OPPONENSI VELEMENY
Varnagy Katalin
Az imidazolgyiirii szerepe a fémionmegkotésben: oldallancban tobb
donorcsoportot tartalmazo peptidek és szarmazékaik atmenetiféem komplexeinek
egyensulyi és redoxi sajdisagai
cimiit MTA doktori értekezésérol

Varnagy Katalin munkéja a vildgszerte elismert debreceni bio-koordindcios kémiai
iskolaban sziiletett, nem nélkiil6zve hazai ¢és nemzetkdzi egylittmikodésben elért
eredményeket sem. Az értekezés tobb, mint 20 év publikacidinak javat képezd 26
kozleményen alapul, melyhez szdmos kapcsolodo prezentacid is tarsul. E kozlemények a
szakteriilet elismert nemzetkozi folyodirataiban kaptak nyilvanossagot, jelentds szakmai
visszhangot valtottak ki, és a szerzot tobb szakmai-tudomanyos testiiletbe kvalifikaltak. Ezek
alapjan mar eloljaroban leszdgezhetd, hogy Varnagy Katalin munkéassaga feltétleniil megérett
az akadémiai doktori szinten valé megméretésre.

Az értekezés alapvetése, a réz — cink- szuperoxid-dizmutaz (CuZnSOD), e sokoldalu,
oxidativ stressz elleni enzim szerkezeti, egyensulyi és funkcionalis modellezése, a modellek
jellemzése fontos interdiszciplinaris kérdés, melynek megvdalaszoldsara sokoldalu kdzelitést
hasznal. A debreceni bio-koordinacids kémiai iskolaba alapnak tekintett, hagyoményos, pH-
potenciometrias egyensulyi vizsgalatokon tal szamos tovabbi technikat haszndlt a
tanulméanyozott rendszerek jellemzésére. Igy a témavalasztis és a kidolgozas alapossiga
egyarant dicséretes.

A kovetkezokben az értekezés felépitését kovetd sorrendben a tartalomra és formara
vonatkozo kérdéseket, kritikai észrevételeket, hibdkat foglalom 8ssze:

1) A Bevezetés (l.oldal) elején felsorolt, fémion-k6té funkciés csoportok
megnevezése Ugy lenne kovetkezetes, ha valamennyi csoportndl a fémion-k&té format
hasznalna: tehat ha pl, az aszparaginsavnal karboxilat, akkor a ciszteinnél tiolat.

2) Az értekezésben tobbszor fordul eld olyan szovegrész, mint pl. az 1. oldalon is:
woa fO kérdés az, hogy hogyan kotédik a fémion az egyes proteinekhez, enzimekhez, és
hogyan befolydsolja azok mitkodését.” Ebben a felsorolasban egyiitt, mellérendelten szerepel
a vegyiilettipusra utald protein és a biokémiai funkciot megjelslé enzim elnevezeés, ami még
azért is korrigdlando, mert az enzimek is fehérjék, ill. mert a proteinre van elfogadott, magyar
kifejezés. )

3) Rendszeresen duplan (angolul és magyarul is, pl. 3. oldal) hasznalja a soft (lagy) ¢és
hard (kemény) kifejezéseket, bar ezek magyar formajukban meghonosodtak nyelviinkben.

4) Pongyola megfogalmazas azt imi (9.oldal) hogy , A4 keletkezé komplexek
kinetikailag labilisak, igy a komplexképzddésre a gyors egyensuly kialakuldsa jellemzd”. Itt
nyilvan az egyensuly gyors kialakulasaro6l van szo.

5) Van-e magyarazat arra, hogy — mint a 16. oldalon irja — ,,4 diszulfidkén-atom és
réz(ll)-, mikkel(Il)-, cink(Il)ionok kozott dltalaban a tioéterkén-atomokhoz képest is kisebb
mértékii kolesonhatds alakul ki”

6) Tobb helyen is ir (pl. 16. oldal) cisztein csoportrol, ami bizonyara a tiolat vagy tiol-
csoportot jelenti, csak kevésbé szabatosan.

7) A 20. oldalon olvashatjuk, hogy ,,Ez a koordindcio (azaz a hisztidin imidazolon és a
terminalis aminocsoporton keresztiili koordinacid) a peptidnitrogén deprotonalodasat
gatolja.” Kérdés, hogy mihez képest gatolja? A szabad liganduméhoz képest biztosan nem,
hiszen a komplexekben a fémion-koordinacid hatasara az amino ¢€s imidazol csoportokon
keresztill tobblet-elektron-szivas jelentkezik a peptid nitrogénen, igy az ahhoz k6t6dé proton



kénnyebben disszocidl. A fenti megéllapitds nyilvan az imidazol (vagy egyéb harmadik
funkeids csoport) nélkiili esetekre, az ilyen ligandumokkal képz6dd komplexekre igaz.

8) A (16) — (18) egyenletekben, a PSEQUAD ill. SUPERQUAD programokra
vonatkozo anyagmérleg egyenletekbdl hianyzik a Ci-re vonatkozé (ill. a Cy-re vonatkozo
,hibridizalt” forméaban kétszer is megvan).

9) A 101. hivatkozas (Pettit és mtsai) ott nem talalhato.

10) Akadémiai doktori értekezésekben a kisérleti technikék (ill. azok kozil egyesek)
olyan részletes bemutatasa, mint itt a CD spektroszképidé nem sziikséges, kiilondsen, ha
olyan vitathato megallapitast tartalmaz, mint itt a 41. oldalon levd (.,4 koordinacio hatasdara
nemcsak egy donoratom, hanem egy egész ligandum aszimmetrikussa valhat”) Masrészt, az
egyes kisérleti technikak bemutatasanak részletessége €s terjedelme igen egyenetlen.

11) Az 54. oldalon kezd6dé 5.1.1. A bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmazo
ligandumok sav-bazis tulajdonsdgai cimii fejezet nagyobb gondossagot érdemelt volna,
fogalmazas-beli €s szakmai értelemben egyarant.

A kezdd6 mondat (A bisz(imidazol-2-il)-csoport aromas gyiiriiinek protondaldoddsa
valamennyi ligandum esetén a savas tartomanyban lejatszodik (Melléklet, M1 tablazat), a két
protonalt nitrogén kozeli helyzete ugyanis elbsegifi az imidazolcsoport deprotondlddasar) els6
fele az imidazol csoport(ok) protonalédasat, a masodik fele ugyanezek deprotonalodasat irja
le, mikdzben sejtjik, hogy ,,a két protonalt nitrogén” megjeldlés mar nem két, hanem egy
imidazol csoporton beliil értendd. A kdzvetlen folytatdsban azt olvassuk, hogy: Ennek mértéke
fiigg attdl, hogy milyen tavol helyezkedik el egymadstol a két gyiirii. Ez utobbi fliggdség
meglepd, ha a cimben és az els6 mondatban is talalhatd bisz(imidazol-2-il)-csoport, mint a
szoban forgd molekularészlet e bekezdés targyaként még érvényben van, hiszen ebben az
imidazol csoportok tavolsaga (legalabbis a kovalens tavolsag, masrdl azonban nincs szd) a
vizsgalt ligandumok mindegyikében azonos, még ha a kdvetkezd mondat mas vegyiiletekrol
sz0l is.

Az M1 tablazat kozli a vizsgalt 29 bisz(imidazol-2-il) szarmazék deprotonalddasi
allandoit, az 5 kilénb6zé funkcids csoporthoz rendelt formaban. A tablazat felsd soranak
kovetkezetlensége, hogy e csoportok koziil egy (a karboxil) protonvesztés elétti, az amino
protonvesztés utani allapotban van feltlintetve, az imidazol (Im) ill. hisztidin (His) jelslésrol
ez nem derill ki egyértelmilien. Mivel deprotonalddasi allandokrél van szd, helyesebb lett
volna valamennyi csoportot a protonalt forméjadban feltiintetni. Tovabbi elvi hibdja e
tablazatnak és az 5.1.1. fejezetnek, hogy a makroallandokat funkcids csoportokhoz rendeli,
ami nagy gyakorlati hibat talan e vegyiiletek deprotonalodasi major utvonalaban nem okoz,
viszont annal inkdbb sajnélatos, mert a fejezet végén irja, hogy a mikroszkopikus (tehat
csoporthoz rendelhetd) allandokat is meghataroztak és kozolték. Meglepd, hogy a BIMA — ¢
két imidazol és egy amino csoporttal rendelkez6 molekula egyik allanddja eltint, ill. az
indoklas szerint a pH-potenciometridsan nem meérheto, 1.5 alatti tartomanyba esik. Ez azért is
furcsa, mert a bisz-imidazolos elsd és masodik allandok eltérése az Gsszes vegyiiletre szamolt
atlagban 2.25 logK egység, igy a BIMA ,elmaradt” allanddjanak értéke 1.8 logK koriil
varhatd, ami — ha nem is kényelmesen mérhetd modon, de a titralaskor jelentkezik.

E tablazatban taldlkozunk néhany kiugro értékkel is, melyek a valamennyi molekula
részét képezd bisz-imidazol elsé €s masodik allandojanak kiilonbségében jelennek meg. E
kiilonbségek — mint analoég szerkezeti egységeken belill jelentkezd hatdsok — a kiilonbdzo
molekuldkban is nagy allanddésdgot mutatnak. Ez az itt targyalt molekulacsalddon belil is
igazolodik, mert az M1 melléklet 29 vegyiiletébol 28-ra szamolhatd pKy(Im) — pK;(Im)
kiilonbség atlaga 2.25, mindossze 0.22 szazados szorassal, amely képbe a BIP-IleHisGly-OEt,
az o-Glu-BIMA, valamint kisebb mértékben a His-BIMA, az AlaProBIMA és a GlylleGly-
BIMA kevéssé illik bele. Az ez utdbbiaktol megtisztitott, 22 vegyiiletre vonatkozd atlag 2.3,
minddssze 0.13 szdzados pK egység szOrassal, ami mutatja egyrészt e kiillonbségnek a



molekuldk egyéb részeitdl valo fiiggetlenségét, az adatok nagy tobbségének josagat, de azért a
jelentdsebben eltéré BIP-IleHisGly-OEt és a-Glu-BIMA adatok vélhetd pontatlansagat is.

12) A 3. tablazat adatai milyen fémion esetére vonatkoznak?

13) Mi a magyarazata annak, hogy a 3. tablazatban lévé 27 ligandumra vonatkozo
logK’, adatok koziil a legnagyobb, a logK’; adatok koziil pedig a masodik legnagyobb a
funkcids csoportokban legszegényebb vegyiilethez, a BIM-hez tartozik?

14) A 3. tdblazatban 1€vé6 log(K’/K’;) adatokrol emliti, hogy ezek 2 log egység koriili
értékek, az eltérések a koordinalodé ligandumokban a koordindlodd csoportokra jellemzd
protonalodasi  allandokbol adodnak. Ezen adatok kiemelkedden legnagyobbika a
GlyGlyHisBIMA-ra vonatkozd érték (5.35), az egyik legkisebbike a PheHis-BIMA-ra
vonatkozd (1.46), ugyanakkor e ligandumok protonaldédé csoportjai azonos tipustiak és a
protonalddasi allandoik eltérése is meérscékeltnek tekinthetd. Mivel magyardzza ezt a
jelenséget?

15) A (37) — (38) egyenletekben ill. a 6. tablazatban kiilénbozd BIMA és hisztidin-
szarmazékok rézkomplexeinek deprotonalddasi egyenleteit ill. allandoit latjuk. Ezek
lépestzetes deprotondlddasi makroédllandok. Nem kellene-e az o-Glu-BIMA és az a-Asp-
BIMA pK, és pK értekei kozott is meglennie a sziikséges minimalis (mas esetekre az 5.5.1.
fejezetben emlitett) ,,statisztikus esetként” is szamon tartott 0.6 pK egység kiilonbségnek?

16) Mint irja (71. oldal), a Ni(Il)-dipeptid-BIMA rendszerekben képzddnek ....
egymagva NiH_,L,, illetve kétmagva NiH_.sL, NiH_ 4L Gsszetételi komplexek. Az utdbbinal
vagy a , kétmagvi” megjelolés, vagy a képlet téves.

17) A 71. oldal utolsé bekezdésében irja, hogy cink(Il) komplexek esetén a Gly-BIMA
kivételével az amidnitrogén deprotondlodasat sem tudtak kimutatni. Vizsgaltak-e e sorban a
Phe-BIMA ligandumot, melyben az aromas gytirii elektron-szivo effektusa kdvetkeztében az
elektronsiiriiség bizonyosan kisebb, igy a deprotonalodas is kedvezményezettebb.

18) A bisz(imidazol-2-il) és bisz(piridin-2-il) szarmazékok (77. oldal), mint Lewis
bazisok fémkomplex-képz6 és protonalddasi tulajdonsagai k&zott — mint {rja — szamos
analogia figyelhetd meg. De természetesen, eltérések is mutatkoznak. Mi az oka annak, hogy
az analog BIMA és BPMA amino csoportjdhoz rendelt protondlddasi allandok kozott mintegy
0.8 logK kilonbség adodik a BPMA javara, ugyanakkor a masodjara protonalddo csoport
(BIMA esetén az egyik imidazol, BPMA esetén az egyik piridin) bazicitds-csdkkenése (a
BIM-hez ill. BPM-hez képest) - az azonos kovalens tavolsag ellenére - piridin-szarmazékban
joval nagyobb.

19) A tobblet lugfogyassal jard, a sztdchiometriai Osszetételben H., jelolést
eredményez6 komplexképzési folyamatok 6rokzold kérdése, hogy a tobblet lug a kotdtt viz
protonjara fogy (azaz hidroxo-vegyes komplex keletkezik, ami a fémion — ligandum
kolesonhatast nem erdsiti) vagy a ligandum valamely — pl. amid nitrogénjén 1évé — protonjat
semlegesiti, ami viszont a fémion-ligandum kd&lcsonhatas erdsodésével jar. A vizsgalt
rendszerekben milyen jelek ill. modszerek voltak e kérdés eldontésére?

20) Az analog piridin-szarmazékok fémkomplexeinek stabilitdsa alatta marad az
imidazol szarmazékokéinak. Ez kiilondsen jelentkezik a vanadil komplexeknél, melyek
inkabb oxigén, mint nitrogén donoratomu komplexeir6l ismertek. Ennek fényében, és az
imidazol, mint a piridinhez képest kétszer annyi nitrogénnel rendelkezé donorcsoport
ismeretében mi lehet a magyaréazata a jelentdsebb kiilénbségnek?

21) A 80. oldalon olvashaté megallapitds (mely szerint a koordindcios szférabol
kiszoruld piridin gytra — ellentétben az imidazol gytriivel — nem képes hidat képezve ktddni
egy masik fémionhoz) meglehetdsen trivialis, hiszen a piridinben egy nitrogén donoratom
van, ellentétben az imidazolato-hid képzésében részt vevd imidazollal.



22) Tobb helyen (pl. 83. oldal) hasznalja a ,,fiziologias pH” kifejezést, bizonyara a vér
7.4-es pH-jara gondolva. Nem szabad azonban elfelejteni, hogy pl. éhgyomorban a fiziologias
pH 2, egyes bélszakaszokban 9.

23) Az oligopeptidek Cu(Il) komplexeirdl azt olvashatjuk (88. oldal), hogy ,.a
stabilizalo hatas a makrokelat méretének niovekedésével egyre kisebb, igy pl. a CuL
komplexek stabilitasa Gly;His > Gly His > GlysHis sorrendben csokken”. Ehhez képest a 12.
tablazat adatai szerint — a varakozédssal ellentétben - a peptidnitrogének deprotonalodasat
jellemzd pK értékek (legalabbis a pK,, a tobbinek a valtozasa kevéssé karakteres) a fenti
sorban csokkennek. Mivel magyarazhato ez?

24) Az 5.5.1. fejezetben az M16. tablazatra hivatkozva azt irja, hogy ,,az Ac-HHVGD-
NH, peptidet leszamitva a pK ériékek az imidazolcsoporthoz rendelheték”, valamint, hogy az

,Ac-HHVGD-NH; ligandum esetén a legkisebb deprotonaldoddsi dllando az oldallancbeli
karboxildatcsoporthoz rendelheté”. Az M16-os tablazatban azonban latjuk, hogy két tovabbi
vegylletnél, az Ac-HGH-OH-nal és az Ac-HHGH-OH-nal is vannak karboxilcsoporthoz

rendelhetd allandok (amelyek egyébként kisebbek, mint az Ac-HHVGD-NH; karboxiljdhoz
tartozd) és deprotonalddasi allanddja tipikusan (igy itt is) nem karboxilat, hanem karboxil
csoportnak van.

25) Az 5.5.1. fejezetben a kettd, harom vagy négy hisztidint tartalmazd peptidek
kapcsan szo esik az imidazol csoportok hasonld €s egymdashoz kozeli értékér6l, melyek
kiilonbsége ,, a statisztikai értéknek megfeleld 0.6 log egység koril van”. Megjegyzendd, hogy
ez a 0.6-es pK kiilonbség kétcsoportos molekulanal az elsé és masodik makroallando kozott
szilkséges minimalis érték, harom- és négycsoportos esetre nem €rvényes. Haromcsoportos
molekulaban az elsé és harmadik lépcsézetes allandd kozott statisztikus esetben 0.96, mig
négycsoportos molekuldban az elsé és negyedik 1épcsdzetes allando kozott legalabb 1.2 log
egységnek kell lenni. A tébldzat adataibdl egyébként lathatd, hogy a killonbségek ezen
statisztikus eseti kiilonbségeket meghaladjak, ami arra utal, hogy az egyes imidazol egységek
egyedi bézicitdsa — amint az varhato - eltérd, illetve, hogy az egyik imidazol protonalodasa
jelenség igaz.

26) A 101. oldalon azt olvashatjuk, hogy , az oldalldncban jelenlevé valamennyi
hisztidin imidazol-N kotddik a fémionhoz ... ”. Ugyanez taldlhaté a 103. oldalon is. Ez a 47.(a)
abran igaz, a 47. (b) és (c) abran nem, valamint a 48. dbran is csak részben.

A fenti, konkrét kritikai észrevételek nem valtoztatnak azon, hogy Varnagy Katalin
értekezeése igen nagy munkan alapul, lényeges keérdéseket vizsgal, vizsgalataiban szamos
kisérleti technikat (pH-potenciometriat, UV ¢s lathato, cirkularis dikroizmus, NMR, tomeg-,
ESR spektroszkopiat, ciklikus voltammetridt, szuperoxid-dizmutdz aktivitas vizsgalatot és
szintetikus modszereket) alkalmaz, igen nehezen kozelithetd biologiai rendszert modellez,
eredményei rangos nemzetkozi folydiratokban jelentek meg.

Az értekezésben foglaltak a palyazo elézé fokozat-szerzése utan sziilettek, a munka
jelentds ) eredményekkel gyarapitotta a tudoményszakot, az eredmények eredetiségéhez €s
hitelességéhez nem fér kétség.

Mindezen tények és az értekezés fent felsorolt erényei alapjan az értekezés nyilvanos
vitara tlizését és a mi elfogadasat javaslom.

Budapest, 2014. aprilis 25. ) i
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