gyengén, illetve erésen koordindldédé — donorcsoportot
tartalmazé dipeptidekig (Gly-Asp, Gly-His, Ala-Asp, Ala-His stb.), illetve két tripeptidig
(GlyGlyGly, GlyGlyHis) folytattuk az elektrokémiai vizsgalatokat. Ezen rendszerekben
képz6dd (NH,,N,COO"), (NH2,N,CO), (NH2,N,Im(N)) koordinaciéju CuLH_; komplexek
¢s a GlyGlyHis esetén képz6dé (NH,,N ,N ,Im(N)) koordinacioji CuLH., komplex
jellemzése volt lehetséges. A jellemzé redoxi potencial értékek a —0,200 - —0,400 V
tartomanyba esnek (2., 3. tablazat), és megallapithato, hogy a C-terminalis helyzetben levd
koordinal6d6 donorcsoport csokkenti a kialakuld komplexek redoxipotencidl értékét a
stabilitds ndvekedésének megfelelden.

1,2,3,4



1. tablazat: A vizsgalt aminosavak és egyszerii hisztidinszarmazékok Cu(Il)-komplexeinek
redoxipotencidl értékei normdl hidrogénelektrodra vonatkoztatva

Gly Ala Lys Tyr Ser His | N-Ac-His | N-Ac-Hm
E (V) -0,072 | -0,068 | —0,021 — -0,061 | -0,213 0,338 0,293
(Clle)
E* (V)
+
(CuL,Hy) 0,172

2. tablazat: A vizsgalt dipeptidek
hidrogénelektrodra vonatkoztatva

Cu(Il)-komplexeinek redoxipotencial értékei normal

GlyGly | GlyAla | AlaGly | AlaAla | GlyHis | AlaHis | AlaAsp | GlyAsp | GlyAsn

E° (V)

(CuLHL,) | %007

-0,140 | -0,084 | -0,110 | -0,054 | -0,076 |-0,118 | -0,133 | —0,097

3. tablazat: A vizsgalt tripeptidek
hidrogénelektrodra vonatkoztatva

Cu(Il)-komplexeinek redoxipotencial értékei normal

GlyGlyGly GlyGlyHis
Komplex CulLH_, CulLH,,
E° (V) —-0,038 -0,269

4.2. Bisz(imidazolil)-csoportot tartalmazé ligandumok réz(II)-komplexeinek elektro-
kémiai vizsgalata’

A kutatécsoportunkban a kiilonb6z6 bisz(imidazolil)-csoportot tartalmazd aminosav-
és peptidszarmazékok komplexképzd sajatsdgainak vizsgalata tobb mint 15 évre nyulik
vissza. Az oldategyenstlyi és spektroszkdpiai vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy ezen
ligandumok f6 fémionkGtohelye savas tartomanyban a bisz(imidazolil)-csoport, a
komplexekben a ligandumok két, illetve négy imidazolnitrogénen (1.a abra) keresztiil
koordindléodnak a fémionhoz. Ha a bisz(imidazolil)-csoport egy aminosavhoz vagy
peptidlanchoz kapcsolddik a C-termindlis részen keresztiil, akkor nagyobb pH tartomanyban
réz(I) jelenlétében (pH > 6-7) az amidnitrogének deprotondléodasa és koordindcidja révén
nagy stabilitast, (NH,N ,Im(N)), illetve (NH,,N ,N,Im(N)) koordinacioji komplexek
képzddése lehetséges. Ez néhany esetben tobbmagvi, imidazolatohidas komplexek (1.b dbra)
képzddését eredményezi a fiziologias vagy gyengén lugos pH tartoményban.
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Ezen vizsgalatok alapjan mind a bisz(imidazolil)-csoport koordinalodéasaval kialakulo,
mind a tobbmagva imidazolatohidas réz(Il)-komplexekben a koordinacids szféra
hasonlosagot mutat a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumaval.

A komplexek redoxi paramétereit csak a ligandumfelesleg esetén képz6do
bisz(imidazolil) koordinacioji komplexek esetén tudtuk meghatarozni. Ezen komplexekre
kapott redoxipotencidl értékek a 0 V koriili tartomanyba estek.

4. tablazat: A vizsgalt tripeptidek Cu(Il)-komplexeinek redoxipotencial értékei normal
hidrogénelektrodra vonatkoztatva

Z-Gly- | Z-Ala- | Gly- | p-Ala- | His-
BIM | BIMA | BIP | gyvid | BIMA | BIMA | BIMA | BIMA
E° (V) -
(Cul iy 10,008 | -0,051 |+0,038
E° (V) -
(CuL,H) 0,037
E°® (V)
0,075 | -0,091 |-0.118 | 40,055 |-0.037 |-0.056 0,002
(Clle)

4.3. Multihisztidin peptidek réz(II)-komplexeinek vizsgalata
4.3.1. Oldategyensulyi vizsgdlatok™"**'"!!

Az elmult években a kutatocsoportunkban a palydzati idészakot megel6zden és a
palyazat idOszakaban is szdmos, kiillonbozé szamban ¢és helyen hisztidint tartalmazé
termindlisan védett vagy szabad termindlis csoportot tartalmazé peptid szintézisére és réz(Il)-
komplexeinek oldategyenstlyi ¢€s szerkezeti jellemzésére keriilt sor. Ezek alapjan
megallapitottuk, hogy a hisztidinek szdmanak ndvelése a molekuldban a csak imidazol
koordinacioju CuL komplexek stabilitdsat noveli, és képzddése jelentés mértékben a
fiziologias tartomany felé tolodik. Azt is megallapitottuk, hogy a legkedvezébb az imidazol
koordinacioju, makrokelatot tartalmazé komplexek képzddése azon ligandumok esetén,
amelyek szekvencidja Ac-(HX),H-NH; vagy Ac-HXXHYH-NH; (2. dbra).
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2. abra A védett hisztidintartalmt peptidek CuL komplexének stabilitasa (1gf) (a piros ovalis
vonalak a jelen palyazat keretében vizsgalt ligandumokat jelzik)




Ezen koordinéacidés mod azonban nagyobb pH-n nem akadéalyozza meg a peptidcsoport
amidnitrogénjeinek deprotonalodasat és koordindlodasat. Az imidazolcsoportok lagos
tartomanyban horgonycsoportként eldsegitik ezeket a folyamatokat, és altalanosan
megallapithatd, hogy (Im(N),N,N,Im(N))/(N,N",Im(N)) koordinaciéju MLH , vagy (N ,N"
LN, Im(N)) koordinaciojd MLH 3 komplexek képzddnek. A tobb oldallancbeli donorcsoport
jelenléte azonban egyrészt izomer szerkezetli egymagvi komplexek képzddéséhez vezet,
masrészt lehetdség van tobb fémion megkotodésére is. (3. abra)
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3. abra Az amidnitrogén deprotonalodasaval képzodo egymagvu és kétmagvi komplexek
lehetséges szerkezeteinek sematikus rajza (L = Ac-HAAHVH-NH,)

A multihisztidin peptidek esetén altaldban annyi fémion megkotddésére van lehetdség,
ahdny imidazolcsoport van jelen. Ezt kiilondsen jol szemléltetik azon peptideknek a
komplexképzési folyamatai, amelyekben a hisztidin tavol helyezkedik el, igy a molekuldban
teljesen szeparalt fémionkotohelyek vannak. fgy terminalis aminocsoportot tartalmazo
AHAAAHG, AAHAAAHG, GTHSMKHM-NH,, MKHMGTHS-NH, peptidek esetén az
(NH2,N",Im(N)), illetve az (NH,,N,N",Im(N)) koordinaciés mod mellett az (N",N,N",Im(N))
donorcsoportokon keresztiil kotddik a masodik fémion, CuLH.4, illetve Cu,LH s



komplexeket alkotva, mig a védett Ac-GTHSMKHM-NH, peptid esetén a két fémion (N ,N~
,N",NH,) koordinaciéval kotédik Cu,LH ¢ komplex képzddésével.

Ezek a kotésmodok ugyancsak jellemzdéek azon rendszerekben megjelend
komplexeknél, ahol réz(II)- és nikkel(Il)ion is jelen van. Az eredmények azt mutattak, hogy a
vegyes fémionokat tartalmazo tobbmagvi komplexek képzddése jellemzo. A réz(Il)- (és
nikkel(I)-)ionok ugyanakkor eltérd affinitassal kotédnek a molekuldhoz, amelyet alapvetden
a kotéhely kozvetlen kozelében levé aminosav-szekvencia hataroz meg. A CD spektroszkopia
alkalmas modszernek bizonyult annak megallapitasara, hogy ha a rendszerben csak réz(II)ion
van jelen, illetve, ha réz(Il) és nikkel(Il) egylittesen, akkor milyen aranyban kotodnek a
fémionok a kiilonb6zé aminosav-szekvenciaju kothelyeken. A termindlis aminocsoportot
tartalmazé peptidek esetén az N-termindlis rész a réz(Il) szamara, mig a kozbens6 hisztidin a
nikkel(Il) szamara jelent kotohelyet. A védett Ac-GTHSMKHM-NH, peptid esetén pedig az
MKHM szekvencia a réz(Il) altal, a GTHS szekvencia pedig a nikkel(Il) altal preferalt
kotdhely. A DFT szamitasok is alatamasztottak ezt a kotési preferenciat.

4.3.2. Elektrokémiai vizsgdilatok” "

Jol ismert, hogy a nativ enzimben a Cu(Il)-ion csak oldallancbeli imidazolnitrogén
donoratomokhoz koordinalodik. Igy a terminalisan védett multihisztidin tri-, tetra-, penta- és
heptapeptidek esetén a megnovekedett stabilitast, csak az imidazolnitrogének kotddésével
kialakul6 Cul. és Cul, komplexek elektrokémiai vizsgalatait végeztik el az elmult
idészakban.

A kiilonb6z6 szamu hisztidint tartalmazo peptidek szisztematikus vizsgalata alapjan
megallapitottuk, hogy a vizes oldatban keletkezé imidazol koordinacioji Cul, és/vagy CuL
komplexek redoxi potencidlja az adott feltételek mellett meghatarozhato. A folyamat soran
egyelektronos kvazi-reverzibilis redoxi reakcio jatszodik le és a normal hidrogénelektrodra
vonatkoztatott redoxpotencial értékek a 200-400 mV tartomanyba esnek (5. tablazat).

5. tablazat A védett hisztidintartalmi peptidek Cul és Cul, komplexeire jellemzd
elektrokémiai paraméterek a normal hidrogénelektrodra vonatkoztatva

Ligandum CuL Cul,
Koordinaciés E' (V) Koordinaciés E’
méd (vs. NHE) méd (vs. NHE)

Ac-HVVH-NH, 2 x Im(N) +0,389 2 x (Im(N),Im(N)) +0,339

Ac-HGGH-NH, 2 x Im(N) +0,390 2 x (Im(N),Im(N)) +0,341

Ac-HAAH-NH, 2 x Im(N) +0,397 2 x (Im(N),Im(N)) +0,323
Ac-HHVGD-NH, 2 x Im(N) +0,346

Ac-HGH-NHMe 2 x Im(N) +0,351 2 x (Im(N),Im(N)) +0,287

Ac-S1H2-NH, 2 x (Im(N),Im(N)) +0,303
Ac-HHGH-NHMe 3 x Im(N) +0,313
Ac-HVHGH-NH, 3 x Im(N) +0,311
Ac-HAHPH-NH, 3 x Im(N) +0,244
Ac-HAHVH-NH, 3 x Im(N) +0,295
Ac-S2H3-NH, 3 x Im(N) +0,293
Ac-HVHAH-NH, 3 x Im(N) +0,253
Ac-HGGHGH-NH, | 3 x Im(N) +0,276
Ac-HAAHGH-NH, 3 x Im(N) +0,276
Ac-HAAHVH-NH, 3 x Im(N) +0,265
Ac-HGGGHGH-NH, | 3 x Im(N) +0,326
Ac-S3H4-NH, 4 x Im(N) +0,194
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Valamennyi esetben a hidrogénelektrodra vonatkoztatott redoxipotencial értéke
beleesik a szuperoxid-gydkanion redukcidjara és oxidéacidjara vonatkozd redoxpotenciél
értékek altal meghatarozott tartomanyba. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a vizsgalt, csak
imidazol nitrogének 4ltal koordinalt réz(II) komplexek valoban alkalmas funkcionalis
modellkomplexek lehetnek.

4.4. Az imidazol-koordinaciéji komplexek redoxi tulajdonsigainak tendenciai™'

Kimutathato, hogy a komplexek stabilitasa ¢s a meghatarozott redoxpotencial értékek
egymassal ardnyosak, minél nagyobb a keletkez6 komplex stabilitdsa, annal kisebb a
meghatarozott redoxpotencial érték.

R%?=0.9077 0.36 1 NAC-HGGH-NH;, R?=0.9774
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0.26
0.16
Z-Gly-BIMA
008 ! . Gly-BIMA
His-BIMA & o His-BIMA
004 . o ) Z-Ala-BIMA  Gly-BIMA
o B-Ala-BIMA A
B-Ala-BIMA o
)
0.15 w w w 014 : : : BIMA :
loi 9 11 13 15 17 19
55 6.5 75 85 % 95 log B

4. abra (A) A védett hisztidintartalmu peptidek CuL komplexeinek [Ac-HVVH-NH,; (a);
Ac-HGGH-NH; (b); Ac-cHHVGD-NHj; (¢); AccHGH-NHMe (d); Ac-HHGH-NHMe (e);
Ac-HGGGHGH-NH; (f); AccHVHGH-NH; (g); AccHAHVH-NH; (h); AccHVHAH-NH, (i);
Ac-S2H3-NH; (j); AccHAAHVH-NH; (k); HGGHGH-NH; (1); AccHAHPH-NH, (m);
HAAHGH-NH; (n); Ac-S3H4-NH; (0)] és (B) a vizsgalt ligandumok bisz-komplexeinek
redoxipotencial értéke a stabilitasi allando logaritmusa fiiggvényében
[¢ CuH,L,, © CuHL,, m,e, A Cul;]

A meghatarozott értékek a peptidek réz(Il)-komplexei esetén a pozitiv tartomanyba
esnek, mig a bisz(imidazol-2-il) szarmazékokra ~0 koriili értékek vonatkoznak. A
hisztidintartalmu peptidek Cul komplexei esetén a koordinalodott imidazol-N donoratomok
szamanak novekedésével az értékek kismértékli csokkenését tapasztaljuk. Ez Osszhangban
van azzal, hogy a stabilitds novekedése a réz(Il) redukalhatosagat csokkenti. Ez a tendencia
jol kifejezésre jut, ha a komplexek stabilitdsanak a fliggvényében abrazoljuk a redoxipotencial
értékeket (4.A. ébra).

Altaldnosan megfigyelheté az a tendencia is, hogy mindkét ligandum tipus esetén a
bisz-komplexek stabilitasi allanddja logaritmusanak értékével egyenes aranyban csokken a
redoxipotencidl értéke. Eltérést a protonalt komplexek esetén tapasztalunk, ami a komplexek
toltésbeli kiilonbségével értelmezhetd. Ugyanakkor a Gly-BIMA CulL, komplexére jellemzd
értek kiviil esik ettdl a tendenciatdl, amit egyértelmiien az eltéré kotésmod magyardz, mivel
ebben a komplexben nem bisz(imidazol-2-il)-szerii koordinacié valosul meg, a komplex
Osszetétele valojaban Cu(H_,L)L forméban adhaté meg.

Osszegezve az eredményeket, arra kovetkeztethetiink, hogy az imidazol-N
koordinécidju komplexek a meghatarozott elektrokémiai paraméterek alapjan alkalmasak
lehetnek a CuZnSOD enzim modellezésére, mivel valamennyi vizsgalt esetben az alédbbi
egyenletekben szerepeld értékek kozé esnek a redoxipotencial értékek.

Oy+e =0y E 7 =-0,16 V
02._ +e — HzOz EOpH7 = +0,89 \Y%



Ugyanakkor a komplexek redukalhatosagat jelentdsen befolyasolja a komplex
szerkezetének merevsége, illetve flexibilitdsa, igy a nagyobb redoxipotenciallal jellemezhetd
peptid-komplexek igéretesebbek az enzim modellezése szempontjabdl, mint a merev
szerkezetli bisz(imidazol-2-il) komplexek, amelyekre jellemzd redoxipotencial érték az adott
potencialtartomany alsé hatarahoz esik kozel. A biztos valaszt ezekre a feltételezésekre a
komplexek SOD aktivitas vizsgalatai adtdk meg.

4.5. A réz(ID)-oligopeptid és réz(Il)-bisz(imidazol-2-il)-ligandum komplexek SOD
aktivitasanak vizsgalata™'’

A pH-potenciometrids és elektrokémiai eredmények alapjan a bisz(imidazol-2-il)
koordinacioju bisz-komplexek, illetve imidazolatohidat tartalmazo harommagva komplexek,
valamint a védett multihisztidin peptidek CuL komplexeinek SOD aktivitdsat tanulmanyoztuk

az irodalomban mar leirt indirekt fotometrids modszerrel (6. tablazat).

6. tablazat A kiilonb6z6 Cu(Il)-komplexekre meghatarozott ICsg és relativ aktivitas értékek

1c,, | Relatv o
pH=6,8 [EM] aktivitas Komplex Koordinacios mod
(%)

CuZnSOD 0,0028 100 — —
Cu(I)-(HPO,) 0,30 0,92 - -
Cu(Il)-Ac-HGGH-NH, 0,27 1,04 [CuL]** 2 x Im(N)
Cu(I)-Ac-HVVH-NH, 0,20 1,40 [CuL]** 2 x Im(N)
Cu(II)-Ac-S1H2-NH, 0,21 1,33 [CuL]*; [CuLH ]" 2 x Im(N); 2 x Im(N), N
Cu(Il)-Ac-HHGH-NH, 0,17 1,65 [CuL]*"; [CuLH ]’ 3 x Im(N); 2 x Im(N), N
Cu(II)-Ac-HAHPH-NH, | 0,12 2,33 [CuL]*; [CuLH ] 3 x Im(N); Im(N), N
Cu(II)-Ac-S2H3-NH, 0,24 1,17 [CuL]*"; [CuLH_,]" 3 x N(Im); 3 x Im(N), OH"
Cu(II)-Ac-S3H4-NH, 0,11 2,55 [CuL]* 4 x Im(N)
Cu(II)-B-Ala-BIMA 0,12 2,39 [CuL,H]*"; [CuL,H,]* 4 x Im(N)
Cu(ID)-Gly-BIMA 0,27 1,04 [Cu,L,H »,]*; [CuL,]* 23 XX IITH((II\I\I)) I:I I:II:IZZ

pH=74
CuZnSOD 0,0044 100 - -
Cu(Il)-(HPO,) 0,34 1,30 — —
Cu(Il)-Ac-HGGH-NH, | 0,38 1.16 | [CuLH.J: ([CuLH ) | 27 Nm),2 ;Ifn N(Im), 3
Cu(IT)-Ac-HVVH-NH, 0,63 0,70 [CuL]** 2 x N(Im)
Cu(II)-Ac-S2H3-NH, 0,15 2,93 [CuLH ,]"; ([CuLT*) 3xN(Im), N'; 3 x N(Im)
Cu(II)-Ac-S3H4-NH, 0,046 9,56 [CuL]* 4 x N(Im)
g;l(zn)'Ac'HAAHGH' 0,048 9,16 [CuLH,]%; N(®m), N*, N(Im)
Cu(1)-Gly-BIMA 4,2 0,10 [CuLH]*"; [Cu,LH 7" | 2 x Im(N); 2 Im(N), N, NH,
Cu(11)-His-BIMA (1:10) | 0,64 0,69 [CuzLigfﬂ;[SFLﬂ%; 2 x Im(N), N, NH,
Cu(Il)-His-BIMA (3:2) | 0,070 6,27 [CusL,H_4* 4 x N(Im) + imidazolato-hid




Megallapitottuk, hogy a réz(Il)ionnal valé komplexképzddés noveli az aktivitast a
szabad Cu(HPO,) aktivitdsdhoz képest. Ez az aktivitds nem kisebb mértékii, mint amit az
irodalomban mar mas imidazol koordinéacidju réz(Il)komplexek esetén kozoltek. Azt is
megallapitottuk, hogy a fémionhoz k&tddd hisztidin imidazol nitrogének szamanak
novekedésével az aktivitdas novekedik, igy a legnagyobb — az irodalmi értékekhez képest is
nagyobb — aktivitast a négy hisztidint tartalmaz6 peptid esetén kaptunk.

A bisz(imidazolil) koordinacidju és imidazolato-hidas komplexek SOD aktivités
vizsgalata ugyanakkor azt mutatta, hogy a Cu(Il)-peptid komplexekkel dsszevetve a kisebb
redoxi potencial értékkel jellemezhetd imidazol koordindcioji komplexek kisebb SOD
aktivitast mutatnak. Ugyanakkor jelentds mértékli SOD aktivitas figyelhetd meg az
imidazolatohidas komplexek esetén.

4.6. Aromas gytriit tartalmazo ligandumok VO(IV)-, Fe(Il)- és Fe(IlI)-komplexeinek
oldategyensulyi és elektrokémiai vizsgalata

Az eddig Osszefoglalt eredmények is egyértelmiien tiikrozik, hogy az aromas nitrogént
tartalmazéd molekuldk koordinacios sajatsagai réz(Il)ion jelenlétében jelentdés mértékben
fiiggenek a donorcsoport helyétdl és szamatol. Ugyanakkor kérdésként meriil fel ezeknek a
ligandumoknak a fémionszelektivitasa is, amelyrdl részletesebb informacidkat a kiillonbozo
ligandumok mas fémion jelenlétében tapasztalt komplexképzd és elektrokémiai sajatsagai
adhatnak. Az elmult iddszakban igy kiillonb6z6 aromas N donorcsoportot tartalmazo
ligandum, hidroxi-karbonsav és egyéb aromas gyfirlit tartalmazé ligandum VO(V), Fe(Il),
Fe(Ill) komplexének oldategyensulyi ¢és elektrokémiai vizsgalatat végeztik el,
egylittmiikodésben a Sassari Egyetem (Olaszorszag) kutatocsoportjaval (Giovanni Micera,
Eugenio Garribba).

4.6.1. Egy vagy két aromas gyiiriit tartalmazo ligandumok VO(I V)-komplexeim’15

A vanadium biokémiai szerepe napjainkig sem tisztdzott, annyi bizonyos, hogy mig
egyes alacsonyabb rendli fajok szdmara nélkiilozhetetlen, addig a magasabb rendii ¢él6
szervezetek esetén mar kis mennyiség is mérgezo lehet. Figyelemre méltd azonban az igazolt
inzulinutanz6 hatasa, vagyis ezek a vegyiiletek nemcsak csokkentik a magas vércukorszintet,
hanem egyéb kisérd tiinetek enyhitésére is alkalmasa. Emiatt az alacsonyabb oxidacios
allapotu — ¢és ezaltal kevésbé mérgezd — vanddium vegyiiletek az érdeklddés kdzéppontjaba
keriiltek.

Bar az oxovanadium(IV) a hard (kemény) fémionok kozé tartozik, igy korabban
elsdsorban oxigéndonor ligandumokkal képezett komplexeit vizsgaltak, kérdéses, hogy a
szervezetben nagy mennyiségben jelenlevd és a fémionmegkotésben kiugrd szerepet jatszo
aromas nitrogén donoratomokkal kialakul-e és ha igen, milyen jellegii kdlcsonhatas. Ennek
megfelelden tobb egy, illetve kelatképzd helyzetben két aromds gytiriit tartalmazo egyszerii
ligandum (2-acetil-piridin, 2-hidroximetil-piridin, 4(5)-hidroxi-imidazol, bisz(pirid-2-il)-
metan, bisz(pirid-2-il)keton, bisz(pirid-2-il)amin ¢s bisz(imidazol-2-il)metéan)
oxovanadium(I'V) komplexeinek oldategyensulyi vizsgalatat végeztiik el.

Egy aromds gyuiriit tartalmazo ligandumok

Az egy aromas gytrit tartalmazo ligandumok (2-acetil-piridin, 2-hidroximetil-piridin,
4(5)-hidroxi-imidazol) minden esetben a nitrogén donoratomon keresztiil koordinalédnak a
fémionhoz, mono- és bisz-komplexeket képezve. Ezek a komplexek kis stabilitastak és csak
savas tartomanyban vannak jelen, a pH emelésével a fémion hidrolizise figyelheté meg.

Két aromds gytiriit tartalmazo ligandumok

A vizsgalt, bisz(pirid-2-il) és bisz(imidazol-2-il) csoportot tartalmazé ligandumok
(bisz(pirid-2-il)metan, bisz(pirid-2-il)metanol, bisz(pirid-2-il)amin, bisz(pirid-2-il)keton,
bisz(imidazol-2-il)metdn) savas tartomanyban a két aromas nitrogén donoratomon keresztiil
koordindlodnak a fémionhoz, mono- és bisz-komplexek képzddése kozben. A bisz(pirid-2-




il)metan esetén kialakuld dimer szerkezeteket hidroxo-hidas asszociatumok kialakulasaval
irhatjuk le. A bisz(imidazol-2-il)metdn rendszerben az ESR vizsgalatok alapjan cisz- és
transz-izomerek képzOodése is kimutathaté volt. A bisz(pirid-2-il)keton ¢és bisz(pirid-2-
i)metanol  rendszerekben (N,O) koordindcido valosul meg, ezaltal stabilis [VOL*,
[VOLH.;]" és [VOL,H »] komplexek keletkeznek, amelyek jelenléte visszaszoritja a fémion
hidrolizisét.

4.6.2. Hisztidin analog aminosavak és hisztidin analog aminosavat tartalmazo tripeptid
szarmazékok VO(V)-komplexei 6

A fenti vizsgalatok folytatdsaként a hisztidinnel szerkezetileg analog, de imidazol
gylrii helyett egyéb aromds gylriit tartalmaz6 aminosavak és ezek tripeptidszarmazékdnak
oxovanadium(I'V) komplexeit tanulmanyoztuk. Az eredmények alapjan, 6sszevetve a korabbi
— réz(Il), nikkel(Il), cink(Il) ionokkal kapott — eredményekkel, altalanosan megallapitottuk,
hogy a hisztidin analég aminosavak f6 fémionmegkdto helye az amino és karboxilatcsoport,
¢s mono- ¢és biszkomplexek képzddnek valamennyi vizsgalt fémion esetén. A kialakulo
komplexek stabilitasat kisebb-nagyobb mértékben befolyasolja az aromas gyuri gyenge,
axialis kotddése, ez a hatds a piridingyliri jelenléte esetén a legnagyobb. A
tripeptidszarmazékok koordinacidés kémiai viselkedésében mar jelentdsebb kiilonbséget
figyeltiink meg a korabban vizsgdlt fémionokhoz képest: mig a réz(Il) és a nikkel(Il)
jelenlétében — mas tripeptidekhez hasonléan — az amidnitrogének deprotonalodasa és
koordinalédasa jatszodik le, addig az oxovanadium(IV)-ion elsésorban a lancvégi
karboxilatcsoporthoz kotédik, de a piridingy(irii koordinacidja ebben az esetben is kimuthato.
Altalanosan megallapitottuk:

— mind az aminosavak, mind a tripeptidszarmazékok esetén a képzddd komplexek stabilitasa
a Cu(1l) > Ni(Il) > Zn(II) > VO(IV) sorrendben csokken

— a heteroaromas gylri jelenléte az aminosavakban ¢és tripeptidszarmazékaiban
befolyasolhatja az aminosav-, illetve peptidszerli koordinaciot és ez a hatas a piridil > triazolil
~ tiazolil > tienil gylri sorrendben csokken.

4.6.3. Oxigén- vagy [O,N]-donorcsoportokat tartalmazo ligandumok VO((V)-
komplexei''*"

Néhany hidroxi-karbonsav vizsgalata alapjan megallapithatd, hogy a ligandumok
elsdsorban (karboxilat, hidroxi) csoportokon keresztiil kotoédnek a fémionhoz, stabilizalva
néhéany ligandum esetén az enol format. A potenciometria eredményei 6sszhangban vannak az
ESR spektroszkopiai paraméterekkel és az elméleti szdmitasokkal.

A két aromas—OH csoportot és N-donoratomot tartalmazé ligandumok (Hshyph®,
Hshyph®, Calmagite, Anthracene chrome red) esetén az (O ,N,0") koordinaciéja VO(IV)
komplexek képzddése jellemzd. Az aromas nitrogént tartalmazd ligandumok (Hzhyph®,
Hshyph®) esetén vizes oldatban bisz-komplexek képzOédése, mig szilard halmazallapotban
non-oxido komplexek képzddése mutathatdo ki. A két azo-nitrogént tartalmazé ligandum
esetén a képzodo komplexek stabilitasi allanddi foként fotometriasan voltak meghatarozhatok,
enyhén lagos tartomanyban a non-oxido komplexek képzddése is feltételezhetd. Ezt a szilard
komplexek vizsgélata és a DFT szamitasok is alatdmasztottak.

4.6.4 Aromas gyiirit tartalmazo ligandumok Fe(II)- és Fe(I1I)-komplexei
Bisz(imidazol-2-il)-szdarmazékok vas(ll)- és vas(lll)-komplexeinek oldategyensulyi és
elektrokémiai vizsgdlata™

Bér a vas(Il)-, vas(Ill)-ionok esetén kisebb affinitds figyelheté meg a kiilonb6zd
kornyezetben levd N-donoratomokhoz, a biologiai rendszerekben szdmos redoxi folyamat
katalizalasdban résztvevé enzimben a vas(Il)-, vas(Ill)-imidazol kotédés fontos szerepet
jatszik. Igy a réz(I)-bisz(imidazolil)-ligandum rendszerek vizsgalataval parhuzamosan a
vas(Il)- és vas(Ill)-bisz(imidazolil)-ligandum rendszerek oldategyensulyi ¢€s elektrokémiai
vizsgalatat végeztiik el. A legegyszeriibb bisz(imidazolil) szarmazékok mellett a hisztidin
aminosavat tartalmazé vegyiilet vas(Il)- és vas(Ill)-komplexeit vizsgaltuk. Az oldategyensulyi




vizsgélatok alapjan megallapitottuk, hogy ez a koordinacios kornyezet nem kedvez a
komplexképzddésnek. Bar a vas(Il)-komplexek stabilitasa nagyobbnak adodott, a hidrolizist
nem akadalyozta meg a komplexképzddés. A kialakuldé komplexek stabilitdsanak novekedése
azonban megfigyelhetd, ha a molekula oxigén-donorcsoportot (pl. karboxilat-csoportot) is
tartalmaz. Az elektrokémiai vizsgélatok az oldategyensulyi vizsgalatok eredményeit olyan
tekintetben alatdmasztottdk, hogy a redoxi paraméterek alapjan meghatarozott stabilitdsi
allandok egyezést mutatnak a potenciometria eredményeivel.
[O.N]-donorcsoportokat _ tartalmazo ligandumok vas(ll)- és  vas(lll)-komplexeinek
oldategyensilyi és elektrokémiai vizsgdlata®

A két aromas—OH csoportot és N-donoratomot tartalmazo ligandumok (Hshyph®,
Calmagite, Anthracene chrome red) nemcsak a vanadium(IV) szdmara jelentenek stabilis
kotéhelyet. A Hshyph® vas-kelatorként gyogyszer formajaban is alkalmazzék (Exjade,
Novartis). fgy a masik harom ligandum is potencialis vas-kelator, amelyeknek vas(I)- és
vas(IIl) komplexeit oldatban ¢és szilard fazisban is jellemeztiik, és egy esetben a redoxi
paramétereit is meghataroztuk.

A vas(IlT)ionnal rendkiviil nagy stabilitdsi mono- és bisz-komplexek képzddnek (O~
,N,O0") koordinacidéval. A nagy stabilitds miatt a stabilitdsi allandokat fotometridsan
hataroztuk meg. A bisz-komplexek képzddését a szilard formaban eldallitott komplexek IR-
¢és tomegspektroszkopias vizsgalata is alatdmasztotta. A komplexekre meghatarozott pFe érték
hasonl6 a mar vas-kelatorként alkalmazott vegyiiletekre, illetve a transzferrinre jellemzd pFe
értékhez (7. tdblazat) (deferiprone: pFe = 20,67, transzferrin: pFe = 23,6)

7. tablazat A vizsgalt ligandumok vas(IIl)-komplexeire jellemz6 pFe érték (pH = 7,4, ¢(L) =
1,00-10"° mol/dm’, c(Fe(III) = 1,00- 10 ® mol/dm?)

H;hyph® H,calm Hianth

pFe 22,62 23,21 24,00

A vas(Il)ionok jelenlétésben kisebb stabilitasu komplexek képzddnek, az (O,N,0")
koordinacidju komplexek keletkezése csak erdésen lugos tartomanyban volt kimutathat6.

A gyogyaszatban hasznalt vas-megkotok esetén nagyon fontos a redoxipotencial
ismerete is, mivel a vas-tartalmi komplexek szerepet jatszhatnak az oxidativ stressz
kialakulasaban. A vas(III)-Hshyph® rendszerben képzéds FeL komplexre —0,176 V és FeL,
komplexre —0,601 V redoxipotencial jellemz6, ez utdbbi érték alapjan a fiziologias pH-n
uralkodd komplex nem katalizalja az oxidativ stressz kialakuléasat.

5. Személyi feltételek, publikaciok

A palyazatban tervezett kutatbmunka megvalositasaban eredetileg 3 szenior kutato
vett részt (Varnagy Katalin egyetemi docens, témavezetd, S6vagod Imre egyetemi tanar €s a
Kallay Csilla tudomanyos munkatars), ¢s nagy részt vallalt a munkabol Timari Sarolta PhD
hallgat6. Terveztilk egy belépd PhD hallgatd (Kiss Doéra) aktiv részvételét is, azonban 6
mégsem kezdett PhD tanulmanyokat. Emellett Kallay Csilla 2012 tavaszatol sziilési
szabadsagon van. Igy — bar a palyazat célkitiizéseit, gy gondolom — megvalésitottuk, az
utobbi iddészakban sziiletett eredmények kozleményben vald Gsszefoglalasa még nem tortént
meg (két kdzlemény van eldkésziiletben).

A kutatdsok eredményeit 8 kozleményben foglaltuk Ossze (6ssz impakt faktor:
26,348), ¢és az elmult idészakban egy konyvfejezetiink jelent meg egy nemzetkozi
konyvsorozatban. Az eredményekbdl hazai konferencian 5 eléadést, nemzetkozi konferencian
6 eldadast tartottunk ¢és 14 posztert mutattuk be. A palyéazati iddszak alatt egy PhD értekezés
(Timari Sarolta: Peptidek és szarmazékaik dtmenetifém komplexeinek koordindcios és
redoxi sajdatsdgai, Debreceni Egyetem, 2012) sikeres védésére és egy MTA doktori




értekezés benyujtasara (Varnagy Katalin: Az imidazolgyiirii szerepe a fémionmegkotésben:
oldallancban tobb donorcsoportot tartalmazo peptidek és szarmazékaik dtmenetifém
komplexeinek egyensulyi és redoxi sajatsagai, MTA, 2013) keriilt sor, ez utobbi mar az
elbirdlas szakaszaban van. Emellett szdmos fiatal kapcsolodott be a munkaba, tudomanyos
diakkori, diploma- ¢és szakdolgozati, illetve PhD munka keretében. A fenti teriiletekhez
kapcsolodoan a palyazat vezetdjének, illetve résztvevdinek témavezetésével 6 tudomanyos
diakkori dolgozat (egy 1. és két III. helyezés az Orszdgos Tudoméanyos Didkkori
Konferencidn), 9 diplomamunka és 12 szakdolgozat késziilt.
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