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I. BEVEZETES, CELKITUZESEK

Régota ismert, hogy bizonyos fémionok létfontossagiak az él6 szervezet
szamara. Szerepet jatszanak a szerves molekulak szintézisében, szallitdsaban, illetve
bioldgiai rendszerek sav-bazis- és redoxi folyamatainak katalizalasaban. Napjainkra az
is egyértelmiivé valt, hogy az €16 szervezetben el6forduld ligandumok koziil a fehérjék
képesek legerésebben megkotni a fémionokat.

A kiilonbozé fémtartalmil enzimek, proteinek és egyéb peptidlancot tartalmazo
vegyiiletek legegyszertibben olyan rendszerekkel modellezhetok, melyek kozponti
ionként valamilyen atmenetifémiont, ligandumként aminosavat, peptidet vagy azok
szarmazékat tartalmazzak. Az elmult években elvégzett vizsgalatok azt mutattak, hogy
a metalloproteinekben a fémionok megkdtésére leggyakrabban a peptidlanc
oldallancbeli donorcsoportjai szolgalnak. Ezek kozott emlithetjik meg a hisztidin
imidazol oldallancat, mely az egyik legfontosabb kdotShelynek tekinthetd, ennek
koszonhetden viselkedését mar kiterjedten vizsgaltak.

A fémion — hisztidin imidazolnitrogén kdlcsonhatasra tobb példat is talalunk a
metalloenzimek korében. A szénsavanhidrazban példaul a cink(Il)ion harom
imidazolgytrithoz, mig a karboxipeptiddzban két imidazolgytirthdz és egy
karboxilatcsoporthoz kapcsolodik. A fémion koordinacidja szintén részben az
imidazolnitrogéneken keresztiil valésul meg a kiilonb6z6 tipusu szuperoxid-diszmutaz
enzimekben is. Erre példaként az eukariotak sejtjeiben miikodé Cu,Zn-szuperoxid-
diszmutdz enzim aktiv centrumat emlitem, amelyben a Cu(Il)-ion négy
imidazolnitrogénhez, mig a cink(Il)ion harom imidazolnitrogénhez ¢és egy
aszparaginsav karboxilatcsoportjahoz kapcsolddik. A Cu,Zn-SOD enzim egyike azon
specifikus enzimeknek, amelyek a sejtekben a szabad gyokok elbontasat végzik.

A Debreceni Egyetem Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportjanak egyik kutatasi
irAnya ezen enzim modellezése. Mivel egy adott modellkomplex szamos feltételnek
kell, hogy eleget tegyen, a mai napig kihivast jelent a kutatok szdmara egy minden
szempontbol megfeleld modellvegyiilet megtalalasa. Koordinacidés szempontbdl az
imidazolgyliri meghatarozd szereppel bir, munkank soran ezért olyan
hisztidintartalmt ligandumokat vizsgaltunk, amelyek réz(Il)komplexében a ligandum
az imidazolnitrogén donoratomokon keresztiil kotddik a fémionhoz makrokelatokat
képezve. A tanulmanyozott ligandumok masik csoportjat a kelatképzé helyzetben
imidazolnitrogéneket tartalmazoé bisz(imidazol-2-il) szarmazékok képezték. Célunk
volt a  kutatocsoportunkban  kordabban  eléallitott  lehetséges — Cu,Zn-SOD
modellvegyiiletek tovabbi jellemzése és a vizsgalatok kiegészitése.
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Harom f6 célt tliztiink ki. Mivel a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak Cu(II)-
kotohelyét modellezd peptidek komplexképzd sajatsagainak tanulmanyozasat Cu(Il)-
ionokkal mar korabban elvégezték, igy Cu(Il)-ionok jelenlétében néhany kiegészitd
mérést végeztiink. A tovabbiakban kiterjesztettiik a peptidlancban kiilonbozo helyen és
szamban hisztidint tartalmazo védett peptidek oldategyensilyi jellemzését olyan
fémionokra, amelyek az él6 szervezetben nyomelemként fordulnak el6; valasztasunk a
nikkel(Il)- és a kobalt(Il)ionokra esett. A nikkel(II)ion tobb enzimben fordul eld
valtozatos koordinacios kdrnyezetben; a kobalt szerepe a Bj,-vitaminhoz kdthets. A
kobalt(Il)iont tartalmazo6 rendszerek vizsgalatanak jelent0sége egyrészt abban all, hogy
a kialakulé6 komplexek nagy geometriai valtozatossagot mutatnak. Masrészt a
kobalt(Il)komplexek viselkedése analogiat mutat a cink(Il)iont tartalmazé rendszerek
viselkedésével, mely ion komplexei nehezen vizsgalhatok. igy a kobalt(Il)komplexek
minden szempontbo6l jo modellnek mindsiilnek.

Ezen vizsgalatokat kovetden az emlitett ligandumok Cu(Il)-komplexeinek
kémiai kisérleti modszerekkel kivitelezhetd hatasvizsgalatat végeztiik el. Munkank
masodik fazisaban a peptidek és a bisz(imidazol-2-il) szarmazékok Cu(ll)-ionokkal
valo  komplexképzodésének —ismeretében azon komplexek redoxi paramétereit
hataroztuk meg, amelyekben a fémion koordindcioja az oldallancban talalhato
imidazolnitrogéneken keresztiil valosul meg. Célunk a Cu(ll)-komplexek redoxi
sajatsagainak  jellemzése volt egy  szisztematikus  ciklikus  voltammetrias
kisérletsorozaton keresztiil. A mérések lehetGséget adtak annak eldontésére, hogy
redoxipotencial értekeik alapjan képesek lehetnek-e ezek a komplexek a szuperoxid
gyokanion elbontasara.

A munka harmadik szakaszaban a szerkezeti és redoxi szempontbol igéretesnek
bizonyulo Cu(ll)-komplexeket vizsgaltuk tovabb, a SOD-aktivitasukat hatdaroztuk meg.
Kiilonbozé pH-értékeken végeztiink méréseket a szakirodalombol ismert indirekt SOD-
aktivitast méré modszer felhasznaldasaval, spektrofotometrias technika segitségével. A
SOD-aktivitas mérések soran azt is tanulmanyoztuk, hogy megfigyelhet6-e korrelacio
egy komplex stabilitasa, redoxipotencial értéke és SOD-aktivitasa kdzott.
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II. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

pH-potenciometrias modszerrel hataroztuk meg a ligandumok protonalodasi
allandoit és a réz(Il)-, nikkel(II)- és kobalt(Il)komplexek stabilitasi allandoit.
Valamennyi altalunk vizsgalt vegyiilet vizoldhatd, ezért vizes oldatokat
tanulméanyoztunk (T = 298 K; I = 0,20 mol/dm®). A fémion/ligandum aranyt 1:5 és 2:1
kozott valtoztattuk. A potenciometrids mérések kiértékelését szamitdogépes program
segitségével végeztik el. A kisérleti adatokbol a fémkomplexekre meghatarozott
stabilitasi szorzatokat a PSEQUAD és SUPERQUAD szamitdgépes programokkal
szamitottuk ki. A kapott stabilitasi allando értékek alapjan a rendszerre jellemzd
koncentracioeloszlasi gorbéket SED program segitségével szerkesztettiik meg.

UV-lathato spektrofotometrias vizsgalatokat végeztink a réz(Il)-, a
nikkel(Il)- és a kobalt(II)ionokat tartalmazo rendszereken. A spektrumokat Hewlett-
Packard HP 8453 tipusu egysugaras, diddasoros, valamint Perkin Elmer Lambda 25
tipust kétsugaras fotométereken, 1,000 cm-es kiivettaban vettiik fel kiilonb6z6 pH-
értekeken, kiilonb6z6 fémion/ligandum aranyoknal. A kapott spektrumok elemzését
egyrészt a gyartdo cég altal biztositott kezeld- és kiértékeld programmal végeztik,
masrészt a PSEQUAD program segitségével az egyes komplexek spektrumat is
meghataroztuk. A spektrumok elemzésével a képzodott komplexek szerkezetére,
geometriajara tudtunk kovetkeztetni.

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia optikailag aktiv, azaz
diszimmetrikus fémkomplexek szerkezetének felderitésében széles korben hasznalt
modszer. Ezen modszert mi réz(IT)- és nikkel(Il)-peptidkomplexek tanulmanyozasara
hasznaltuk. A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén egy
JASCO J-810 spektrométeren végeztiikk. A spektrumokat szobahdmérsékletli vizes
oldatokban vettiik fel kiilonb6zo pH-értékeknél illetve 1:1, 1:2 fémion-ligandum
aranyoknal. A kapott CD gorbék elemzését egyrészt a gyartd cég altal biztositott
kezel6- és kiértékelé programmal végeztilk, masrészt a PSEQUAD program
segitségével az egyes komplexek spektrumat is meghataroztuk.

'"H NMR spektroszkopias méréseket az altalunk vizsgalt komplexek koziil
egyes nikkel(Il)komplexek esetében végeztiink. Valamennyi esetben a siknégyzetes
[NiLH 3] osszetételii komplex spektrumat vizsgaltuk erésen lugos oldatokban D,O-
ban készitett mintdkkal. A kapott spektrumokat a BRUKER AM360 NMR
spektrométer sajat szoftverjével, illetve az 1D WINNMR programmal értékeltiik ki. A
kémiai eltolodas értékének valtozasa (a szabad ligandumhoz viszonyitva), a jelek
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szama ¢és felhasadasa informaciot szolgaltatott a komplexek koordinaciés modjarol,
illetve az esetleges izomerekrol.

Ciklikus voltammetria segitségével a réz(I)komplexek redoxipotencial
értékeit hataroztuk meg. Méréseinket egy Metrohm gyartmanya 746 VA Trace
Analyzer késziilékkel végeztiik el, amelyhez egy 747 VA Stand csatlakozott. A mintak
méréséhez klasszikus haromelektrodos rendszert hasznaltunk. A mérések vezérlését a
gyartd cég altal biztositott szoftverrel valdsitottuk meg szamitdgép segitségével. A
kapott voltammogramokat a CACYVO programmal értékeltiik ki, és a leolvasott
adatokbdl szamoltuk ki a sziikséges paramétereket (a féllépcsOpotencial értéket, a
csticsszeparacio értékét és a csucsaram értékek aranyat). A szamitott értékek megadtak
a komplexek redoxipotencial értékeit, és jelzés értékiiek voltak a redoxi atalakulds
reverzibilitasa szempontjabol.

Szuperoxid-diszmutiz aktivitast a kozvetett technikdk koziil az egyik
legelterjedtebb moddszer, a xantin-xantin-oxidaz reakciojaban in situ elGallitott
szuperoxid gydkanion és a nitroblue-tetrazolium-klorid (NBT) kozotti reakciod
spektrofotometridas nyomon kovetésével mértiink. A SOD-aktivitds méréseket
foszfatpufferes kozegben végeztiik el, Osszehasonlitas céljabol a nativ enzim és a
Cu(Il)-foszfat rendszer aktivitasat is vizsgaltuk. Az abszorbanciavaltozast 560 nm-en
kovettik nyomon egy Perkin Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras fotométer
segitségével, majd Excel programmal abrazoltuk az eredményeket. A szamolt
adatsorokra Scientist programmal illesztettiink telitési gorbét.
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IIL. VIZSGALT LIGANDUMOK

A vizsgalt ligandumok (1., 2. abra) egy része kereskedelmi forgalomban
kaphat6 volt, ezeket kiilonbozé finomvegyszert forgalmazo cégektdl szereztiik be. Az
N-Ac-hisztamint az Aldrich, az N-Ac-hisztidint a Sigma, az Ac-HGH-OH, Ac-HGH-
NHMe, Ac-HHGH-OH ligandumokat a Bachem, az Ac-HGGH-NH,, Ac-HVVH-NH,
¢és az Ac-HHGH-NH, peptideket a Genscript cégektdl vasaroltuk. A bisz(imidazol-2-
il)-szarmazékokat az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportjaban Siiliné Dr. Vargha
Helga és munkatarsai allitottdk el6. A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumat modellezd
peptideket (Ac-HHVGD-NH,, Ac-HAHVH-NH,, Ac-HAHPH-NH,, Ac-HGHVH-
NH,, AccHVHAH-NH,, Ac-HVHGH-NH,, Ac-S1H2-NH,, Ac-S2H3-NH,, Ac-S3H4-
NH,) Dr. Kéllay Csilla szintetizalta Gordgorszagban, a loanninai Egyetemen
(University of loannina), szilardfazisu peptidszintézissel. Ugyanezen technika
segitségével allitottam el az Ac-TKHM-NH, tetrapeptidet a Cataniai Egyetemen
(Universita degli Studi di Catania), Olaszorszagban a Liberty peptidszintetizald
berendezés segitségével.
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2. abra: Ciklikus
voltammetriaval és/vagy
SOD aktivitas mérésére

h) bisz(imidazol-2-il)metan (BIM)
1) bisz(imidazol-2-il)metilamin (BIMA)
- j) Z-glicil- bisz(imidazol-2-il)metilamin (Z-Gly-BIMA)
ig‘cﬂ:ﬁiz‘fﬁ%ﬁ:‘rﬁf k) Z-alanil- bisz(imidazol-2-il)metilamin (Z-Ala-BIMA)
lican. dumokg 1) B-alanil- bisz(imidazol-2-il)metilamin (B-Ala-BIMA)
5 m) hisztidil- bisz(imidazol-2-il)metilamin (His-BIMA)
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IV. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. pH-potenciometrias eredmények

A) A vizsgalt ligandumok réz(II)komplexei

Két, egy- illetve két hisztidint tartalmazé peptid (Ac-TKHM-NH,, Ac-HGGH-NH,)
sav-bazis sajatsagait jellemeztiik pH-metrids modszer segitségével, komplexképzo
sajatsagukat réz(Il)ionok jelenlétében vizsgéltuk. A vizsgalatok soran meghataroztuk a
komplexek stabilitasi allandoit, szerkezetiiket pedig UV-lathaté spektrofotometrids és
CD spektroszkopias mérésekkel jellemeztiik.

1.1. Az egy hisztidint tartalmazd tetrapeptid (Ac-TKHM-NH,) esetében
megallapitottuk, hogy a hisztidin oldallanc imidazolnitrogénje a f6 fémion-kotohely.
Ez a kotésmod lehetvé teszi a hisztidint megel6z6 két amidnitrogén deprotonalodasat
és koordinacidjat, és az [N, N, N(Im)] koordinaciéval kialakuldé részecske az
uralkod6 az 5,5-7,0-es pH-tartomanyban. Ezen részecske szabad koordinaciés helyei-
nek kdszonhetden a gyengén koordinalodo oldallanc is fémion-megkotoként 1ép fel.
1.2. A pH-potenciometrids és a spektroszkopids adatok Osszevetése soran
megfigyeltiik, hogy a treonin aminosav —OH-csoportjanak stabilizal6 hatasa van. Ez a
hatas akkor jelenik meg, ha az —OH-csoportot tartalmazé aminosav két hellyel eldzi
meg a hisztidint a peptidlancban. Ezen megallapitas Gsszhangban van a korabbi
irodalmi adatokkal is.

1.3. Megallapitottuk, hogy a két hisztidint tartalmazé Ac-HGGH-NH, peptid
réz(Il)ionok jelenlétében hasonldéan viselkedik, mint ahogy azt egy¢b, tobb hisztidint
tartalmazé védett peptidnél megfigyelték. A fiziologias pH-tartomanyban az
imidazolnitrogének koordinaciéjaval [CuL]*" komplex képz6dik, de ennek stabilitasa
kisebb, mint a HXH aminosav-szekvenciat tartalmazé peptidek esetében. A peptid kis
méretének koszonhetden jelentés mennyiségii [CuL,]* biszkomplex képzddik.

1.4 Megfigyeltik, hogy a két imidazolnitrogén koordinacidja nem tudja
megakadalyozni az amidnitrogének deprotonalodasat; nagyobb pH-n végbemegy a két
amidnitrogén deprotonalddasa egy kooperativ folyamat soran, amelyet az UV-lathato
spektrumban a kisebb hullamhosszak felé vald eltolddas is jelez. A kialakulo [N, N7,
N(Im)] koordinacidban az N-terminalis hisztidin nem vesz részt (ellentétben a HXH
szekvenciat tartalmazd peptidek komplexképzodésével). A harmadik amidnitrogén
deprotonalodasaval [CuLH ;]° komplex képzddik, melyben a deprotonalodast leird
kisebb pK-értékre egy lehetséges magyarazat az N-termindlis hisztidin
imidazolnitrogénjének gyenge axialis kolcsonhatasa.
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B) A vizsgalt ligandumok nikkel(II)- és kobalt(II)komplexei

Néhany két- vagy harom hisztidint tartalmaz6 peptid (Ac-HGH-NHMe, Ac-HGGH-
NH,, Ac-HHGH-NH,, Ac-HAHVH-NH,, Ac-HGHVH-NH,, Ac-HVHGH-NH,)
esetében a nikkel(II)- és kobalt(Il)komplexek vizsgalatat is elvégeztiik.

1.5. Valamennyi ligandum esetében azt talaltuk, hogy a két-, harom- illetve négy
imidazolnitrogén koordinacidjaval kialakuld6 ML komplexek (3.a) abra) a dominans
részecskék a fiziologids pH-tartomanyban. Megallapitottuk, hogy alapvetden harom
tényez0 befolyasolja ezen komplexek stabilitasat:

— Az aminosav-lancban helyet foglal6 hisztidinek szama: minél nagyobb a koordi-
nalodott imidazolnitrogének szama, annal nagyobb stabilitasu komplexek
keletkeznek.

— A  hisztidinek egymashoz viszonyitott helyzete: megfigyeltiik, hogy a
legstabilisabb komplexek akkor keletkeznek, amikor a HXH szekvenciat
tartalmazza az aminosav-lanc.

— A fémion mindsége: a vizsgalt nikkel(Il)komplexek stabilitdsa nagyobb, mint a
kobalt(Il)komplexeké, amely eredmény Osszhangban van az Irving-Williams
sorral.

Amennyiben jelen van szabad karboxilatcsoport, gy az is stabilizdlja a kialakulo
komplexszerkezetet. Ez kiilondsen a kobalt(I)komplexek esetében jelentds.

1.6. A nikkel(IT)ionokat tartalmazé rendszerekben a pH emelésével a két amidnitrogén
deprotonalodasa figyelhetd meg, amely kooperativ moédon megy végbe. A HXH
szekvenciat tartalmazo peptidek esetében a kialakuld [NiLH ,] részecskében [N(Im),
N, N7, N(Im)] koordinacié valosul meg (3.b) abra). Nagy pH-n lejatszodik a harmadik
amidnitrogén deprotonalodasa is [NiLH ;] komplex képzodését eredményezve [N,
N7, N, N(Im)] koordiniciéval. Amennyiben a hisztidinek tavolabb (HXXH
szekvencia) helyezkednek el egymastol, a harom amidnitrogén egy 1épésben torténd

deprotonalddasa figyelhetd meg.
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1.7. A harom hisztidint tartalmazé pentapeptidek esetében izomer szerkezetek
kialakuldsara is van lehetéség. A CD és a 'H NMR vizsgilatok alapjan
megallapitottuk, hogy bar a fémion altalaban inkabb a C-terminalis részen kotédik, a
mésik izomer is megjelenik minden esetben. A 'H NMR vizsgalatok segitségével az
Ac-HGHVH-NH, ligandum esetében a [NiLH ;]” komplex két izomerjének aranyat is
megbecsiiltik, amely a C-terminalis €és az N-terminalis részen kot6do fémiont
tartalmaz6 komplexek esetében 83% és 17%-nak adodott.

1.8. A peptidek nikkel(I)komplexeinek vizsgalata soran rogzitett UV-lathato
spektrofotometrias és CD spektroszkopids adatokbol tudtunk szadmolni egyedi
spektrumokat is a [NiLH ,] és a [NiLH 3] komplexek esetében. Megallapitottuk, hogy
ha a ligandum C-terminalis részének szekvencidja GXH, akkor mind a [NiLH ,] mind
a [NiLH ;]” komplex esetében a CD spektrumban ellentétes Cotton-effektus jelenik
meg.

1.9. A pentapeptidek szerkezetiikb6l adoddan képesek két nikkel(II)ion megkdtésére
is. Fémionfelesleget tartalmazd oldatokban [NiLH ,]**, [Ni,LH4] és [Ni,LH s]”
Osszetételli komplexek keletkeznek. Ezekben a komplexekben a fémionok a hisztidin
imidazolnitrogénjéhez és az amidnitrogénekhez koordinalddnak.

1.10. Kobalt(Il)ion jelenlétében a kialakuld6 ML komplexek nem elég stabilisak ahhoz,
hogy megakadalyozzak a fémion hidrolizisét, igy a ligos pH-tartomanyban a fémion
hidrolizise és csapadékképzodés volt megfigyelhetd.

2. Ciklikus voltammetrias vizsgalatok eredményei
A pH-potenciometrias vizsgalatok alapjan azt lattuk, hogy tobb ligandum esetében is
kialakulnak olyan komplexek, amelyekben a fémion imidazolnitrogéneken keresztiil
koordinalodik. Ezen komplexek szerkezeti szempontbdl a Cu,Zn-SOD enzim Cu(Il)-
kotohelyének megfeleld modelljei lehetnek. Ennek alapjan a munka folytatasaként az
imidazolnitrogénes koordinacidéji komplexek redoxi paramétereinek vizsgalatat
végeztilk el. Az egyensulyi vizsgalatok alapjan harom ligandumtipus Cu(Il)-
komplexeit tanulmanyoztuk vizes oldatban ciklikus voltammetria segitségével:

— egyszerQ hisztidinszarmazékok;

— multihisztidin peptidek;

— bisz(imidazol-2-il) szarmazékok.
A kapott redoxipotencial értékek informaciot adhatnak a Cu(Il)-komplexek SOD-
aktivitasarol. Ahhoz, hogy egy komplex képes legyen a szuperoxid gyokanion
elbontasara redoxipotencial érteke —0,16 V és +0,89 V koz¢é kell, hogy essen.
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Vizsgalatainkhoz kifejlesztettiink egy mikrocellat, amelyben igen kis mintamennyiség
alkalmazésaval is végre tudtuk hajtani méréseinket. Megallapitottuk, hogy legalabb 6t-
vagy tizszeres ligandumfelesleg mellett tudunk értékelheté voltammogramokat
rogziteni. Megfigyeltik, hogy a redoxi folyamatok soran kvazireverzibilis,
egyelektronos folyamatok jatszodnak le.

2.1. Szisztematikus kisérletsorozatunkban el6szor a Cu(Il)-hisztidin rendszert, illetve a
kiilonb6zé egyszerti hisztidinszarmazékok (N-Ac-hisztidin, N-Ac-hisztamin) Cu(II)-
komplexeit vizsgaltuk. Osszehasonlitasképpen néhany egyszerti aminosav Cu(Il)-
komplexének redoxipotencial értékeit is meghataroztuk. Osszevetve a nem
koordinal6dd oldallancot, illetve oldallancban gyengén koordinal6dd donorcsoportot
tartalmazé aminosavak Cu(Il)-komplexeinek redoxipotencial értékeit azt allapitottuk
meg, hogy az oldallanc mérete a meghatarozo, nagyobb méretii oldallanc csokkenti a
redoxipotencial értéket. Az er6sen koordinalodo oldallancot tartalmazd hisztidin
esetében azonban mar joval jelent6sebb redoxipotencial csdkkenés figyelheté meg.

22. A multihisztidin peptidek [CuL]*" és [CuL,]*" komplexeire meghatarozott
redoxipotencial értékek alapjan megallapitottuk, hogy a komplexek redukéalhatosaga az
alabbi tényezoktol fiigg:

— A hisztidin aminosavak szama a peptidlancban: megfigyelhet6, hogy a
redoxipotencial értéke csokken a koordinalt imidazolnitrogének szamanak
novekedése fiiggvényében (4. a) abra);

— A hisztidinek elhelyezkedése a peptidlancban: a hisztidinek tavolsaganak
novekedése noveli a redukalhatosagot.

— A komplex stabilitasa: minél stabilisabbak a komplexek, annal nehezebb
redukalni a fémcentrumot. Ezen korrelaciot mutatja be a 4. b) abra.

2.3. A tovabbi vizsgalatokban a csak imidazolnitrogénes koordindciot tartalmazo
komplexek redoxipotencial értékeit hataroztuk meg. Mérési koriilményeink kozott a
kiilonb6z6 bisz(imidazol-2-il) szarmazékok esetén a 4 imidazolnitrogén koordinacioju
[CuL,] és [CuL,H,] komplexekre jellemz6 redoxipotencial értékeket hataroztuk meg.
Ezekben a komplexekben a kelatképzd helyzetben 1évo két imidazolgyiir(i kapcsolodik
a fémionhoz. A kapott redoxipotencial értékek valamennyi esetben ~0 V-nak adodtak.
Megfigyeltiik, hogy a koordinalddé molekula mérete jelentésen nem befolyasolja a
redoxipotencial értékét.

Valamennyi meghatarozott redoxipotencial érték a —0,16 - +0,89 V tartomanyba esik,
igy ezen komplexek képesek lehetnek a szuperoxid-gydkanion elbontasara.
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IwA) [ -8,00 045
040

0,35

-0.50 1,00 E(v) 0,30
E(V) 0,25
—2 N(Im) 020 .
- - 3N(Im) k
' 4 N(Im) 0,15 4
55 6,5 logp 75 8.5 9,5
8,00
a) b)

4. abra: a) A ciklikus voltammogramok valtozasa a koordinalt imidazolnitrogének
szaménak fliggvényében; b) A [CuL]*" komplexek redoxipotencial értékei abrazolva a
komplexek bruttd stabilitasi allandoi logaritmusanak fiiggvényében: (a) Ac-HVVH-
NHy; b): Ac-HGGH-NH,; ¢) Ac-HHVGD-NH,; d) Ac-HGH-NHMe; e¢) Ac-HHGH-
NHMe; f) Ac-cHVHGH-NH,; g) Ac-HAHPH-NH,; h) Ac-HAHVH-NH,; i) Ac-S2H3-
NH,; j) Ac-HVHAH-NH»; k) Ac-S3H4-NH»)

Az adatok alapjan megallapithatjuk, hogy redoxi szempontbol a hisztidintartalmu
peptidek makrokelat tipusti koordinacidt tartalmazé Cu(Il)-komplexei jobb SOD-
modellek, mint a kelat tipusti koordindciot tartalmazoé bisz(imidazol-2-il) szarmazékok
Cu(Il)-komplexei.

3. Szuperoxid-diszmutaz aktivitas vizsgalatok

Elektrokémiai vizsgalatainkat kovetden a redoxi szempontbdl igéretesnek tiind
imidazolnitrogénes koordinaciot tartalmazé Cu(Il)-komplexek (bisz(imidazol-2-il)
szarmazékok és multihisztidin peptidek Cu(Il)-komplexei, 5. a) és b) abra) szuperoxid-
diszmutaz aktivitdsat mértiik meg. Kiegészitettiik a tanulmanyozott komplexek korét a
Cu(II)-His-BIMA rendszerben képz6d6é imidazolatohidas komplex vizsgalataval is (5.
c) abra).

[} H’? 9
/\\C/N\CH’&N—CH»!O\ _~CH3
o HN—GH LY N
>\C/ HZ\C s
CH,
7 N
H;C\l‘\ HJ .
o /c\
/ e N
o M AL
\ H
CHj
5. abra: Jelentds SOD-aktivitassal rendelkez6 Cu(Il)-komplexek szerkezete
a) [CuL]*" L:Ac-S3H4-NHy; b) [CuL,]*" L: BIMA; ¢) [CusL,H4]*" L: His-BIMA
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3.1. A vizsgalati médszer paramétereinek bedllitdsa soran megallapitottuk, hogy a
vizsgalati koriilmények kozott (pH = 6,8; 7,4; nagy (¢ = 5107 mol/dm®) HPO>™ és
~10° mol/dm® Cu*'-ion koncentracid) jelentds mértékben moédosul a kialakuld
komplexek mennyisége az oldategyenstlyi és elektrokémiai vizsgalatoknal
alkalmazott koriilmények kozott kiszamitott részecskeeloszlashoz képest. A kiilonb6zo
pH-értékeken végzett sajat méréseink egymassal és az irodalmi adatokkal vald
Osszevetése csak akkor volt lehetséges, ha az adott koriilmények k6zott, a nativ enzim
SOD-aktivitasanak ismeretében, az Gn. relativ aktivitas értéket hataroztuk meg.

Cu,Zn-SOD

100% +

Cu(ll)-Ac-S3H4-NH, = 1:10
N

80% -

60% -

inhibicié%

40%
Cu(ll)-HisBIMA = 1:10

20% |

0% T T T T T T
0,0E+00 1,0E-07 2,0E-07 3,0E-07 4,0E-07 5,0E-07 6,0E-07 7,0E-07

c(Cu(ll)-komplex)

6. abra: Inhibicio-koncentraci6 adatsorok a
kiilonbz6 Cu(Il)-komplexek esetében (pH = 7,4)

3.2. Az 1. tablazatban 6sszefoglalt SOD aktivitas adatok alapjan megallapitottuk, hogy
a vizsgalt komplexek kozott két esetben figyelheté meg jelentGsebb mértéki
aktivitasnovekedés:
— a négy imidazolkoordinacioju, HXH szekvencidt tartalmazé multihisztidin
peptid [CuL]*" komplexénél (5 .a) 4bra),
— a Cu(Il)-His-BIMA rendszerben képzdd6, harommagvi imidazolatohidas
[CusL,H_4]*" komplexnél (5. c) dbra, 6.).
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1. tablazat: A vizsgalt Cu(Il)-komplexek SOD-aktivitas értékei kiegészitve a nativ enzim és a
Cu(HPO,) rendszer aktivitasaval

IC Relativ
pH=638 50 aktivitas Részecskék Koordinaciés méd
[mM] (%)
Cu,Zn-SOD 0,0030 100 - -
Cu"(HPO,) 0,25 1,20 - —
Cu™-Ac-HGGH-NH, | 027 1,11 [CuL]” 2 x N(Im)
Cu"™-Ac-HVVH-NH, | 0,20 1,50 [CuL]” 2 x N(Im)

1 2+ + 2 x N(Im);
Cu"-Ac-S1H2-NH, 0,21 1,43 [CuL]*"; [CuLH_] 2% N(Im). N
1 2+, + 3 x N(Im);
Cu"-Ac-HHGH-NH, | 0,17 1,76 [CuL]*"; [CuLH] 2% N(Im), N
I 2+, + 3 x N(Im);

Cu™Ac-HAHPH-NH, | 0,12 2,50 [CuL]*"; [CuLH ] N(Im). N
Cu-Ac-S2H3-NH, 0,24 1,25 [CuL)®; [CuLH ] 3 x N(Im)
Cu"™-Ac-S3H4-NH, 0,11 2,73 [CuL]” 4 x N(Im)

Cu"-B-Ala-BIMA 0,15 2,00 [CuL,** 4 x N(Im)
pH=74
Cu,Zn-SOD 0,0044 100 - -
Cu"(HPO,) 0,34 1,29 - -
1 [CuLH_ ;] 2 xN(Im), 2 xN7;

Cu™Ac-HGGH-NH, | 0,38 1,16 (ICuLHA]) N(Im). 3 % N
Cu™-Ac-HVVH-NH, | 0,63 0,70 [CuL* 2 x N(Im)

Cu'-His-BIMA (1:10) | 0,64 0,69 [CuL,H]*" 3 x N(Im)

I [CuLH_]"; 3xN(Im), N;
Cu"-Ac-S2H3-NH, 0,15 2,93 (CuLT) 3 N(Im)
gy . 2+ 4 x N(Im)

Cu"-His-BIMA (3:2) | 0,070 6,29 [CusL,H 4] tirmidazoldto hid

Cu"-Ac-S3H4-NH, | 0,046 9,56 [CuL]* 4 x N(Im)

13
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V. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

Kutatomunkank soran tdbb olyan hisztidintartalmu peptid és bisz(imidazol-2-il)
szarmazek vizsgalatat végeztiik el, amelyek Cu(Il)-ionokkal kialakulé komplexei
szerkezeti szempontbol a Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz enzim modelljei lehetnek.
Meéréseink azt is megmutattak, hogy mas, a szervezetben nyomelemként el6forduld
fémion jelenlétében hogyan viselkednek ezek a ligandumok.

Vizsgalataink soran megbizonyosodtunk arrdl, hogy az imidazolnitrogénes
koordinaciét tartalmazoé makrokelatos komplexek és a kelatképz6 helyzetben
imidazolnitrogéneket tartalmazé Cu(Il)-bisz(imidazol-2-il) komplexek redoxi
szempontbol igéretes modellek. Az elvégzett SOD aktivitas vizsgalatok azt mutattak,
hogy a négy hisztidint tartalmazé heptapeptid [CuL]** komplexe és a His-BIMA
imidazolatohidas komplexe jelentds SOD aktivitast mutat. Bar ezek az értékek még
mindig elmaradnak a nativ enzim aktivitasatol, a korabbi irodalmi adatokhoz képest
igéretesek. Igy megallapithatjuk, hogy ezek a ligandumok megfelelé kiindulopontot
jelenthetnek olyan molekuldk tervezésében, amelyek Cu(Il)-komplexei a SOD enzim
nagyon jo szerkezeti és funkcionalis modelljei lehetnek.
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L. INTRODUCTION AND THE AIM OF THE WORK

It is well-known that some metal ions are essential for living organisms. They
play important roles in the synthesis and transport of organic molecules and in
catalyzing acid-base and redox processes of biological systems. It is also obvious that
among the organic compounds proteins play the most important role in the metal ion
binding.

The various metalloenzymes, proteins and other compounds containing peptide
chains can be modelled by such systems that contain some kind of transition metal ion
as a central ion and amino acids, peptides or peptide derivatives as ligands. Studies
that have been carried out recently have demonstrated that the most frequent binding
sites in proteins are the side-chain donor groups of the protein framework. One of the
primary binding sites for metal ions is the imidazole side-chain of the histidine that is
why the role of histidine has been thoroughly studied in the past decades.

Several examples can be found among the metalloenzymes for the metal ion —
histidine interaction. In the case of carbonic anhydrase, three binding sites of zinc(II)
ion are occupied by imidazole nitrogens while a water molecule occupies the forth
one. The zinc(I) ion is bound by two imidazole rings and a carboxylate group in the
carboxy peptidase. In the group of superoxide-dismutase enzymes there are several
examples for the same way of coordination. Taking Cu,Zn superoxide dismutase
enzyme as an example, in the active centre the Cu(Il) ion is bound through four
imidazole nitrogens while the zinc(Il) ion is coordinated through three imidazole
nitrogens and the carboxylate group of an aspartic acid. Cu,Zn-SOD is one of those
specific enzymes that catalyze the disproportionation of superoxide to hydrogen
peroxide and dioxygen in the cells.

One of the research fields of the Bioinorganic Research Group at the University
of Debrecen is the mimicking of this enzyme. As a model complex should fulfil
several criteria, it is still a challenge for the researchers to find a model compound that
satisfies all the requirements. From a coordination point of view the imidazole ring has
a major role thus during our research work we studied such histidine containing
ligands in which the ligand is coordinated to the metal ion through the imidazole
nitrogen donor atoms forming a macrochelate ring. The other group of the studied
ligands includes derivatives of bis(imidazol-2-yl)methane that contain imidazole
nitrogen atoms in chelatable position. Our aim was the further characterization of
model compounds that were previously synthesized in our research group for
mimicking the Cu,Zn-SOD enzyme.
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We set three major aims. As the complex formation properties of peptides
modelling the Cu(Il) binding site in the active centre of Cu,Zn-SOD enzyme have been
characterized earlier, we carried out a few additional measurements in the Cu(Il) ion —
ligand systems. We expanded the study of the complex formation processes of
protected peptides containing histidine in different location and number in the peptide.
We chose such metal ions that appear in the living organisms as trace elements,
namely nickel(Il) and cobalt(Il). Nickel(II) ion appears in several enzymes in varying
coordination environments while the role of cobalt(Il) ion can be related to vitamin
Bj,. The reason why it is worth studying cobalt(Il) containing systems is that
complexes formed in these systems show great geometrical diversity. On the other
hand, cobalt(Il) complexes behave similarly to zinc(Il) complexes that can be
investigated with great difficulty. Thus cobalt(Il) complexes can be good models from
every point of view.

After the solution equilibrium studies we investigated the activity of the Cu(Il)
complexes of the above mentioned ligands. In the second phase of our work we
determined the redox parameters of those Cu(ll) complexes in which the metal ion is
bound to the peptide through side-chain imidazole nitrogens. Our aim was the
characterization of the redox properties of copper(Il) complexes in a systematic cyclic
voltammetric test series. The measurements helped us to decide whether these
complexes — based on their redox potential values — can be capable of decomposing
superoxide anion or not.

In the third phase of our work we measured the SOD activity of those complexes
that were promising models both from a structural and a redox point of view. We
carried out measurements at different pH values by applying the indirect SOD activity
assay by means of spectrophotometric technique. During these studies we were also
interested to see if there is any correlation between the stability, redox potential value
and SOD activity of a complex.
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II. EXPERIMENTAL METHODS

Protonation constants of the ligands and the stability constants of the copper(1l),
nickel(IT) and cobalt(II) complexes were determined by potentiometric titration. All
the studied compounds are water soluble so the measurements were carried out in
aqueous solutions (T = 298 K; I = 0.20 mol/dm®). The metal ion/ligand ratio was
ranging between 1:5 and 2:1. The evaluation of the potentiometric measurements was
done with the help of computational programs. The protonation constants of the
ligands and the overall stability constants of the complexes were calculated by means
of the general computational programs, PSEQUAD and SUPERQUAD. Based on the
calculated stability constants the concentration distribution curves for the metal/ligand
systems were constructed by SED program.

UV-Vis spectrophotometric measurements were carried out in the copper(Il),
nickel(IT)- and cobalt(Il)-ligand systems. The spectra were recorded on Hewlett
Packard HP 8453 diode array and Perkin-Elmer Lambda 25 double beam
spectrophotometers in 1.000 cm cuvettes at varying pH values and metal ion/ligand
ratios. For the analysis of the obtained spectra partly the program — provided by the
distributor of the instrument — was used, while the spectra of the individual species
was determined by the PSEQUAD program. The character of the spectra provided
useful information about the structure and the geometry of the complexes.

Circular dichroism (CD) spectroscopy is a widely-used technique for
exploring the structure of optically active (dissymmetric) metal complexes. We used
this method for investigating copper(Il) and nickel(Il) peptide complexes. The CD
measurements were carried out at the Department of Organic Chemistry at the
University of Debrecen. The spectra were recorded on a JASCO J-810
spectropolarimeter in aqueous solutions at different pH-values and at 1:1, 1:2 metal
ion/ligand ratios. The CD spectra were evaluated by the computational program of the
producer of the instrument and the spectra of the individual species was determined by
the same general PSEQUAD program.

'"H NMR spectroscopic measurements were carried in the case of certain
nickel(II) complexes. In all cases the square planar [NiLH ;]° complex was studied
under highly basic conditions with samples that were prepared in D,O. The obtained
spectra were analyzed by the software of BRUKER AM360 NMR spectrometer and
by 1D WINNMR program. The changes in the chemical shift (compared to the free
ligand), the number and the splitting of signs provided information about the

coordination modes of the complexes and the existence of isomers.
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The redox potential values of the copper(Il) complexes were determined by
cyclic voltammetry. The cyclic voltammograms of the copper(Il) complexes were
obtained by means of a Metrohm VA 746 Trace Analyzer equipped with 747 VA
Stand driven by a common PC. The measurements were carried out at 25°C with a
three electrode assembly. For the evaluation of the voltammograms we used the
CACYVO program that was provided by the distributor of the instrument. The
necessary parameters were calculated from the evaluated data (redox potential, peak
separation, ratio of the cathodic and anodic peak currents). The calculated values gave
us the redox potential values of the complexes and provided information about the
reversibility of the redox process.

The superoxide dismutase activity of the complexes was determined by the
indirect method of NBT reduction. The superoxide anion was generated in situ by the
xanthine/xanthine oxidase reaction and detected spectrophotometrically by monitoring
the reduction of NBT. The tests were carried out in phosphate buffer (5x10% mol/dm®)
at different pH values. For comparison the activity of Cu,Zn-SOD enzyme and the
Cu(HPOy4) was also measured in control experiments. The changes in the absorbance
were registered by a Perkin Elmer Lambda 25 double beam spectrophotometer at 560
nm. The results were plotted in Excel and the data were fitted by the Scientist

program.
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II1. STUDIED LIGANDS

Some of the ligands (Fig. 1 and Fig. 2) were commercially available. The
derivative N-Ac-histamine was purchased from Aldrich while N-Ac-histidine from
Sigma. The peptides Ac-HGH-OH, Ac-HGH-NHMe and Ac-HHGH-OH were
purchased from Bachem while the tetrapeptides Ac-HGGH-NH,, AccHVVH-NH, and
Ac-HHGH-NH, from Genscript. The bis(imidazol-2-yl) derivatives were prepared by
Helga Siili-Vargha and her colleagues in the Research Group of Peptide Chemistry of
MTA-ELTE. The ligands modelling the active centre of Cu,Zn-SOD enzyme (Ac-
HHVGD-NH,, Ac-HAHVH-NH,, Ac-HAHPH-NH,, Ac-HGHVH-NH,, Ac-HVHAH-
NH,, Ac-HVHGH-NH,, Ac-S1H2-NH,, Ac-S2H3-NH,, Ac-S3H4-NH,) were
synthesized in the solid state by Csilla Kallay at the University of loannina in Greece. |
prepared the tetrapeptide Ac-TKHM-NH, with the same technique at the University of
Catania (Universita degli Studi di Catania), in Italy with the help of a microwave-
assisted Liberty Peptide Synthesizer apparatus.
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Figure 2: Ligands h) bis(imidazol-2-yl)methane (BIM)
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voltammetry and/or j) Z-Glycyl- bis(imidazol-2-yl) methylamine (Z-Gly-BIMA)
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1) B-Alanyl- bis(imidazol-2-yl) methylamine (B-Ala-BIMA)
m) Histidyl- bis(imidazol-2-yl) methylamine (His-BIMA)
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IV. NEW SCIENTIFIC ACHIEVEMENTS

1. Results of the pH-potentiometric studies

A) Copper(II) complexes of the studied ligands

We characterized the acid-base properties of two peptides containing one or two
histidine residues (Ac-TKHM-NH,, Ac-HGGH-NH,) and their complex formation
processes in the presence of copper(Il) ions by pH-potentiometry. During the research,
we determined the stability constants of the complexes formed and confirmed their
structures by UV-Vis spectrophotometry and CD spectroscopy.

1.1. In the case of the one histidine containing peptide (Ac-TKHM-NH,) it was stated
that the major binding site is the imidazole nitrogen in the histidyl residue. This
binding mode makes possible the deprotonation and coordination of the two amide
nitrogens preceding the histidine, the dominant complex in the 5.5-7.0 pH-range is the
species with [N™, N, N(Im)] coordination. Due to the free coordination sites of this
species the weakly coordinating side chain takes part in the metal binding as well.

1.2. The comparison of the potentiometric and spectroscopic results revealed the
stabilizing role of the —OH group of threonine. This effect appears when the amino
acid containing the oxygen donor group precedes the histidine in the peptide chain by
two positions. This statement is in agreement with the previously published data.

1.3. It was stated that the two histidine containing tetrapeptide, Ac-HGGH-NH,
behaves similarly to other protected peptides containing several histidyl residues in the
presence of copper(Il) ions. With the coordination of imidazole nitrogens [CuL]*"
complex is formed in the physiological pH range however, its thermodynamic stability
is smaller in the case of this tetrapeptide than for the peptides with the HXH sequence.
The amount of the [CuL,]*" complex is significant, which can be explained by the size
of peptide.

1.4 The coordination of the two imidazole nitrogens cannot prevent the deprotonation
of peptide nitrogens. At higher pH values the deprotonation of the two amide nitrogens
takes place in a cooperative process that is accompanied by a significant shift in the
UV-Vis spectra to the lower wavelength values and an increase in the intensity of
absorption maxima. The N-terminal histidyl residue does not take part in the
coordination with [N", N°, N(Im)] donor atoms contrary to the peptides containing the
HXH sequence. The deprotonation of the third amide nitrogen results in the formation
of [CuLH 3] complex. The pK value characterizing this process is smaller than the
corresponding pK value for the peptides with the HXH sequence. It can be explained
by the weak axial coordination of the imidazole nitrogen of the N-terminal histidine.
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B) Nickel(II) and cobalt(II) complexes of the studied ligands

In the case of some two or three histidine containing peptides (Ac-HGH-NHMe, Ac-
HGGH-NH,, Ac-HHGH-NH,, Ac-HAHVH-NH,, Ac-HGHVH-NH,, Ac-HVHGH-
NH,) we studied the nickel(Il) and cobalt(II) complexes.

1.5. In all cases ML (Fig. 3.a) complexes — formed with the coordination of two, three
or four imidazole nitrogens — are the main species in the physiological pH range.
Based on the experimental results we can say that three factors affect the stability of
the complexes:

— the number of histidyl residues in the amino acid sequence: the increasing
number of histidyl residues is accompanied with the increase of the
thermodynamic stability of complexes.

— the positions of histidyl residues in the peptide chain: the highest stability
constants were obtained when the histidyl residues are separated only by one
amino acid moiety (e.g.: HXH sequence).

— the quality of the metal ion: the studied nickel(II) complexes have higher stability
than the cobalt(I) complexes; this result is in agreement with the Irving-
Williams series.

The presence of free carboxylate functions contributes to the increase of the stability
of the complexes as well. This effect is especially important for the cobalt(Il)
complexes.

1.6. In the nickel(Il) ion containing systems the deprotonation of two amide nitrogens
takes place in a cooperative process by increasing the pH. In the case of the peptides
containing the HXH sequence, the coordination of the [N(Im), N”, N*, N(Im)] donor
set can be supposed for the [NiLH ,] complex (Fig. 3. b). At even higher pH values a
new amide deprotonation process occurs leading to the formation of [NiLH ;]
complex with [N, N, N, N(Im)] coordination (Fig. 3. ¢). If the histidyl residues are
separated by two non-coordinating amino acids (HXXH sequence), the deprotonation
of the three amide nitrogens appears in a one-step process.

1.7. In the case of the pentapeptides containing three histidyl residues isomeric
structures of [NiLH ,] and [NiLH ;] complexes can be formed. The isomeric
complexes, in which the metal ion binds on the C-termini, are preferred in all cases,
but the presence of other isomers is unambiguously proved by CD and 'H NMR
spectroscopic techniques. The '"H NMR measurements made it possible to estimate the
ratio of isomeric structures of [NiLH ;] complex of Ac-HGHVH-NH, peptide: C-
terminal coordinated complex : N-terminal coordinated complex = 83% : 17%.
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1.8. UV-Vis and CD spectra were registered for the nickel(Il) complexes of the
peptides. It was possible to calculate the individual spectra in the case of [NiLH ,] and
[NiLH 3]” complexes. We observed that both for [NiLH ,] and [NiLH 3;]” complexes
the CD extrema are the mirror images of the previously obtained values if the amino
acid sequence at the C-terminus of the peptide is GXH.

1.9. Due to their structure, the pentapeptides are able to bind more than one nickel(II)
ion. In the presence of excess metal ion, [NizLH,z]“, [Ni,LH 4] and [Ni,LH s]”
complexes are formed in the systems. In these complexes the metal ions are bound by
the imidazole nitrogens of histidyl residues and amide nitrogens.

1.10. In the case of cobalt(Il) containing systems the overall thermodynamic stabilities
of the ML complexes are not high enough to prevent the hydrolysis of the metal ion.
Thus in the basic pH range the hydrolysis of the metal ion and precipitation was

observed.

2. Results of the cyclic voltammetric measurements

According to the results of the potentiometric studies, in the case of several ligands
such complexes are formed in which the metal ion is coordinated through imidazole
nitrogen atoms. From a structural point of view these complexes are considered to be
adequate models of the copper(Il) binding site of the Cu,Zn-SOD enzyme. Thus our
further investigations included the determination of the redox parameters of the
imidazole nitrogen coordinated complexes. Based on the equilibrium measurements
we studied the Cu(Il) complexes of three types of ligands with the help of cyclic
voltammetry:
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— simple histidine derivatives;

— multihistidine peptides;

— bis(imidazol-2-yl) derivatives.

The obtained redox potential values can give information about the SOD activity of
the Cu(Il) complexes. Those complexes can be good functional models of the enzyme
that can decompose superoxide similarly to the native enzyme, which means that the
redox potential of the complex falls between -0.16 V and +0.89 V.

For the measurements we developed a microcell, in which we could carry out
measurements with using very small amounts of substances. The voltammograms
could only be registered if at least a five- or tenfold ligand excess was applied. We
observed that for all studied Cu(Il) complexes the characteristic redox reactions are
quasi-reversible one electron reduction processes.

2.1. In our systematic test series we studied the Cu(Il)-histidine system and the Cu(II)
complexes of various simple histidine derivatives (N-Ac-histidine, N-Ac-histamine).
For comparison we determined the redox potential values of the Cu(Il) complexes of
some simple amino acids. On comparing the redox potential values of the Cu(Il)
complexes of amino acids containing non-coordinating or weakly coordinating side
chains it can be said that the size of the side chain is the dominant factor: the greater
the size of the side chain is, the smaller redox potential value can be measured. In the
case of histidine that contains a strongly coordinating side chain, a more significant
decrease in the redox potential values can be observed.

2.2. Based on the redox potential values of the [CuL]* and [CuL,* complexes of
multihistidine peptides, three major factors can be listed that influence the reducibility
of the complexes:

— the number of the histidine amino acids in the molecule: it seems that the
reduction potential of the complexes changes with the increase in the number of
coordinated imidazole nitrogen atoms (Fig. 4. a).

— the positions of histidyl residues in the peptide chain: if the distance between the
histidyl residues is increasing, the reducibility is increasing as well.

— the stability of the complexes: the greater the stability of the complex is, the more
difficult it is to reduce the metal centre. This correlation is represented on Fig. 4.

b).
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Figure 4: a) Dependence of the cyclic voltammograms on the number of coordinated
imidazole nitrogens; b) Redox potential values of the [CuL]*" complexes vs. the
function of logarithm of overall stability constants: (a) Ac-HVVH-NH,; b): Ac-
HGGH-NH;; ¢) Ac-cHHVGD-NH,; d) Ac-HGH-NHMe; e¢) AccHHGH-NHMe; f) Ac-
HVHGH-NH»; g) Ac-HAHPH-NH,; h) AccHAHVH-NH,; i) Ac-S2H3-NH>; j) Ac-
HVHAH-NH:; k) Ac-S3H4-NHy)

2.3. During our further studies we determined the redox potential values of various
copper(Il) complexes coordinated exclusively through imidazole nitrogen donor
atoms. In the case of the various bis(imidazol-2-yl) derivatives the four imidazole
nitrogen coordinated [CuL,] and [CuL,H,] were studied electrochemically under the
applied conditions. In these complexes the metal ion is bound by the two imidazole
rings in chelatable positions. The obtained redox potential values are around 0 V. It
was observed that the size of the coordinated molecule does not influence signicifantly
the reducibility of the complex.

All the determined redox potential values fall into the positive redox potential range so
these complexes can be capable of decomposing the superoxide anion. Based on these
data it can be stated that the Cu(II) complexes of the histidine containing peptides with
macrochelate-type coordination are better SOD-models than the Cu(Il) complexes of
bis(imidazol-2-yl) derivatives with chelate-type coordination.

3. Results of the superoxide dismutase assay

As a continuation of our electrochemical experiments, we measured the SOD activity
of the complexes that seemed to be promising SOD models from a redox point of
view. Those Cu(ll) complexes of bis(imidazol-2-yl) derivatives and multihistidine
peptides (Fig. 5. a) and b)) were investigated in which the metal ion is coordinated
through imidazole nitrogen atoms. The SOD acitivity assay was also completed with
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the study of the imidazolato bridged complex (Fig. 5. ¢)) that is formed in the Cu(II)-
His-BIMA system.

a) N,

H N N C
Iy (™
O%c _AH Hz l N> 'g / 2
i H
CH;

b)

Figure 5: Structures of Cu(II) complexes with significant SOD activity
a) [CuL]*" L:Ac-S3H4-NHy; b) [CuL,]*" L: BIMA; ¢) [CusL,H 4]*' L: His-BIMA

3.1. On adjusting the parameters of the SOD activity assay we observed that under
these experimental conditions (pH = 6.8; 7.4; great (¢ = 5107 mol/dm®) HPO; and
small ~107° mol/dm® Cu*'-ion concentration) the concentration distribution curves are
significantly different from the ones under the conditions of the potentiometric and the
electrochemical measurements. The comparison of our data (measured at different pH
values) with the literature values was only possible if we calculated a so-called relative
activity value under the given conditions. The calculation of the relative activity is

only possible if the activity of the native enzyme is known under the same conditions.

Cu,Zn-SOD

100% +

Cu(ll)-Ac-S3H4-NH, = 1:10

a

-

N
80% + *  Cu(ll)-HisBIMA = 3:2

60% - cu'(HPO
3
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i
‘
i
:
:
¢
:
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c(Cu(ll)-complex)

Figure 6: Inhibition-concentration data series for
various Cu(Il) complexes (pH = 7.4)

3.2. Based on the SOD activity data that is summarized in Table 1 it can be stated that
two of the studied Cu(Il) complexes exhibit significant SOD activity:
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— the four imidazole nitrogen coordinated [CuL]*" complex of the multihistidine
peptide containing the HXH sequence (Fig. 5. a)) and

— the imidazolato bridged [CusL,H, > complex that is formed in the Cu(Il)-His-
BIMA system (Fig. 5. ¢), 6.).

Table 1: SOD activity values of the investigated Cu(II) complexes completed with the
activity of the native enzyme and Cu"(HPO,) system

Relative ..
pH=6.8 [l ?\fl‘]] activity Species COO:’:(:I(;:UOH
" (%)
Cu,Zn-SOD 0.0030 100 - -
Cu"(HPO,) 0.25 1.20 - -
Cu™-Ac-HGGH-NH, | 0.7 1.11 [CuL* 2 x N(Im)
Cu™-Ac-HVVH-NH, | 0.20 1.50 [CuL* 2 x N(Im)

I 2+, + 2 x N(Im);
Cu"-Ac-S1H2-NH, 0.21 1.43 [CuL]*"; [CuLH] 2% N(Im), N
1 2+, + 3 x N(Im);
Cu"-Ac-HHGH-NH, | 0.17 1.76 [CuL]*"; [CuLH ] 2% N(Im). N
1l 2+, + 3 x N(Im);

Cu"-Ac-HAHPH-NH, | 0.12 2.50 [CuL]*"; [CuLH ] N(Im). N
Cu"-Ac-S2H3-NH, 0.24 1.25 [CuL]*; [CuLH T’ 3 x N(Im)
Cu"-Ac-S3H4-NH, 0.11 2.73 [CuL® 4 x N(Im)

Cu"-p-Ala-BIMA 0.15 2.00 [CuL,* 4 x N(Im)
pH =174
Cu,Zn-SOD 0.0044 100 — -
Cu"(HPO,) 0.34 1.29 - -
I [CuLH ;] 2 xN(Im), 2 X N';

Cu"™-Ac-HGGH-NH, | 0.38 1.16 ((CaLH 2] N(Im). 3 * N
Cu™Ac-HVVH-NH, | 0.63 0.70 [CuL” 2 x N(Im)

Cu'-His-BIMA (1:10) | 0.64 0.69 [CuL,H* 3 x N(Im)

i [CuLH_T"; 3xN(Im), N7;
Cu"-Ac-S2H3-NH, 0.15 2.93 ([CuLT) 3% N(Im)
) - . 2+ 4 x N(Im)

Cu"-His-BIMA (3:2) | 0.070 6.29 [CusL,H 4] +imidazolato bridge
Cu-Ac-S3H4-NH, | 0.046 9.56 [CulL]* 4 x N(Im)
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V. POSSIBLE APPLICATION OF THE RESULTS

During our research work we studied the Cu(Il) complexes of such histidine
containing ligands and bis(imidazol-2-yl) derivatives that can be good models of the
Cu,Zn superoxide dismutase enzyme. Our measurements gave information about the
behaviour of these ligands in the presence of other trace elements that occur in the
living organisms.

The electrochemical measurements revealed that the Cu(Il) complexes of the
histidine containing peptides with macrochelate-type coordination and the Cu(Il)
complexes of bis(imidazol-2-yl) derivatives with chelate-type coordination are
promising model compounds from a redox point of view. The SOD activity assay
showed that the [CuL]*" complex of the heptapeptide containing four histidyl residues
and the imidazolato bridged complex of His-BIMA exhibit significant SOD activity.
Although these activity values are still lower than that of the native enzyme, the
complexes are among the most active compounds published so far. Thus it can be
stated that these ligands are good starting points for the planning of such molecules the
Cu(Il) complexes of which can be good structural and functional models of the SOD

enzyme.
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