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Kiss Tamas egyetemi tanarnak ,,Az Imidazolgylirii szerepe a fémionmegkoétésben: oldallancban
tobb donorcsoportot tartalmazo peptidek és szarmazékaik atmenetifém komplexeinek
egyensulyi és redoxi sajatsagai” ciml MTA doktori értekezésemrdl irt birdlatara

Mindenekel6tt nagyon koszonom Birdldomnak a doktori értekezés és a tézisek alapos
attanulmanyozdasat és kdszondm a dolgozatrél és a munkamrdl irt elismerd szavait. Ugyancsak
kdszonom, hogy felhivta a figyelmemet a dolgozatban el6fordulé magyartalan kifejezésekre és
pontatlan megfogalmazasokra, amelyeket természetesen elfogadok.

A kérdésekre, kritikai megjegyzésekre az aldbbiakban valaszolok:

Eredményeit jol felépitett, aranyos és annak ellenére, hogy egy nagy témakorrel foglalkozik
eléggé olvasmanyos értekezésbe foglalta ossze. Ezt a sok magyardzo abra segiti, de az, hogy
a szerzo az osszefoglalo stabilitasi allando tablazatokat a dolgozat végén a mellékletben
kozli kifejezetten gatoljak.

A dolgozat 0Osszeallitdsa sordn igyekeztem az eredményeket Osszefoglalé dbrdk és az adatok
osszehasonlité elemzésével bemutatni, igy a ,Kisérleti eredmények és értékelésik” fejezetben
altalaban a stabilitasi allanddkbdl szdrmaztatott adatok szerepelnek szemléltetésil, a
meghatdrozott stabilitasi allandok ezért keriltek a ,Mellékletek” részbe. Elfogadom, hogy ez
nehezitette a dolgozat olvasasat.

Nem hiszem, hogy a PSEQUAD és a SUPERQUAD szamitogépes programok egymds
tovabbfejlesztett valtozatai volnanak. Mindketté ugyanarrol az alaprol a SCOGS
programrol indult és parhuzamosan fejlodtek a 70-es években.

K6szonom az észrevételt, és teljesen egyetértek vele. A PSEQUAD programot 1978-ban irta meg
Zékany Laszlé és Nagypal Istvan és 1983-ban fejlesztették ki az elsé kdzponti szamitdgépre
alkalmazhaté verzidjat (L. Zékany, I. Nagypal, in Computational Methods for the Determination of
Formation Constants, ed.D. Leggett, Plenum Press, New York, 1985, p. 291.). A SUPERQUAD
programot 1985-ben Peter Gans, Antonio Sabatini és Alberto Vacca fejlesztette ki és hozta
nyilvdnossagra (P. Gans, A. Sabatini and A. Vacca, J. Chem. Soc., Dalton Trans., 1985, 1195.). Bar
mindkét program ugyanazon alapprogrambdl (SCOGS) indult ki, és a stabilitasi allanddk
meghatdrozasanak elve is gyakorlatilag azonos, a két programot alkotoik egymastol flggetlenil
hoztak létre.

1. Nem teljesen vilagos, hogy a Cu(ll)-BPMA és Cu(ll)-BIMA komplexek jelentosen eltéro
log(K/K;) értékeire vonatkozo értelmezés. Valosziniileg a szerzo jot gondolt a ligandumok
koordinacios fogszamarol, de pontatlanul fogalmazott. Elmondand helyesen a koordindcios
viszonyokat.



Mindkét ligandumnak harom koordindlédasra képes donorcsoportja van (két aromas-N és egy
amino-N), igy mind a BIMA, mind a BPMA haromfogu koordindciéval kdtheti a réz(ll)iont.

A bisz(imidazol-2-il)-metilamin (BIMA) esetén a savas tartomanyban képz6dS [CuHL]*,
illetve [CuH,L,]*" komplexekben a fémion a két, illetve négy imidazolgy(irin keresztil kétédik, az
aminocsoport protonalt, a 2, illetve 4 imidazolgy(ird a réz(ll)ion koriil ekvatorialisan helyezkedik el.
Az ammoniumcsoport deprotondlddasaval képzédS [Cul]®* komplexben azonban az egyik
imidazolnitrogén kiszorul az ekvatoridlis sikbdl, a fémion koril egy sikban az amino- és az egyik
imidazolnitrogén talalhatd, mig a masik imidazol gyenge axialis koordinacidja jon létre. A [Cul,]**
komplexben szintén megvaltozik a 4 ekvivalens imidazol-nitrogénen keresztili koordinacio, a
spektrélis adatok alapjan legalabb az egyik ligandum haromfogu koordinacisjat feltételeztik. igy
mind a [CuHL]*, mind a [CuH,L;]*" deprotonalédasat és [CuL]®, illetve [CuL,]** komplex
képz6dését a réz(ll)ion korili koordindcié és a komplex-geometria jelentés mérték( valtozdsa
kiséri.

A bisz(piridin-2-il)-metilamin esetén protonalt komplexek képz&dése nem volt kimutathato,
a gyengén savas tartomanyban képz6d6 [Cul]*" és [Cul,]*" komplexben az ekvatoridlis sikban az
amino- és piridin-N koordinacidjat mutattuk ki, mig a masik piridin axidlis koordinacidja
feltételezhet6 egy torzult oktaéderes geometriat eredményezve. Ennek kialakuldsat a szilard
biszkomplex rontgendiffrakcids vizsgalatai igazoltak, az oldategyensulyi vizsgalatok ugyanakkor azt
tukrozik, hogy legfeljebb egy piridin axialis koordinacidja valésul meg.

A lg(Ki/K;) értékekben mutatkozd kilonbséghez nagymértékben az jarul hozza, hogy a
BIMA [CuL]* és [CuL,]*" komplexeinek képzGdését jelentds geometriavaltas kiséri.

2. A Zn(ll) komplexek NMR spektralis viselkedésénél lehetett-e a lassu csere tartomanyba eso
folyamatokat megfigyelni, ami az NMR spektrumban egyértelmiien megfigyelheto lett volna.

A képz6d6 Zn(11) komplexeket *H-NMR spektroszkdpiaval a Gly-BPMA, a GlyGlyHis-BIMA, valamint
a hisztidin analdg aminosavat tartalmazé di- és tripeptid-szarmazékok esetén vizsgaltuk,
valamennyi esetben annak eldontése volt a cél, hogy a ligos tartomanyban lejatszddd extra
lugfogyaszté folyamat a fémion indukalta amidnitrogén deprotondlédashoz vagy a fémion
hidroliziséhez rendelhetd-e. Az amidnitrogén deprotonalédast a fenti ligandumok kozil csak a Gly-
BPMA esetén igazoltuk. A cink(ll)iont tartalmazé rendszerekben felvett spektrumok valamennyi
esetben azt tiikrdzték, hogy a gyors csere tartomanyba esd folyamatok jatszédnak le. igy a Zn(ll)
hozzaadasara jelek kiszélesedése volt tapasztalhatd, ligandumfelesleg sem tapasztaltuk a jelek
kett6z6dését, a szabad ligandum és a komplexben kotott ligandum jele nem kulonilt el. A Zn(ll)-
Gly-BPMA rendszerben az amidcsoporthoz kapcsolddd CH proton (és az aromas protonok) jelének
kiszélesedésébdl és eltolddasabadl kovetkeztettiink a koordinaciés mddra (1. abra).
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1. 4bra A Gly-BIMA és a Zn-Gly-BIMA rendszerben felvett 'H NMR spektrumok a pH fiiggvényében

3. A szerzo részletesen tanulmanyozta a CuZnSOD enzim szerkezeti modelljét, szerkezet
kialakulasat befolyasolo alapveto tényezoket relevans fémionok komplexeinél. Megleponek
tartom ugyanakkor, hogy még csak kisérletet sem tett — legalabb is értekezésében nem emliti
— hogy heterodinuklearis imidazoldto-hidas komplexek eldallitasaval illetve oldatbeli
vizsgalataval probdlkozott volna. Miért?

A legigéretesebb szerkezeti SOD modell a His-BIMA [CusL,H-s]*" és a dipeptid-BIMA (GlyLeu-BIMA,
LeuGly-BIMA) [Cusl,H_¢] komplexe volt. igy a GlyLeu-BIMA ligandum esetén vizsgaltuk a vegyes
Cu(ll)-Zn(l)-ligandum rendszert. Bar a potenciometrids titralasi gorbe (3. abra) illesztheté olyan
modellel, amelyben a térzskomplexek mellett egy [Cu,ZnL,H_¢] Osszetétel(i komplex is van, de ha
keletkezne is, atfedésben lenne a cink(ll)ion hidrolizisével. Ugyanakkor a tomegspektrometrias
vizsgalatok csak a Cu(ll)-GlyLeu-BIMA torzsrendszerben képz6d6é komplexekkel azonos részecskék
megjelenését igazoltdk (2. dbra), tehat a vegyes Cu(ll),Zn(ll)-komplex keletkezését nem tudtuk
igazolni. Igy ilyen iranyban a vizsgalatainkat nem folytattuk.
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2. dbra A GlyLeu-BIMA (kék), a Cu(ll)-GlyLeuBIMA 1:1 (fekete) és a Cu(ll)-Zn(ll)-GlyLeu-BIMA 2:1:2 (sarga)
titralasi gorbéi (c, = 0,001 M)

cu(l)-zn(I)-GlyLeu-BIMA 2:1:2
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3. dbra A Cu(ll)-GlyLeu-BIMA 1:1 (kék) rendszerben és a Cu(ll)-Zn(l1)-GlyLeu-BIMA 2:1:2 (ciklamen)
rendszerben régzitett témegspektrumok ([CuZnlL,H_g] komplexre: C3gH40Cu;N1404Zn: M: 853,20)



Egyetértek, hogy valdban pontatlan a megfogalmazas.

4. Azt talaltak, hogy a csak oldallancon keresztiili koordinacio esetén a koordindlodo imidazol-
N-ek szamanak novekedésével no ezen komplexek stabilitasa és 4 Im-N esetén ez mar a
fiziologias pH-n lejatszodik. Az 53. abra szerint a tobbi komplex esetén pedig mar savas pH-
n. Nem vilagos a megfogalmazas, hiszen a nagyobb stabilitds kisebb pH-n valo
komplexképzodésnek kedvez

A dolgozat 53. abrajan (4.a abra) két

peptid, az Ac-HisAlaHisValHis-NH, (szaggatott vonal) és az Ac-HisSarHisSarHisSarHis-NH, (S3H4,
folytonos vonal) réz(ll)ionnal alkotott komplexeinek koncentracid eloszlasa lathaté. Az dbra azt is

mutatja, hogy mindkét ligandum esetén lépcsGzetesen képzddik két, illetve harom imidazol-N

koordinacioju komplex, amelynek a megjelenése a 4 hisztidint tartalmazé molekula esetén

valamivel kisebb pH-n figyelhet6 meg. Az S3H4 ligandumnal e két komplexképz6dési folyamatot

koveti a 4 imidazol-N koordinacidju komplex megjelenése. A hisztidinek szamanak névekedésével

igy az a pH tartomany novekszik, ahol az imidazol-N koordinacidju komplexek vannak jelen.
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4. dbra A Cu(ll)-Ac-HisAlaHisValHis-NH, (szaggatott vonal) és a Cu(ll)-Ac-HisSarHisSarHisSarHis-NH,
(folytonos vonal) rendszerben képz6d6 komplexek eloszlasa (a), (b); valamint a Cu(ll)-Ac-HisHisGlyHis-NH,

(szaggatott vonal) és a Cu(ll)-Ac-HisAlaHisValHis-NH, (folytonos vonal) rendszerben képz6dé komplexek
eloszlasa (c), (d);

Talan még szemléletesebben mutatja ezt a 4.b abra, ami az eloszldsban Osszegezve mutatja az

imidazol koordinacidju komplexeket, tiikrozve, hogy a hisztidinek szamanak névekedésével egyre
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szélesebb pH tartomdanyban uralkodd a csak az oldalldncon keresztili koordinacids méd, és egyre
nagyobb pH felé tolédik az [CuH_;L]" komplex képzédése. Osszehasonlitasként a 4.c és 4.d dbra az
eltéré helyzetben 3 hisztidint tartalmazé két peptidre, az Ac-HisHisGlyHis-NHCH; (szaggatott
vonal) és az Ac-HisAlaHisValHis-NH, (folytonos vonal) mutatja be a keletkez6 komplexek eloszlasat
kiilon-kilon, illetve Osszegezve az imidazol koordinaciéju komplexeket. A kedvezébb HXH
szekvenciat tartalmazo peptid esetén a 2 és 3 imidazol nitrogén koordinacidju komplex képzGdése
kisebb pH-n kezd6dik és nagyobb aranyban jelenik meg a komplex, mint az Ac-HisHisGlyHis-NHCH3
peptid esetén. Igy az imidazol koordinaciéju komplexek az Ac-HisAlaHisValHis-NH, ligandumnal
szélesebb pH tartomanyban vannak jelen, és az amidnitrogének deprotonalédasa nagyobb pH-nal
jatszédik le.

Végezetlil még egyszer kdszondm Prof. Kiss Tamdasnak a dolgozatom biralatanak elkészitését és
azt, hogy az értekezés nyilvanos vitara vald bocsatasat javasolja.

Debrecen, 2014. julius 23.

Dr. Varnagy Katalin



