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1. Bevezetés

A biologiai rendszerekben szerepet jatszo fémionok nagyon gyakran a fehérjék
oldallancbeli donorcsoportjaihoz kapcsoldédnak. Ezek a molekuldk a nyomelemek koziil
elsosorban a réz(Il), nikkel(I) és cink(I) szdmara biztositanak kotddési helyet. A
leggyakoribb fémkotohely a hisztidin oldallancanak imidazolgytrtije, de gyakran szerepet
jatszanak egyéb oldallancbeli donorcsoportok is a fémionok koordinalasaban.

A CuZnSOD enzim aktiv centrumaban a réz(Il)ion hisztidin imidazolnitrogénekhez és
egy vizmolekulahoz koordinalédik, mig a cink(Il)ion egy aszparaginsav karboxilat-
csoportjahoz ¢€s harom hisztidin imidazolgytirijéhez kotédik, a két fémiont egy
imidazolatocsoport  kapcsolja Ossze kétmagvia centrumot Iétrehozva. Ebben a
metalloenzimben a cinknek elsésorban szerkezetalakit6 szerepe van, mig a rézion redoxi
folyamatot katalizal, amelynek soran reverzibilis Cu(Il)-Cu(I) atalakulas jatszodik le.

A fémionok részvételével lejatsz6do folyamatok vizsgalatakor a f6 kérdés az, hogy
hogyan kotédik a fémion az egyes proteinekhez, enzimekhez, és hogyan befolyasolja azok
mitkodését. A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének Bioszervetlen
Kémiai Kutatocsoportjaban tobb évtizedes multra tekintenek vissza azok a kutatasok, amelyek
célja a fémion-fehérje kolcsonhatasok jellemzése kiilonb6zo oldallancbeli donorcsoportokat
tartalmazod kismolekuldk fémkomplexein keresztiil. A kutatasok a legegyszeritibb dipeptidekt6l
kezdve az egyre nagyobb tagszamu ¢€s valtozatos aminosavszekvenciaju peptidek iranyaba
folytatodtak; a vizsgalatok elsOsorban a réz(Il)-, nikkel(Il)- és cink(Il)-komplexekre terjedtek
ki, de néhany esetben kiegésziiltek a kobalt(Il), kadmium(Il) és/vagy palladium(II)
komplexeinek tanulmanyozasaval is. A molekula egyre nagyobb szami és valtozatos
oldallancbeli csoportjai azonban jelentés hatassal vannak a peptidek komplexképzo
sajatsagaira és elotérbe keriilhetnek az oldallanc koordinalédasaval kialakuldé komplexek. A
legnagyobb hatast a hisztidin oldallancbeli imidazolgytirtije okozza, a vizsgalt fémionokhoz
er6sen kotddo imidazolcsoport jelenléte alapvetden megvaltoztathatjia a molekula
koordinacids sajatsagait.

2. Célkitilizés

2.1. Az imidazolgyiirii hatiasanak vizsgalata a komplexképzodési folyamatokra

Ahhoz, hogy az imidazolgylirli szerepérdl a komplexképzdodési folyamatokban tovabbi
informaciokat nyerjlink egyre nagyobb tagszamu ¢€s egyre tobb oldallancbeli donorcsoportot
vagy funkcionalizalt donorcsoportot tartalmazé peptidek szintézisére €s vizsgalatara kertilt
sor. A nagyszdmu aminosav- €s peptidszarmazek elsdsorban réz(Il)-, nikkel(IT)- és cink(II)-
komplexét vizsgaltuk, néhany esetben egyéb fémionokkal kiegészitve.

A kutatasok soran arra kerestiik a valaszt, hogy a peptidben

o kelatképzo helyzetben levo két imidazolgytrt (bisz(imidazol-2-il)-csoport)

e a bisz(imidazol-2-il)-csoporttal anal6g bisz(piridin-2-il)-csoport

e a C-termindlis helyzetben levd hisztidin

e a C-terminalis helyzetben levd hisztidinnel anal6g aminosav

e a (C- és N-terminalisan védett oligopeptidekben kiilonb6z6 helyen és szamban
elhelyezked6 hisztidin
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hogyan hat az adott molekuldk komplexképzd sajatsagaira; milyen tényezdk befolyasoljak
egyrészt azt, hogy a fémion eldsegitse az amidnitrogén deprotondlodasat €s koordinalodasat,
igy a fémion peptidvazhoz vald kotédését; masrészt azt, hogy az oldallancbeli donorcsoportok
kotédeésével képzodd fémkomplexek eldtérbe keriiljenek, és meghatidrozoak legyenek a
fiziologias pH tartomanyban.

2.2. Réz(Il)-komplexek elektrokémiai és SOD aktivitas vizsgalata

Két ligandumtipusnal megjelend, csak az imidazolgytiriin keresztiil koordinalodo réz(Il)
komplexekben a fémion koriili koordinacioés koérnyezet hasonlé néhdny metalloenzim, igy
példaul a CuZnSOD enzim aktiv centrumanak fémkotd helyéhez. Igy a kutatasok
folytatasdban az volt a f6 kérdés, hogy ezek a komplexek funkciondlisan is mutatnak-e
hasonlésdgot a CuZnSOD enzimhez. Ehhez a fenti komplexképzddési vizsgalatokat
elektrokémiai és enzimaktivitas vizsgalatokkal egészitettiik ki. Céljaink voltak:

e bisz(imidazolil)-csoportot  tartalmazd  ligandumok  réz(Il)-komplexei  redoxi

paramétereinek meghatarozasa

e két-, harom- ¢és négy hisztidint tartalmazo terminalisan védett peptidek réz(Il)-

komplexei redoxi paramétereinek meghatirozasa

e hirom ¢és négy imidazol koordinacidju, valamint imidazolato-hidat tartalmazo

komplexek SOD-aktivitasanak vizsgalata

3. Vizsgalati modszerek

A vizsgalt ligandumok egy része kereskedelmi forgalomban kaphat6 volt. Nagyszamu
molekulat — a bisz(imidazol-2-il) és bisz(piridil-2-il)-csoportot tartalmazo vegyiileteket — az
ELTE MTA Peptidkémiai Kutatécsoportjaban Prof. Siili-Vargha Helga és munkatarsai
allitottak el6. A nagyobb tagszami peptidek szintézisét Gorogorszagban, a loannina-i
Egyetemen végezték Prof. Nick Hadjiliadis iranyitasaval. Az eldallitott ligandumok
tisztasagat egyrészt HPLC, 'H- és >C NMR- illetve tomegspektroszkopia modszerével
ellendriztiik. Masrészt lehetdséget adott a %-os tisztasadg meghatarozasara a szabad ligandum
pH-potenciometrias titralasa is, amennyiben a ligandum valamely donorcsoportja(i)nak
deprotonalodasi folyamata elkiiloniilo 1épés(ek)ben jatszodott le. A vizsgalt fémionok

Vizsgalataink kdzéppontjaban a komplexek stabilitasi allanddinak és szerkezetének a
meghatarozasa allt. A vizes oldatban keletkez6 komplexek Osszetételének és stabilitdsanak a
meghatarozasara a pH-potenciometriat alkalmaztuk, a méréseket 25 °C-on, 0,20 mol/dm’ KCI
vagy KNO; ionerdsségli oldatokban végeztiik. A kapott adatokat a SUPERQUAD és
PSEUQAD szamitogépes programmal értékeltiik ki, amelynek segitségével az oldatban
keletkez6 proton- és fémkomplexek sztochiometridjat €s bruttd stabilitasi allandojat
hataroztuk meg.

A komplexek szerkezetének meghatarozasahoz els6sorban, UV-lathat6, CD, ESR, 'H
NMR spektroszkopiat hasznaltunk, néhany esetben kiegészitve MALDI-TOF-MS tomeg-
spektroszkopia modszerével. Az ESR vizsgéalatokat a Sassari Egyetemen (Olaszorszag) Prof.
Giovanni Micera kutatocsoportjaval egyiittmiikodésben végeztiik el.

A koordinacids paraméterek mellett szamos réz(I1)-komplexre jellemz6 elektrokémiai
paramétereket is meghataroztuk ciklikus voltammetria segitségével.
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A legigéretesebb réz(Il)-komplexek esetén SOD-aktivitas vizsgalatokat is végeztiink,
kozvetett fotometrids technikat alkalmazva. Az aktivitast a xantin—xantin-oxidaz reakciojaban
in situ eléallitott szuperoxid gydkanion ¢€s a nitroblue-tetrazolium-klorid (nitro-kék-
tetrazdlium-klorid — NBT) kozotti reakcid spektrofotometrids nyomon kovetésével mértiik. A
SOD aktivitas méréseket adott pH-jii H,PO, - HPO4> oldattal pufferelt kozegben végeztiik,
¢és 0sszehasonlitasként a nativ enzim és a Cu(Il)-foszfat rendszer aktivitasat is meghataroztuk.

4. Uj tudomanyos eredmények

4.1. Kelatképzo helyzetben levd imidazolgyiiriik hatisa az aminosav- és peptidszarmazékok
komplexképzo sajatsagaira [D3-D15]

A kelatképzd helyzetben levd két imidazolgylrii kotdédése a fémionhoz modellezheti
egyes enzimek fémionkotd helyét, és igy példaul jo inhibitora lehet a cink(I)-tartalmu
enzimeknek. A legegyszeriibb bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmazoé szarmazékok
vizsgalata bizonyitotta, hogy ez a csoport jo fémionmegkttd szamos atmenetifém szadmara,
igy az aminosav- ¢és peptidlanc kapcsoldsaval létrejové molekuldkban jelentsen
megvaltoztatja a komplexképzd sajatsagokat. Az elmult koézel 20 évben eldallitott 27
ligandum (1. abra) atmenetifém-komplexeinek vizsgalataval feltérképeztiik, hogy hogyan
befolyasolja a bisz(imidazol-2-il)-csoport jelenléte a terminalisan védett €s szabad terminalis
aminocsoportot tartalmazo aminosav- és peptidszarmazékok komplexképzé sajatsagait, a
kialakuld6 komplexek koordinacids viszonyait. Az eredményeket az alabbiakban foglalom
Ossze.

1) A kelatképzd helyzetben két imidazolgytirit tartalmaz6é BIM szinte valamennyi 3d fémion
szamara stabilis kotodést biztosit a savas és szamos esetben a fizioldgias pH tartomanyban.
Valamennyi vizsgalt fémionnal (VO(IV), Mn(Il), Fe(I), Fe(III), Co(II), Ni(II), Cu(Il), Zn(II))
ML ¢és ML, 0Osszetételi komplexek keletkeznek két, illetve négy imidazolgylrii
koordinaldédasaval. A komplexek stabilitasa megfelel az Irving-Williams sornak. A
bisz(imidazol-2-il)-szeri koordindcié azonban nem tudja megakadalyozni a fémionok
hidrolizisét a lagos pH tartomanyban.

2) Savas tartomanyban valamennyi ligandumban a bisz(imidazol-2-il)-csoport az els6dleges
fémionmegkdtohely, két, illetve négy imidazolnitrogén koordinalddasaval hattagt kelat alakul
ki. A két, illetve négy ekvivalens nitrogén koordinacidjat a spektroszkopids paraméterek
alatamasztottak.

3) A bisz(imidazol-2-il)-csoport 6nmagaban nem képes horgonycsoportként viselkedni és
elosegiteni az amidnitrogének deprotonalodasat még akkor sem, ha a molekuldban egy
oldallancbeli hisztidin imidazolgyiirii is jelen van. A terminalis aminocsoport jelenlétében
azonban lejatszodik az amidnitrogén(ek) deprotonalddasa és koordindlodasa minden réz(II)-,
¢és nikkel(ID)tartalmu rendszerben, és ezt a folyamatot a GlyBIMA esetén Zn(II) és VO(IV)
jelenlétében is kimutattuk.



Varnagy Katalin Az imidazolg@ﬁszegﬁﬁmio&rﬁkétésben: oldallancban tobb donorcsoportot tartalmazo
pep es-3Zamazéka enetifém komplexeinek egyensulyi és redoxi sajatsagai

NH, N7
HN NH H Lh,
SEY Y, |

HN__-CPN__NH
a1
bisz(imidazol-2-il)-metan bisz(imidazol-2-il)-metil-amin N N

CH,

(BIM) (BIMA) bisz(imidazol-2-il)-propionsav
(BIP)
HN/E (\NH
(0] 0 0 J— _ o
H||H||H||H>’“ “’<H2||H I M I
BOC/Ac—N—CIEH—C—N—(IJH—C—N—(I)H—C—N—CH CH-C —C—N—(|3H—C—N—CllH—C—N—CliH—C—OEt/OMe
R1 R2 R3 >=N N=< R1 R2 R3
Ac-ProLeuGly-BIMA “N\) K/N“ BIP-lleAlaGly-OEt
Boc-ProLeuHis-BIMA BIP-HisAlaGly-OEt
Boc-ProHisGly-BIMA BIP-lleHisGly-OEt
Boc-HisLeuGly-BIMA BIP-lleAlaHis-OMe
N
N, Gly-BIMA o HN@
N Phe-BINA HaN| : J=N
i —N B-Ala-BIMA CH-CHz—CH2—C~-NH-CH
NH,—CH—C—NH a-Asp-BIMA HOOC =N
L —N  a-Glu-BIMA Slu-BIMA HNJ
M\ His-BIMA y-Glu-

Il Il I
C C HoN—CH-C-NH-CH-C-NH-CH~C-NH-CH
HoN~CH—C—NH—CH-C—NH-CH R, R, Rs

HNTY
o o HQ 0 0 o) V=p
v
N HN._
R1 Ro HD

GlylleGly-BIMA
AlaPro-BIMA AlaPheGly-BIMA
LeuGly-BIMA GlyGlyHis-BIMA
GlyLeu-BIMA
PheGly-BIMA
HisPhe-BIMA
PheHis-BIMA

1. abra A bisz(imidazolil)-csoportot tartalmazé ligandumok sematikus rajza

4) Az N-terminalis rész donorcsoportjai potencialis kotShelyek lehetnek: az aminosav-
szarmazékok esetén a terminalis amino- ¢€s az oldallancbeli karboxilatcsoport vagy
imidazolnitrogén, a dipeptidszarmazékok esetén a terminalis amino- és karbonilcsoport
koordinacidja is kialakulhat. gy ligandumhidas kétmagvi Cu,L, izomer szerkezetii
komplexek képzddését mutattuk ki az Asp-BIMA, His-BIMA, valamint a
dipeptidszarmazékok esetén. A tripeptidszarmazékok N-terminalis donorcsoportjai
ugyanahhoz a fémionhoz kétddnek makrokelatot kialakitva.

5) A szabad terminalis aminocsoport mellett a peptidvaz amidnitrogénjei is kotohelyet
jelentenek a réz(Il)ion szamara. pH 6 felett lejatszodik az amidnitrogén(ek) deprotonalddasa
¢és koordindlodésa, és a kialakuld komplexek szerkezete a ligandumban levé aminosavak
szamatol fiigg: a CupyHL, Osszetételi komplex az aminosavszarmazékok esetén
imidazolhidas kétmagvu szerkezet (NH,, N ,Im(N)) koordindcioval, mig a dipeptid-
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szarmazékok ligandumhidas kétmagvi komplexe (NHp,N7) és (Im(N),Im(N)) koordinacioju.
Ez utobbi ligandumoknél a kovetkezé amidnitrogén deprotondloddsa (NH,,N™,N",Im(N))
koordinacioval teliti a fémion koordinacios szférajat és igy egymagvi CuH.,L Osszetételi
komplexek keletkeznek.

6) Az Asp-BIMA ¢és His-BIMA kétmagvt, kettds kelatot tartalmazod Cu(Il)-komplexeiben
kedvezményezetté  valik a  koordinalédott imidazolgyliri  N(1)H  csoportjanak
deprotonalodasa. Ugyancsak a koordinalodott imidazolgytri N(1)H csoportjanak
deprotonalodasat mutattuk ki a GlyLeu-BIMA, LeuGly-BIMA és PheGly-BIMA CuH.,L
komplexében is. Ez a folyamat ezekben a rendszerekben ekvimolaris oldatokban pH 10-11
kozotti  tartomdnyban jatszodik le. A deprotonaléodott N(1) donoratom azonban ujabb
kotohelyet jelent a réz(Il)ionok szamara, igy fémionfelesleg jelenlétében a deprotonalodasi
folyamat még kisebb pH-n (pH 6-7) jatszodik le; ilyen folyamat lejatszodasat ilyen kis pH-n
mas réz(Il)-komplexek esetén még nem mutattadk ki. Stabilis harommagvi komplexek
képzddnek, amelyek képzddését ESR spektroszkopiaval, illetve MALDI-TOF-MS tomeg-
spektroszkopiaval igazoltuk. A kialakuld harommagvi komplexekben két fémiont negativ
toltésii imidazolato hid kot 6ssze, hasonléan a CuZnSOD enzimben megvalosulo, a réz(11)- és
cink(Il)-iont 6sszekapcsold imidazolato hidas szerkezethez.

7) Ha a di- és tripeptidszarmazékban az oldallancban tovabbi imidazolgytirti is jelen van
(HisPhe-BIMA, PheHis-BIMA, GlyGlyHis-BIMA), ez wjabb fémionkdtohelyeket és igy
ujabb koordinacios lehetoségeket teremt. A PheHis-BIMA ligandum esetén GlyHis-szerti, a
GlyGlyHis-BIMA ligandum esetén GlyGlyHis-szerti koordinaci6é alakulhat ki, ami egynél
tobb fémion megkotésére ad lehetOséget. Ez két, illetve harommagva komplexek
képzddéséhez vezet, melyek jelenlétét a tomegspektroszkopias vizsgalatok is igazoltak.

8) A bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmazo6 ligandumokban a peptidlanc hosszanak novelése
¢és kiilondsen az oldallancbeli hisztidin imidazolgyiirii jelenléte a peptidszerti koordinacio
kialakulasahoz ¢és dominanciajahoz vezet. Bar jelent6s kompeticié alakul ki a peptidszert és
bisz(imidazol-2-il)-szeri koordinacié kozott, a bisz(imidazol-2-il)-részt csak a GlyGlyHis-
szerli koordinacio €s csak lugos pH tartomdnyban képes teljesen kiszoritani a koordinacios
szférabol. A peptidszerii koordinacio eldtérbe keriilése miatt tovabbi nagyobb tagszamn,
lancvégi bisz(imidazolil)-csoportot tartalmazd peptidek eldallitasat és vizsgalatat nem
tartottuk érdemesnek.

4.2. Keldatképzo helyzetben levo piridingyiiriik hatdsa a7 aminosavszarmazékok
komplexképzo sajatsagaira [D5,D16-D18]

Az imidazolgytrirdl, mint a fémionok fontos kdtdhelyérdl olyan modon is nyerhetiink
informaciokat, ha a vizsgalt imidazolgytiriit tartalmazo6 ligandumok mas heteroaromas gytirtit
tartalmaz6 analdg vegyiileteit allitjuk eld és vizsgaljuk komplexképz0 sajatsagait. Ennek
megfeleléen a bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmazo szarmazékok piridin-analogjait is
tanulmanyoztuk. A bisz(piridin-2-il)-csoport koordinacids sajatsagait és hatasat a ligandumok
komplexképz6 sajatsagaira két egyszeri vegyiilet (BPM, BPMA) ¢és harom
aminosavszarmazék (Gly-BPMA, His-BPMA, Pro-BPMA) (2. abra) fémkomplexein keresztiil
tanulmanyoztuk.
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2. abra A bisz(piridin-2-il)-csoportot tartalmaz6 szarmazékok sematikus rajza

1) A réz(Il)-, nikkel(Il)-, cink(Il)- és vanadium(IV)-komplexek tanulmanyozasa alapjan
megallapitottuk, hogy a bisz(piridin-2-il)-csoport jelenléte a molekulaban a bisz(imidazol-2-
il)-csoporthoz képest csekélyebb mértékben, de hatassal van a komplexképzddési
folyamatokra. Savas tartomanyban a fémionok kotddése a kelatképzd helyzetben levo két
piridinnitrogénhez torténik. Ez azonban gyengébb kitédést eredményez, mint a bisz(imidazol-
2-il)-csoport.

2) Az aminosav-BPMA-szarmazékok réz(Il)- és nikkel(II)-komplexeiben az aminosav rész
részvételével 1étrejovo peptidszerii koordinacid a meghatarozo a gyengén savas és fiziologias
pH tartoményban. A Gly-BPMA ¢és Pro-BPMA réz(Il)-, nikkel(Il)-, cink(I)- ¢és
vanadium(I'V)ionokkal torténd vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a bisz(pirid-2-il)-
csoport is képes elOsegiteni az amidnitrogén deprotonalddasat és (NHp,N~,Pyr(N))
koordinacié alakul ki. A bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmazé aminosavszarmazékok
réz(Il)-komplexeivel ellentétben ugyanakkor a nem koordinalddott piridingytiri nem képes
hidként k6tddni egy masik fémionhoz, igy minden esetben egymagvi komplexek képzddnek.

3) A hisztidin oldallanc jelenléte a His-BPMA vegyiiletben modositja a koordinécios
viszonyokat. A réz(I)- és nikkel(Il)-tartalmi rendszerekben kismértékben akadalyozza az
amidnitrogén deprotonalddasat, mig cink(Il) esetén meg is akadalyozza azt. Ugyanakkor a
nem koordindlodott hisztidin oldallanc hidként kotoédve két-, illetve tobbmagvu komplexek
képzddéséhez vezet. Ugyancsak kimutattuk az amidnitrogén deprotondlodasat a VO(IV)-His-
BPMA rendszerben is, és ez a koordinacid (hasonléan a VO(IV)-Gly-BPMA rendszerhez)
stabilis vegyes hidroxo komplexek képzddését teszi lehetové a lagos tartomanyban.

4.3. A C-terminadlis hisztidin hatasa a Gly,His (n = 2-5) peptidek komplexképzo sajdtsdgaira
[D8,D19,D20]

Jol ismert, hogy a hisztidin, mint oldallancaban erdsen koordinaléd6é donorcsoportot
tartalmaz6 aminosav, jelent6s hatassal van a peptidek komplexképzo sajatsagaira. A szamos
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réz(I1l)- és nikkel(Il)-kotd fehérje un. ATCUN motivuméanak (Amino Terminal Cu(II)-Ni(I)-
binding) megfeleld harmadik helyen hisztidint tartalmazé peptidek fémionkotd képessége
kiugro. Az (NH»,N,N,Im(N)) csoportokon keresztiili, un. GlyGlyHis-szerti koordinéacio
alakul ki a réz(Il)-, nikkel(Il)-, palladium(II)- és arany(Ill)-komplexeiben. Ez utdbbi két
fémion komplexének szilard formaban torténd eldallitasa és oldategyensulyi vizsgalata a
lezajlo egyensulyi folyamatok jellemzését tette lehetové.

Felmeriilt az a kérdés is, hogy ha a hisztidin a peptidben tavolabb — a negyedik, 6tddik
illetve hatodik helyen — talalhato, ez hogyan hat a komplexképzddési folyamatokra. Ehhez a
GlysHis, GlysHis ¢és GlysHis peptidek szintézisét és réz(Il)- és nikkel(Il)-komplexeinek
vizsgalatat végeztiik el.

1) A Gly;His arany(III) és palladium(Il) [M(H_,GlyGlyHis)] komplexének potenciometrias és
'H NMR vizsgalata bizonyitotta, hogy liigos tartomanyban lejatszodik a koordinalodo
imidazolgyliri N(1)H csoportjanak deprotonalodasa, hasonloan a réz(Il)-komplexéhez. Az
oldategyenstlyi vizsgélatok alapjan meghataroztuk a deprotondlodasra jellemzé pK értéket
(Au(IIl): pK = 8,63, Pd(Il): pK = 11,30). Ez a folyamat arany esetén jelentdsen kisebb pH-n
megy végbe, mint a masik két fémion esetén (Cu(ll): pK = 10,7 (irodalmi adat)). Emellett
igazoltuk, hogy az arany(IIl) koordinalodasa a terminalis aminocsoporthoz pH 11 felett még
ezen koordinalodott csoport deprotonalddasat is elésegiti (pK(NH;) = 11,50).

2) A Gly;His, Gly4His és GlysHis peptidek elsésorban az N-termindlis részen kotdédnek a
réz(I)- és nikkel(Il)ionhoz, de a tavolabb levd imidazolgylirli koordinacidja is megvalosul
makrokelat kialakuldséval. Ennek stabilizalé hatasa a makrokelat méretének novekedésével a
Gly;His > Gly4His > GlysHis sorrendben csokken. Nikkel(II) esetén az oktaéderes geometria
miatt az (NH,, Im(N)) koordinacioval 1étrejové makrokelat térbelileg kedvezobb, mint a
réz(I1)-komplexekben, igy jelentdsen n6 az ML és ML, komplexek stabilitasa.

3) Ez a szerkezet egyik fémion esetén sem akadalyozza meg az amidnitrogének
deprotonalodasat A lancvégi imidazolgylrti kolcsonhatasat az amidnitrogének lépcsdzetes
deprotonalodasaval képzédé CuH_;L, CuH_,L, CuH ;L komplexekben is kimutattuk, de
hatasa egyre kisebb. Az (NH,N,N,N") koordinacidji CuH_s;L komplexekben mar a csak a
Gly;His esetén figyelhetd meg egy gyenge axialis kolcsonhatas, a lanc hosszanak tovabbi
novekedésével (GlysHis, GlysHis) a kialakulé komplexek szerkezete a Glys és Glys CuH_ ;L
komplexével egyezik meg. A nikkel(Il) esetén az amidnitrogén deprotonalodasi folyamataival
parhuzamosan a komplexekben geometriavaltas is létrejon. Ez az amidnitrogének kooperativ
deprotonalodasat és koordinalodasat eredményezi, és mindharom ligandum esetén a kialakulo
siknégyzetes NiH ;L komplexekben 4N koordinacié valdsul meg. Valoszinisitettiik, hogy a
molekula N-terminalis része kotodik a fémionhoz (NH,,N,N",N") koordinacioval, és az
imidazol-nitrogénatom kiszorul a koordinacids szférabol.

4) Altalanosan megallapitottuk, hogy a C-terminalis hisztidin jelenléte a kistagszamu
peptidekben jelentds hatassal van a komplexképzddési folyamatokra és a kialakulo
komplexek szerkezetére, de a terminalis aminocsoport az elsddleges fémkotohely. A ldncvégi
imidazolgylrti kotédése a fémionokhoz szinte minden komplexben kimutathaté, de a
terminalis aminocsoport kiszoritasara nem képes. Ugyanakkor a ligandumok haromfogu
koordinacidja noveli az ML komplexek stabilitasat, és a stabilitas az Irving-Williams sornak
megfeleléen a Cu(Il) > Ni(II) > Zn(II) sorrendben csokken.
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4.4. Hisztidin analog aminosavak hatdsa a peptidek komplexképzo sajdatsdgaira [D21]

A hisztidin cseréje mas heteroaromas gyurit tartalmazd analdég aminosavra maganak a
ligandumnak a sajatsagait is megvaltoztatja. Négy, a természetben nem eldéfordulo, a
hisztidinnel analég aminosav, valamint két tripeptidszarmazék (6. abra) réz(Il)-, nikkel(II)- és
cink(Il)-komplexeinek tanulmanyozasa alapjan az alabbi kdvetkeztetésekre jutottunk.

(0] [0} (o]
I I I

H,N——CH—C——O0H H,;N——CH—C——0H HZN—CH—C—OH HZN—CH—C—OH H,N—CH—C—OH
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Y A

X
piridil-alanin triazolil-alanin tiazolil-alanin tienil-alanin tienil-glicin
(pyrAla) triazAla (thiazAla) (thiAla) (thiGly)
I I i i i i

O‘CHz‘CHz‘NHz HzN*CHz'C*NH*CHz'C*NH—?H*C*OH H2N*CH2'C*NH*CH2'C*NH—C‘)H*C*OH

_N CH2 CH2
2-(2-aminoetil)- GlyGly-pyrAla 7N GlyGly-thiAla Z N
piridin (amet-Pyr) (GGpA) L (GGtA) S !

2. abra A heteroaromas gyuriit tartalmaz6 aminosavak és peptidszarmazékaik képlete

1) A kiilonb6z6 heteroaromas gytriit tartalmazd aminosavak réz(Il)-, nikkel(Il)- és cink(II)-
komplexeinek pH-potenciometrids, UV-lathatd és ESR spektroszkopias vizsgélata alapjan
megallapitottuk, hogy ezekre a szdrmazékokra az aminosav-szerii koordindcio a jellemz0, és
kimutattuk a piridil- és tiazolilgytiri stabilizal6 hatasat. A biszkomplexekben pedig az aromas
gyliriik kozotti kolcsonhatas noveli a komplexek stabilitasat. Igy a vizsgalt aromas gyiiriik
esetén a komplexképzddést befolyasolod hatasra az alabbi sorrendet allapitottuk meg:
imidazol > piridil ~ triazolil > tiazolil > tienil

2) A piridin- és tienilgytrit tartalmazo hisztidin analc')g aminosavak jelenléte a tripeptidek C-
komplexképzo sajatsagait, a komplexekre a tripeptidszerti koordinacio a jellemz6. A réz(Il)-
¢s nikkel(II)-komplexeik vizsgalatabol arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a pyrAla
aminosavat tartalmazé szarmazékok esetén a GlyGlyHis peptidhez hasonlé komplex-
képzddési folyamatok irhatok le, igy (NH2,N ,N ,Pyr(N)) koordinacioju komplexek
képzodnek. Az aromas gylrii koordinacioja el0segiti az amidnitrogének deprotonalddasat, de
hatasa kisebb, mint az imidazolgytirii jelenlétében. A komplexek szerkezetét ESR-, UV-
lathato- és CD spektroszkopiaval is igazoltuk.

3) A thiAla aminosavat tartalmaz6 szarmazékok viselkedése a pH-potenciometrias és UV-
lathatd spektroszkopias vizsgalatok alapjan a GlyGlyGly-hez hasonld, az aromas gyurt
hatasat ezekkel a vizsgalatokkal nem tudtuk kimutatni. Ugyanakkor a réz(Il)-komplexekben
az ESR, a nikkel(I)-komplexben a 'H NMR spektroszkopids vizsgalatokkal igazoltuk a
tienilcsoport fémionhoz térténd koordinaciojat.
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4.5. Tobb hisztidin hatisa a termindlisan védett peptidek komplexképzo sajatsagaira
[D1,D2,D22-D25]

A hisztidin imidazolgytiri szerepének vizsgalataban igen fontos iranyt jelent az olyan
tobb hisztidint tartalmazo peptidek tanulmanyozasa, amelyek szekvencidja a CuZnSOD enzim
cink(IT)- ¢és réz(I1)-kotdhelyét modellezi. Az enzimben a réz(Il) megkotésében hisztidin
oldallancok, mig a cink(Il) megkdtésében a hisztidin oldallancok mellett egy aszparaginsav
karboxilatcsoportja is részt vesz. Igy szdmos két, hirom vagy négy hisztidint tartalmazo (1.
tablazat), ezen kotohelyek szekvencidjat modellezd peptid szintézisére és réz(Il)- és
nikkel(Il)-komplexeik vizsgélatara keriilt sor.

1. tablazat: A vizsgalt tobb hisztidint tartalmazo terminalisan védett peptidek (Sar =
szarkozin)

2 hisztidint tartalmazo | 3 hisztidint tartalmazo | 4  hisztidint  tartalmazo
peptidek peptidek peptidek
Ac-HisGlyHis-NHMe Ac-HisHisGlyHis-NHMe Ac-His-Sar-His-Sar-His-
Ac-His-Sar-His-NH, Ac-HisValHisGlyHis-NH; Sar-His-NH;
Ac-HisGlyGlyHis-NH, Ac-HisGlyHisValHis-NH,

Ac-HisValValHis-NH, Ac-HisAlaHisValHis-NH,

Ac-HisHisValGlyAsp-NH, Ac-HisValHisAlaHis-NH,
Ac-HisAlaHisProHis-NH,
Ac-HisProHisAlaHis-NH,
Ac-His-Sar-His-Sar-His-NH,

Az eredmények alapjan az alabbi altalanos kovetkeztetéseket vontuk le:

1) A tobb hisztidin jelenléte a molekuldban jelentdsen megnodveli a peptid fémionkotd
képességét. Réz(I) esetén enyhén savas, nikkel(I) esetén pedig a fiziologias pH
tartomanyban valamennyi imidazol nitrogénatom koordinacidjaval stabilis komplexek
alakulnak ki, amelyben az oldallancbeli atomok koordinicidja egy vagy tobb makrokelat
kialakulasdhoz vezet. A kistagszamu két hisztidint tartalmazo peptidek esetén mono- és
biszkomplexek is megjelennek, mig a tobb hisztidint tartalmazo, nagyobb tagszamu
peptideknél stabilis monokomplexek az uralkoddak a gyengén savas, illetve fiziologias pH-
tartomanyban.

2) A hisztidin oldallancok koordindloddsa a fémionhoz nem akaddlyozza meg az
amidnitrogének deprotonaldodasat. Az oldallancbeli imidazolgyliri horgonycsoportként
viselkedik és eldsegiti a hisztidint megel6z6 amidnitrogének 1épcsdzetes deprotonalodasat. Az
amidnitrogének deprotonalddasat azonban gatolja, és igy a fizioldgias tartomanyban is
jelentés mennyiségben van jelen az imidazolnitrogén koordinacioji komplex, ha a hisztidin
aminosavak kozott szarkozin vagy prolin van jelen, amelyek amidcsoportja nem képes a
deprotonalodasra.

3) A HisXaaHis szekvenciat tartalmazo peptideknél az (Im(N),N",N",Im(N)) koordinacioju
MH_,L 6sszetételii komplex stabilitasat jelentdsen noveli a (7,5,6) tagu csatolt kelatrendszer

kialakuldsa. Ez géatolja, de nem akadalyozza meg a kdvetkezé amidnitrogén deprotonalodasat.
Ha a hisztidinek kozott tobb, mint egy aminosav van, akkor az (N ,N,N,Im(N))
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donoratomok telitik a fémion koordinacios szférajat, a kotésben részt nem vevd
imidazolgyuri legfeljebb gyenge kdlcsonhatdsa mutathat6 ki.

4) A HisXaaHisYaaHis peptidek esetén tobb potencialis kotéhely van jelen a molekuldban, és
az UV-lathat6 és CD spektroszkopia, valamint nikkel(I) komplexek esetén az 'H NMR
spektroszkopia segitségével tobbféle izomer komplex keletkezését igazoltuk. Altalaban a
fémionnak a peptid C-termindlis részéhez vald kotddése kedvezményezettebb, de ha a C-
termindlis aminosav nagyméretii oldallancot tartalmaz, akkor a kétféle izomer 6sszemérhetd
mennyiségben van jelen. Ennek aranyat a HisGlyHisValHis peptid NiH ;L komplexére az
"H NMR adatok alapjan megbecsiiltiik:
C-terminalis kot6édésii komplex : kozbensé részen kotodé komplex =83 % : 17 %

Az HisXaaHisYaaHis peptidek egynél tobb fémion megkotésére is képesek, igy kétmagva
komplexek keletkezését is kimutattuk.

5) A két, harom, illetve négy imidazol koordindlta ML komplexek szerkezetiikben
hasonlosagot mutatnak a CuZnSOD enzim aktiv centrumaban levd réz(Il) koordinacios
modjahoz. Ezeknek a komplexeknek a stabilitasat tobb tényezo befolyasolja:
— a fémion mindsége: az ML komplexek stabilitasa a Cu(Il) > Ni(Il) > Zn(II) > Co(II) ~
Cd(II) sorrendben csokken
— a C-terminalis karboxilatcsoport jelenléte: a karboxilatcsoport szerepet jatszik a
komplexképzésben, ennek hatasa a cink(Il) esetén a legnagyobb, igy a NiL és ZnL
komplexek stabilitdsaban a fenti a sorrend megfordul: Zn(II) > Ni(I)
— a peptidben levé hisztidinek szamanak novelésével né a koordinalédd imidazol-N
donoratomok szama és ezzel egyiitt a keletkez6 komplexek stabilitasa is
— a hisztidinek kozotti aminosav mindsége: a peptidlancba beépitett prolin, illetve
szarkozin aminosav akaddlyozza az amidnitrogének deprotondlodasat és ezaltal
kismértékben novekszik az ML komplexek stabilitasa
— a hisztidinek kozotti aminosavak szamdnak novekedésével nd a komplexekben
kialakul6 makrokelatgytiriik tagszama ¢€s csokken a képz6d6 komplexek stabilitasa. A
CuZnSOD enzimben a réz(Il) kotohelyeként megjelend HisValHis fragmenshez
hasonlé HisXaaHis szekvenciat tartalmazo peptidek esetén mutattuk ki a legnagyobb
stabilitasndvekedést a tobbi peptidhez képest.

4.6. Az imidazol koordinaciéju réz(I1)-komplexek elektrokémiai vizsgdlata [D26]

A vizsgalt rendszerek koziil a bisz(imidazolil)-szarmazékok €s a védett multihisztidin
peptidek réz(Il)-komplexei kdzott jelennek meg olyan komplexek, amelyek imidazolnitrogén
donoratomokon keresztiil koordinalodnak, ¢és gyengén savas, kozel fiziologids pH
tartomanyban uralkodoak a rendszerben. Ezek a komplexek abbol a szempontbol fontosak,
hogy a fémion koriili koordinacios kdrnyezet hasonlé a CuZnSOD enzim aktiv centrumaban
levé réz(Il)ion koordinacids szférajahoz. A CuZnSOD enzimben levd réz(Il) redoxi
atalakulast katalizal, melynek soran a szuperoxid gydkanion hidrogén-peroxidda €s oxigénné
alakul, mik6zben reverzibilis Cu(Il)-Cu(I) atalakulas jatszodik le. Azok a réz(Il)-komplexek
lehetnek alkalmasak ennek a folyamatnak a katalizalasara, melyekre jellemz6é redukcios
potencial érték —0,16 V - +0,89 V kozott van. Igy annak eldontésére, hogy ezek a komplexek
tulajdonsagaikban is mutatnak-e hasonlosagot az enzimben levd réz(Il)ionhoz, a komplexek
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elektrokémiai paramétereit is meghataroztuk. A vizsgalatokat ciklikus voltammetria
modszerét alkalmazva, vizes kdzegben végeztiik el.

1) Néhany  bisz(imidazol-2-il)szarmazék négy  imidazolnitrogén  koordinacidju
biszkomplexének redoxi paramétereit hataroztuk meg. Az eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a redoxi atalakulds soran egyelektronos, kvazireverzibilis folyamat
jatszodik le, a komplexekre jellemzo formal potencial 0 V koriili érték, és az oldallanc mérete
nem befolyasolja jelentés mértékben ezt a paramétert. Az eredmények azt is tiikkrozik, hogy a
kivanatos redoxipotencial tartomany als6 hatarahoz kozeli értékek miatt jelentds mértékii
SOD aktivitast nem varhatunk a komplexektdl. A vizsgalathoz sziikséges ligandumfelesleg
alkalmazésa ugyanakkor nem tette lehetévé az az oldategyensulyi vizsgalatok soran a His-
BIMA rendszerben kimutatott imidazolato hidat tartalmazé harommagvi komplex
elektrokémiai vizsgalatat.

2) Azon védett multihisztidin peptidek 2, 3 és 4 imidazol koordinaciéju CuL és Cul,
komplexének a redoxi paramétereit hataroztuk meg, amelyek jelentés mennyiségben
képzédnek a gyengén savas, illetve fiziologias pH tartomanyban. Az elektrokémiai
vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy minden esetben egyelektronos, kvazireverzibilis
redoxi atmenet valosul meg. A komplexek redukalhatosaga fiigg a koordinacioban részt vevo
imidazol nitrogénatomok szamatol, és kovetkezésképpen a képzddd komplex stabilitasatol. A
formalpotencial érték annal kisebb, minél tobb nitrogénatom vesz részt a koordinacidban, és
minél stabilisabb a keletkez6 komplex. A jellemz6 redukcios potencial érték a 200-400 mV
tartomanyba esik valamennyi vizsgalt komplex esetén, amely alapjan ezek a komplexek
képesek lehetnek a szuperoxid gyokanion elbontasanak katalizalasara.

3) A vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a komplexek redukalhatosagat jelentOsen
befolyasolja a komplex szerkezetének merevsége, illetve flexibilitdsa: nagyobb
redoxipotencidl és konnyebb redukalhatosdg jellemzi a peptid-komplexek makrokelatot
tartalmazo, torzult geometridjii imidazol koordinacioju komplexeit, €s kisebb, ~0 V koriili
érték, és nehezebb redukalhatosag allapithatd meg a merev szerkezetli bisz(imidazol-2-il)
komplexekre. Ennek megfeleléen a makrokelatot tartalmazd a peptid-komplexek
igéretesebbek az enzim modellezése szempontjabol.

4.7. Réz(1l)-komplexek SOD aktivitisanak vizsgadlata

Az elektrokémiai vizsgalatok alapjan azok a réz(Il)-komplexek, amelyekben
ligandumok csak imidazolgylriin keresztiil kotédnek a fémionhoz, igéretes CuZnSOD
modellek lehetnek. fgy hét multihisztidin peptid és harom bisz(imidazol-2-il)-csoportot
tartalmazé aminosav-szarmazék Cul és Cul, komplexének SOD aktivitasat vizsgaltuk
kozvetett fotometridas modszerrel. A vizsgédlatokat kiegészitettik a Cu(Il)-His-BIMA
rendszerben képzddd ugyancsak potencidlis CuZnSOD modell, az imidazolato hidas
harommagvu komplex SOD aktivitdsanak mérésével is.

1) A komplexekre meghatarozott ICsy, illetve relativ aktivitas értékek alapjan megallapitottuk,
hogy a vizsgalt komplexek, amelyek szerkezetiikben modellezik a CuZnSOD enzim
réz(ID)kotohelyét, altalaban nem mutatnak jelentés mértéki SOD aktivitast. A négy hisztidint
tartalmazé heptapeptid CuL komplexe ¢és a His-BIMA imidazolato-hidas harommagvi
komplexét ugyanakkor kiemelked6 SOD aktivitas jellemzi.
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5. Az eredmények hasznositasi lehetéségei

A nagyszamu, valtozatos szekvencidju peptid €s peptidszarmazék komplexeinek vizsgalataban
elért eredményeink altalanosan eldsegithetik a fémion-protein kolcsonhatas modellezésére
alkalmas peptidek tervezését. gy az altalunk vizsgalt réz(Il)-komplexek koziil a legnagyobb
SOD aktivitast mutatdé komplexek megfeleld kiindulépontot jelenthetnek olyan molekulak
tervezéséhez, amelyek réz(Il)-komplexei nemcsak koordinacios modban, hanem
funkcionalisan is modellezik a CuZnSOD enzim miikddését.

A vizsgalt ligandumok szekvenciajaban modellezik a bioldgiai rendszerek fémionkothelyeit,
és a komplexképzédés soran elotérbe keriil az oldallancokon keresztiili koordinacié. Igy
ezeknek az egyre nagyobb tagszamu, oldallancban koordinalodé donorcsoportokat tartalmazo
peptideknek a komplexképzd sajatsagai teriiletén végzett kutatasaink egyuttal
hozzéjarulhatnak a bioldgiai rendszerekben kialakuld fémion-protein kolcsonhatasok
megértéséhez is.

Emellett annak ismeretében, hogy a kiilonb6z6 donorcsoportot tartalmazé oldallancok hogyan
hatnak a peptidek komplexképzd tulajdonsagaira, a kiilonboz6 peptidek fémmegkotd
képessége megbecsiilhetd az aminosav szekvencia ismeretében.

Az eredmények alapjan a kiilonboz6 fémionokhoz szelektiven koordindlodd peptidek
tervezhetok és szintetizalhatok: a réz(Il)ion szelektiv megkotésére leginkabb a
hisztidintartalmu peptidek lehetnek alkalmasak, a nikkel(Il)iont nagy stabilitassal ¢és
szelektiven kothetik a kiilonbozd oldallancbeli imidazolt és kéndonoratomot tartalmazéd
peptidek, mig a cink(Il)iont szelektiven kotd ligandumok tervezésénél a bisz(imidazolil)-
csoportot tartalmazo szarmazékok jelenthetnek egy lehetséges iranyt.

A réz(Il)-peptidek és peptidszarmazékok komplexeire meghatarozott jellemz6 redoxi, illetve
SOD aktivitasi adatok (ICsg értékek) azontul, hogy informaciot adnak a komplexekrdl, mint
lehetséges enzimmodellekrdl, bovitik a fémkomplexekre vizes oldatban meghatarozott
elektrokémiai paraméterek korét, és jol hasznosithatok mas réz(Il)-ligandum rendszerek
elektrokémiai vizsgalata és redoxi sajatsagainak elemzése soran is.
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