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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Az ¢életmiikddéshez sziikséges energiat minden aerob szervezet a
taplalkozas tutjan felvett szerves molekulak elégetésével nyeri. Az oxigén
jelenlétében torténd lebontdsi folyamat melléktermékeként szabad gyokdok
keletkeznek. Ezek a szabad gyokok kiilonosen reaktiv vegyiiletek és karos
hatassal vannak a sejtek alkotoelemeire. Bar a természetes antioxidans rendszerek
hatékonyak, a reaktiv oxigén szdrmazékok (ROS) kialakulasa képes feliilmulni a
szervezet védekezd antioxidans képességét, létrehozva egy oxidativ stressz
allapotot, ami kiilonféle patologiadkkal, példaul sziv- és érrendszeri betegségekkel,
rakos megbetegedéssel és idegrendszeri zavarokkal tarsul. Az €16 szervezetekben
ezen vegyliletek egyik legfontosabb képviseldje a szuperoxid gyokanion, melynek
a ,,semlegesitéséért” a szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimek a felelések. A SOD
és oxigénné, ezzel csdkkentve az oxidativ stresszt. Ezért az exogén SOD enzim
hasznélata az oxidativ stresszel dsszefliggd betegségek kezelésére fontos stratégia.
Azonban a természetes SOD enzimeknek vannak hatranyaik ezen alkalmazas
soran, mint példaul az alacsony szoveti ateresztOképesség és a magas
molekulatomeg. Emiatt sziikség van kis molekulakomplexek szintézisére,
amelyek utanozzak a SOD szerkezetét és katalitikus aktivitasat.

A legfejlettebb bioldgiai szervezetekben eléfordulé Cu,Zn-szuperoxid-
dizmutaz (CuZnSOD) egy metalloenzim, amelynek aktiv centrumaban réz(Il)- és
cink(IT)ionok talalhatok. A Cu(Il)-ion harom imidazolnitrogénhez koordinalodik,
mig a Zn(Il)-ion két imidazolnitrogén és egy  aszparaginsav
karboxilatcsoportjanak kotddése révén stabilizalodik. Mindezek mellett a két
fémiont egy imidazolatohid koti Ossze. A réz(Il)ion redoxiaktiv koézpontként
mikddik, amely lehetové teszi a szuperoxid gyOkanion atalakitasat, mig a
cink(Il)ion szerkezetalakito szerepet tolt be. A CuZnSOD enzim mitkddésének
zavara vagy csOkkent aktivitdsa szdmos neurodegenerativ betegség, példaul az
amiotrofias lateralszklerozis (ALS) kialakulasaval is 0sszefiiggésbe hozhato, igy
ennek a metalloenzimnek a modellezése és vizsgalata jelentds biologiai és orvosi
relevanciaval bir.

A bioszervetlen kémia egyik kiemelt teriilete a természetben eldfordulo
enzimek mitkkodésének utanzasa, vagyis a mimetikumok fejlesztése. A CuZnSOD
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mimetikumok célja, hogy hatékonyan helyettesitsék az enzimet biologiai
rendszerekben, kiilondsen olyan esetekben, amikor annak miikddése karosodik.
Az oligopeptidek fémkomplexeinek alkalmazasa lehet6séget nyujt az enzim
szerkezeti €s funkcionalis tulajdonsagainak utanzasara, mikdzben stabilabb vagy
akar jobb katalitikus aktivitasti modellek fejlesztésére is alkalmat adhatnak.

Kutatocsoportunk kordbban vizsgalt olyan peptideket, amelyek a
CuZnSOD enzim aktiv centrumdban a Cu(Il)-ion kotéhelyének (Ac-HVH-NH»
tripeptid), illetve a Zn(II)-ion kotohelyének (Ac-HVGD-NH; tetrapeptid)
modellezésére szolgaltak. Ezt kovetéen olyan multihisztidin peptideket
szintetizaltak, amelyek a hisztidint kiilonb6zé helyzetben és kornyezetben
tartalmaztdk, valamint az oldallancok specifikus hatisainak megértéséhez
megtervezetten valtoztattak a szekvenciaban a kiilénb6z6 tipusu oldallancokat. A
PhD munkam soran ezekbe a kutatasokba kapcsoldédtam be. A munkam két f6
részre tagolhatd: i) folytatva a korabban elkezdett szisztematikus vizsgalatokat, a
negativ toltésti oldallanccal rendelkezd aszparaginsavat tartalmazd peptidek
tanulmanyozasa és ii) az eddigi eredmények felhasznalasaval CuZnSOD
modellpeptidek szintézise, valamint vizsgélata.

A jelen doktori munka célja a CuZnSOD enzim mikddésének
modellezése oligopeptidekkel, valamint ezek vizsgalata vizes kozegben
kiilonb6z6 fémionokkal. A kutatas soran az alabbi célkitlizéseket fogalmaztam
meg:

» A CuZnSOD enzim aktiv centrumanak modellezésére potencialisan
alkalmas terminalisan védett, vizes kozegben vizsgalhaté multihisztidin
peptidek tervezése és szintézise.

» A multihisztidin ligandumok Cu(Il)-, Zn(II)- és Ni(Il)-komplexei
Osszetételének, stabilitdsanak és szerkezetének meghatarozasa.

» A modellpeptidek Cu(Il)-komplexeinek elektrokémiai vizsgalata.

> A Cu(Il)-komplexek SOD aktivitadsanak meghatdrozasa.

A fenti célok megvalositasaval hozzajarulhatunk G CuZnSOD mimetikumok
tervezéséhez és megértéséhez, valamint a bioszervetlen kémia teriiletén torténd

alkalmazasuk eldmozditasidhoz.
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2. IRODALMI ELOZMENYEK

2.1. A SOD enzimek elofordulasa és szerepe

Minden aerob szervezet az életmlikodéséhez sziikséges energiat a
taplalkozas utjan felvett szerves molekulak elégetésével nyeri. A lebontasi
folyamat oxigén jelenlétében torténik és melléktermékként szabad gyokok
keletkeznek. Ezek a szabad gyokok erdsen oxidalo hatast, rovid élettartamu és
nagyon reaktiv vegyliletek. A szabad gyokok egyéb karos hatdsaik mellett
felelosek lehetnek a szervezet oOregedéséért [1], felhalmozodasuk akar
idegrendszeri fejlodési rendellenességek vagy daganatok kialakuldsat is
okozhatjak [2,3]. A sejtekben azonban vannak olyan enzimek — szuperoxid-
dizmutaz, peroxiddz, katalaz enzimek —, melyek képesek elbontani ezeket a
szabad gyokoket.

A szuperoxid-dizmutaz (SOD) az egyetlen antioxidans metalloenzim, amely
»semlegesiti” a szuperoxid gydkaniont (O,") azaltal, hogy ezt a szabad gyokot
oxigénné (0O,) és hidrogén-peroxidda (H,O,) alakitja. Ezzel megakadalyozza a
reaktivabb hidroxilgydk (OHe) [4], valamint a peroxinitrit (ONOO™) képzddését
és az ezekbdl kovetkezd tovabbi karosodasokat [5]. Ennek a képességnek
koszonhetéen a SOD jelentds figyelmet kapott a terapias felhasznalas terén is.
A SOD-okat széles korben kutatjdk és hasznaljak gyulladascsokkento,
daganatellenes, sugarvédelmi kezelésekben [6,7]. A szuperoxid-dizmutaz
enzimeket ugy osztalyozzik, hogy melyik M™*D"* fémion vesz részt kdzvetleniil
a redoxi-folyamatban ((1) és (2) egyenletek) [8].

M™D*SOD + O, — M™SOD + O, (1)

M"'SOD + O," + 2H" — M""Y*SOD + H,0» (2)

, ahol M lehet Cu (n = 1), Mn (n = 2), Fe (n = 2) vagy Ni (n = 2).

A Ni-tartalmi enzimet (NiSOD) a Streptomyces toérzsben [9,10] és a

cianobaktériumok citoszoljaban fedezték fel, de megtalalhato a zold algéban is. A

Fe-tartalmu enzim (FeSOD) a baktériumokban, a ndvények kloroplasztiszaban,



Az oldallancok hatasa a CuZnSOD enzimet modellezé peptidek komplexképzo sajatsagaira

valamint még néhany primitiv eukaridta élélényben fordul el6. A Mn-tartalmu
enzimet (MnSOD) el6szor az E. coli citoszoljdban azonositottdk, ¢és a
prokariotakban is itt van jelen. Az eukaridtdkban — példaul az emberi sejtekben —
jellemzéen a mitokondridlis matrixban taldlhatdé meg [11]. Emellett bizonyos
novényi sejtek kloroplasztiszaiban is eldfordul. A CuZnSOD a baktériumok
periplazméjaban, a ndvények kloroplasztiszaiban és a peroxiszémaiban talalhato
meg, az eukaridta sejtekben els6sorban a citoszolban, de jelen van a
mitokondrialis intermembran térben és a sejtmagban is. [11]

Szerkezetiiket tekintve a MnSOD és a FeSOD enzimek hasonlésagot
mutatnak, mert mindkét fémion koriil kialakul egy trigonalis bipiramisos
elrendez6dés. Az  ekvatoridlis sikban a  fémionok két hisztidin
imidazolnitrogénhez ¢és egy aszparaginsav oldallincdhoz koordinalodnak,
valamint axiadlisan kotodik a harmadik hisztidin  imidazolnitrogén ¢és egy
oldészermolekula [12-14]. A NiSOD enzimben a nikkel(Il)ion a hat aminosavbol
allo N-terminalis részhez (HisCysXaaYaaProCys) —a NiSOD aktiv helyét jelentd
hurok kialakitdsdval — koordinalodik. A fémion a peptidvaz elso
amidnitrogénjéhez és a két cisztein oldallanc tiolatcsoportjdhoz kotédik
tetragonalis  elrendezOdést kialakitva [15]. A legfejlettebb bioldgiai
szervezetekben el6forduld és a legtobbet kutatott CuZnSOD enzim szerkezetérol,

mikodésérol a kovetkezo fejezetben olvashatunk.

2.1.1. A CuZnSOD enzim

A CuZnSOD enzim torténete 1969-ben kezdddik McCord és Fridovich
mérfoldkoének szamitd tanulmanyaval, akik szarvasmarha vordsvérsejtbol
mutattak ki a réztartalmt szuperoxid-dizmutaz enzimet [16]. Réviddel ezutan a
réz mellett cink jelenlétét is leirtak [17], majd kozel 10 évvel késobb, 1982-ben
megoldottak a szarvasmarha vordsvérsejtb6l kinyert CuZnSOD enzim teljes

haromdimenziés kristalyszerkezetét [18]. Ezek utan fellendilt a kutatas és
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azonositottak  1987-ben  emberekben
[19], majd emldsokben [20,21], sok
[22],

cerevisiae ¢élesztégombaban [23,24], a

novényben a Saccharomyces
Photobacterium leiognathi baktériumban
[25] és még szdmos mas Gram-negativ
baktérium periplazmajaban [26,27].

A CuZnSOD két alegységbdl
allo 32 kDa-os ¢és 153 aminosavat
tartalmazé  Ggynevezett homodimer
enzim. Az enzim szerkezete az 1. dbran

[28] és a szekvenciaja a 2. abran lathato

[18,29,30]. Mindkét alegysége egy
Cu(l)- ¢és egy Zn(II)-kotohelyet
tartalmaz. A két fémion 620 pm

tavolsdgra van egymastol. Szerkezetét
tekintve alegységenként egy B-hordobol

és két (IV és VI) hurokbdl all.
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A B-hord6 8 szalu 7 hurokkal Osszekotdtt antiparallel elrendezddésti B-redot
tartalmaz. A hurok IV. részében talalhato a fehérjelanc 49-83 és a hurok VI-ban a
121-142 kozotti szekvencia részlete. A IV-es hurokban a Zn(II)-ion megkotéséért
felelds — His63, His71, His80, Asp83 —, valamint a diszulfidkotésben résztvevo
Cys57 oldallancok vannak jelen. A VII-es hurok egy uigynevezett elektrosztatikus
hurok, mert a benne talalhato6 oldallancok egy pozitiv elektrosztatikus teret hoznak
létre, amellyel eldsegitik a szuperoxid gyokanion kotddését és a Cu(ll)-ionhoz
valo eljutasat [31,32]. A Cu(Il)-ion megkdtéséért felelds oldallancok (His46,
His48, His120), illetve a His48-hoz és Gly61-hez hidrogénkotéssel kétodo — a
katalitikus aktivitashoz elengedhetetlen — Arg143 [33] aminosavak egy B-redében
foglalnak helyet. A Cys57-en kiviil a diszulfidhid kialakitdsaban még a Cys146
vesz részt. Ugyanakkor a szekvencidban talalhaté tovabbi két cisztein
(Cys6, Cys111) tiolcsoportja érzékeny az oxidaciora, mert diszulfidhid nem alakul
ki kozottiik [34].

A két alegységet hidrofob kdlcsonhatasok tartjak Ossze és egymassal
ellentétesen helyezkednek el. A fehérje nagy termodinamikai és kinetikai
stabilitassal rendelkezik, amiért a diszulfidhid és a fémionok feleldsek, illetve
ezek altal szabalyozott a monomer-dimer egyensulya is [21,35-41]. A rezet
Cu(I)-ion formaban a CCS nevezetli chaperon fehérje széllitja és adja at az
apo-SOD enzimnek [42-44]. Ez a kisér6 fehérje harom doménbdl all és a Il-es
domén kozvetlen kolcsonhatasban van a human SOD dimerrel [45-49]. A CCS
tovabba eldsegiti a fémion oxidacidjat Cu(ll)-ionnd és ekdzben alakulhat ki a
diszulfidhid is [44].

A CuZnSOD legfontosabb része az aktiv centrum (1. abra lent) felelds a
szabad szuperoxid gyokanion elbontasaért. Az aktiv centrumban harom hisztidin
(His46, His48, His120) imidazolnitrogén kotédik a Cu(Il)-ionhoz, mig a Zn(II)-
ion két hisztidin (His71, His80) imidazolnitrogénhez és egy aszparaginsav
(Asp83) oldallanchoz koordinalddik [18,30]. Hidligandumként (His63) a két
fémiont egy deprotonalt imidazolato gylr( koti 6ssze [S0]. Tovabba jelen van

még két vizmolekula is a Cu(Il)-ion kdrnyezetében, illetve a szekvenciaban az
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A Cu(Il)-ion erésen torzult koordindcios szféraja miatt a geometridja atmenetet
képez a négyzetes piramis és a trigondlis bipiramisos elrendezddés kozott, mig a
Zn(Il)-ion tetraéderes szerkezetet vesz fel. A cink(Il)ionnak els6sorban
szerkezetalakito szerepe van, mig a Cu(Il)-ion oxidécios szdma az alabbi reakciok
((3) és (4) egyenlet) szerint valtozik meg a folyamat soran:

0, + Cu"'Zn"'SOD — O, + Cu'Zn"'SOD 3)

0, +2H" + Cu'Zn"SOD — H,0, + Cu"'Zn"SOD 4
A reakcid (3. abra) [51] els6 1épéseként a Cu(Il)-ion koordinacids szférajaban
axialis helyzetben 1évé vizmolekulat a O, kiszoritja és az egyik oxigénje a
Cu(Il)-ionhoz kotédik, a masik pedig hidrogénkotéssel az Argl43-hoz. Ez a
folyamat valtja ki azt a hatast, hogy a réz(Il)ion redukalddik réz(I)ionna,
mikézben a His63 aminosavval kialakitott két fémion kozott jelenlévd

imidazolatohid felbomlik. Ezen folyamat eredményeként megjelenik az elsé 1€pés

terméke, az O, molekula.
Masodik Iépésben megy végbe " A
a  kovetkezd  szabadgyok
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3. abra: A SOD enzim és a szuperoxid

tetraéder — négyzetes pira- gyokanion kozotti reakcio mechanizmusa [51]

mis) [30,52].
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2.1.2. A CuZnSOD enzim lehetséges modelljei

A CuZnSOD enzimmel torténd kutatasokat két f6 teriiletre oszthatjuk. Az
els6 nagy teriileten beliil, magat a fehérjét vizsgaltak €s alkalmazzék a kiilonb6z6
terapias kezelésekben, azonban van néhany hétranya ennek a felhasznalasnak,
mint példdul a nagy molekulatdomeg és a gyenge szoveti permeabilitas [53]. Ezért
sziikség van olyan kis molekulatomegli vegyiiletek szintetizalasara, amelyek
képesek utanozni a CuZnSOD enzimet mind funkcionalisan, mind szerkezetileg
is. Ezért az elmult évtizedek soran az enzim modellezésére tobb kutatdcsoport
megannyi er6forras felhasznalasaval rengeteg kutatasi eredményt kozolt. A
kutatasok egyik csoportjat azok a ligandumok jelentik, amelyek modellezni
probaljak az enzim szerkezetét és miikodését, valamint a fémionok koriili
geometria megteremtésére torekednek. Az eldallitott komplexek kozott
megtalalhatoak ciklopeptidek Cu(Il)-komplexei [54,55], Schiff-bazis ligandumok
[56-62] és vegyes ligandumu komplexek [63,64].

A vizsgalatok egyik tipusat jelentik azok a rendszerek, melyekben a két
fémiont 6sszekotd imidazolra helyezték a hangsulyt, és az enzim mitkddési pH-
tartomanyaban ez a hidszerkezet stabilis. Ezekben a komplexekben a ligandum
példaul poliamin [65], dipeptid [66] vagy makrociklusos vegyiilet [67-72] volt.

Makrociklusos ligandumok Cu(Il)-komplexeinek vizsgalatai azt mutat-
tak, hogy a kialakulo komplexek hatékony SOD modellek lehetnek [73-79]. Egy
dinukleéris makrociklusos ligandum Cu(II)-komplexeinek vizsgalata azt mutatta,
hogy a nativ enzimben is megjelend torzult tetragonalis-piramisos geometria jon
létre a fémion koriil és a kialakuld imidazolatohid a nativ enzimet jellemz6
pH-tartoméanyban bomlik fel [80]. Késébb egy masik kutatocsoport, akik szintén
imidazolatohid kialakitasara képes makrociklusos ligandumot allitottak eld, azt a
megallapitast tették, hogy az a komplex hatékonyabb SOD modell, amelyik
tartalmaz egy Cu(Il)-, és egy Zn(II)-iont, tovabba a jelentds aktivitas a ligandum

flexibilitisaval magyarazhato [81].
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Két Cu(Il)-iont tartalmaz6é homodinuklearis [82], valamint a Cu(Il)-, és
Zn(Il)-iont egyarant tartalmazo heterodinukleéris — az 6sszekotd imidazolgytiriit
tartalmazo — ligandumok vizsgalatai soran is hasonlé kovetkeztetésekre jutottak
[65,83-90]. A homodinuklearis komplexek vizsgalata alapjan, azok a komplexek
mutatnak jelentds aktivitast, melyekben a fémion koriil torzult szerkezet alakul ki
[91,92]. A heterodiknuklearis komplexek vizsgélata informaciot szolgaltatott a
Zn(Il)-ion szerepérdl. Késoébb S. Nedd és munkatarsai is kimutattak, hogy az
enzim cinkkotdhelyérdl a Zn(Il)-ion eltavolitasa csokkenti a katalitikus aktivitast,
mivel a szuperoxid gydkanionnak a rézionokhoz val6é megfelelé koordinacioja és
a katalizishez sziikséges redukcids potencial csak Zn(II)-ion jelenlétében érhetd
el [93]. Emellett vizsgaltak olyan dinuklearis ligandumokat, amelyekben
Ni(Il)-ionnal helyettesitették a Zn(Il)-iont, valamint a Cu(Il)-iont. L.-J. Ming és
J. S. Valentine kutatasukban azt irjak, hogy bar a Zn(I)-ion alapvetden hozzajarul
a katalizishez, de a Ni(Il)-ionnal val6 helyettesités csak kis valtozasokat
eredményez az enzim szerkezetében és a katalitikus aktivitasban is, azaz a
CuNiSOD anal6gok hasonld aktivitassal rendelkeznek, mint a nativ CuZnSOD
enzim. Ezenkiviil megéllapitottdk, hogy a Ni(Il)-ion a Cu(Il)-iont is tudja
helyettesiteni a NiZnSOD rendszer részeként [94].

Vizsgaltak olyan kétmagvi komplexeket is, amelyek bipiridilt vagy
fenantrolint tartalmaztak ligandumként [95]. Bar ezek a vegyliletek a
makrociklusos ligandumokat tartalmaz6 komplexekre jellemz6 aktivitas értékeket
nem érték el, ennek ellenére a heterodinuklearis komplexek a két Cu(Il)-iont
tartalmazé homodinuklearis komplexek értékétél nagyobb SOD aktivitast
mutattak. A komplexekben kialakult 8,5-10-es pH-tartomanyban a stabilis
imidazolatohid. Az R. N. Patel és munkatarsai altal végzett kutatasok is azt
mutattak, hogy a fémcentrum koriil kialakuld geometria valtozasaval 6sszefiigg a
komplex SOD aktivitasa. De attol is fligg, hogy sztérikusan mennyire gatolt a
szuperoxid anion ligandumhoz valé kapcsolodasa. Ezt a kotddést pedig
befolyasolja, hogy milyen gyorsan tud az axialisan koordinalt oldoszer

molekulaval cserélni a ligandum.
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Piridingytiriiket tartalmazé ligandumok Cu(Il)-komplexeinek vizsgalatai
figyelemre mélté SOD aktivitas értékeket mutattak [96,97]. Megfigyelték, hogy a
négyes koordinacids szamu komplexektdl az 6tds koordindcidjuak aktivabbak
voltak, tehat a SOD aktivitasra kedvezo hatasu a réz(Il)ion koriil kialakulé torzult
geometria [96]. Egy maésik tanulmanyban megallapitottdk, hogy a nagy
hatékonysagu SOD aktivitas nagy komplex stabilitassal jar egyiitt, amelyet a
fémion koriili geometria fenntartasa mellett a piridinvazhoz kapcsolt kiilonb6zo
tipusu szubsztituensek modositasaval tudtak elérni [98].

A SOD enzimet szerkezetileg utanz6 komplexek sorat folytathatnank a
fémionhoz négy nitrogénen keresztill koordinalédd szalicilatot tartalmazo
ligandumokkal [99-101], vagy akar a nanoenzimek vizsgalataival is [102], hiszen
ezek kozott is taldlunk kimutathaté mértékii SOD aktivitassal rendelkez6
vegyiileteket. Ugyanakkor a kutatasok egy masik iranyzata és a dolgozat alapja is
az enzim aktiv centrumaban talalhato fehérjelanc modellezésére szolgald, a SOD
enzimet funkcionalisan ¢és szerkezetileg is utanozni képes hisztidintartalmu
(oligo)peptidek eldallitaisa és koordinacios kémiai jellemzése, ezért a

tovabbiakban ezek alaposabb bemutatasaval foglalkozom.

2.1.3. A Cu(Il)-komplexek SOD aktivitasanak vizsgalata

A Cu(Il)-komplexek SOD aktivitdsdnak meghatarozasara tobbféle
modszer is létezik, melyekrodl a kisérleti koriilmények részben irok részletekbe
menden. A fellelhetd kutatdsokban szamtalan Cu(Il)-iont tartalmazé komplex
SOD aktivitasat adtak meg, melyek kozott eléfordultak funkcionalis modellek és
olyan réz(Il)komplexek is, amelyek az enzim aktiv centruménak kotésviszonyait
modellezték. A vizsgalatok sszeségében azt mutattak, hogy sok tényez6tdl fiigg
a SOD modellek aktivitasa. Megallapithatd, hogy az hatdrozza meg egy komplex
SOD aktivitasat, hogy mennyire gyors az axialisan a fémcentrumhoz kot6do
ligandum cseréje és hogy a reakciocentrumba a szuperoxid gydkanion bekotddése

sztérikusan mennyire gatolt [64,103,104]. Megfigyelték azt is, hogy nagyobb

10
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SOD aktivitas mérhetd, ha nitrogén-donoratomot tartalmazo gytiriis vegyiilet (pl:
imidazol, piridin) foglalja el a réz(Il)ion valamelyik koordinacios helyét és a
keletkez6 komplex torzult geometriat mutat [105], de mindezek mellett flexibilis
a fémiont koriilvevd koordinacidés kornyezet [106,107]. Azonban erds
ligandumteér esetén csokken a SOD aktivitas [108,109].

Mivel a SOD aktivitds meghatarozasahoz foszfat pufferre van sziikség,
ezért indokolt volt a Cu(Il)-POs~ rendszer aktivitisanak mérése.
Bebizonyosodott, hogy a CuHPO, is mutat bizonyos mértékii SOD aktivitast
(ICsp = 1,06 x 107 mol/dm®) [106].

Az el6z6 fejezetben lathattuk, hogy tobb a SOD enzim aktiv centrumara
szerkezetileg hasonlité kiilonb6zo tipust ligandum Cu(Il)-komplexénél értek el
jelentds aktivitast. Mindezen vizsgalatok mellett mindkét végiikon, azaz N- és
C-terminalisan is védett, illetve nem védett (N- és/vagy C-terminalisban nem
tartalmaznak véddcsoportot) oligopeptidek SOD aktivitasat is tanulmanyoztak,
koztiik a kutatocsoportunkban is végeztek eziranyu vizsgalatokat. Tobbek kozott
elemezték Dbisz(imidazolil)-szarmazékok, prion modellpeptidek, hisztidint
tartalmazo €s hisztidint nem tartalmazo terminalisan védett és nem védett peptidek
SOD aktivitasat is.

A bisz(imidazolil)-szarmazékok réz(Il)komplexeinek vizsgalata azt mutatta,
hogy bar ligandumfelesleg esetén a fémion négy imidazolnitrogénen keresztiil
kotodik, de az aktivitdst befolyasolja a komplexek szerkezete [110].
Megéllapitottak, hogy a SOD aktivitds annal kisebb minél merevebb a szerkezet,
hiszen ilyen koriilmények kdzott nehezebben megy végve a redukcid, vagyis a
Cu(Il)/Cu(l) atalakulads. A Cu(Il)-His-BIMA 3:2 aranya rendszerben egy
imidazolatohidas [CusH 4l»] Osszetételi komplexet irtak le a fiziologias
pH-tartomanyban, melynek aktivitasa a tobbi vizsgalt komplexhez képest
nagyobbnak adodott. Ez megegyezik azzal a korabbi megallapitassal, hogy az
egymagviuakhoz képest nagyobb aktivitdst mutatnak a tobbmagva

imidazolatohidas komplexek [110].
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A prion modell peptidek Cu(Il)-komplexeivel végzett vizsgalatok sordn is
tapasztaltak kismértékii SOD aktivitast [111-113].

Terminalisan nem védett glicint, valamint glicint és egy hisztidint tartalmazo
di-, tri-, és tetrapeptidek Cu(Il)-komplexeinek vizsgilata azt mutatta, hogy a
hisztidin jelenléte csokkenti az aktivitdst. A tanulményban azt is leirtdk, hogy
amint novekszik a fémion koriil az ekvatoriélis sik torzulasa, ugy né a komplex
aktivitasa [114].

Kett6, valamint tobb hisztidint tartalmazoé terminalisan nem védett és védett
peptidek réz(Il)komplexeinek tanulmanyozasaval is foglalkoztak [115-117]. Azt
a megallapitast tették, hogy az N- és C-terminusan védett szarmazékok
Cu(Il)-komplexei a szuperoxid gyodkaniont hatékonyabban bontjak. Ezt azzal
indokoltak, hogy ezekben a rendszerekben kisebb stabilitasti komplex alakul ki,
valamint a fémion koriili szabad koordinacios helyre be tud kétédni a szuperoxid
gyOkanion. Tovabba azt is leirtak, hogy kisebb aktivitas mérhetd, ha az
imidazolnitrogénen kiviil a deprotonalddott amidnitrogén is részt vesz a fémion
koordinalasaban. Ennek az az oka, hogy az imidazolnitrogén koordinalta
komplexekhez képest az amidnitrogének részvételével kialakuldé komplexben az
ekvatorialis térerdsség nagyobb [115,116,118].

Kutatécsoportunkban a tobb  hisztidint tartalmazo, vagy masnéven
multihisztidin peptidek Cu(Il)-komplexeire végzett SOD aktivitds mérések is
megegyeznek a tobbi kutatdcsoport eredményeivel. Osszességében elmondhatd,
hogy azok a komplexek bizonyultak igéretes SOD modellnek, melyeknél tobb
imidazolnitrogén vesz részt a Cu(ll)-ion megkotésében. Ugyanakkor, ha
belép a koordindcidés szférdba az amidnitrogén, vagy ha a szabad
Cu(Il)-ionok mennyisége megnd a pH csokkenésével a SOD aktivitas értéke is
csokken [119]. Valamennyi komplex koziil legnagyobb SOD aktivitas értéket az
Ac-HAAHGH-NH, és az Ac-(HisSar);His-NH, peptidek [Cul] 0Osszetételii
komplexe mutatott [120].
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2.2. Réz(Ikomplexek redoxi sajatsagai

A Cu,Zn-szuperoxid-dizmutaz enzim miikodése sordn a Cu(Il)-ionok
oxidacids dallapota megvaltozik. Ha atfogd képet akarunk kapni azon
komplexekrdl, melyek modellezik az enzimet, érdemes megvizsgalnunk az dket
jellemzé redoxipotencial értékeket. Az aldbbi redoxipotencial értékekkel
jellemezhet6k a Cu(Il)-ionok vizes kdzegben végbemend elektronatmenettel jaro

atalakulasai [121]:

Cu?* (aq) + 26 — Cu (s) E°=0340 V (5)
Cu?" (aq) + ¢ — Cu" (aq) E°=0,159V 6)
Cu' (aq) + ¢ — Cu (s) E°=0,520V 7

A kiilonbozé rézkomplexek képzodésének hatasara ezen értékek
megvaltoznak. Altaldnosan igaz az, hogy a Cu(II)/Cu(I) rendszer redoxipotenciél
értékeit szamottevd mértékben megvaltoztatja a kialakult rézkomplexek
koordinacios modja. A Cu(Il)-iont tartalmazo komplexekben — a fémion
leggyakoribb koordinacios szama a 4, 5 és 6 — tobbnyire a tetragonalisan torzult,
pszeudo-oktaéderes elrendezddés valosul meg. A Cu(l)-iont tartalmazo
komplexekre viszont a linearis, sikharomszdges vagy tetraéderes geometria a
jellemz6 a koordinacios szam értékétdl fliggben [122]. Ciklikus voltammetrids
mérések alatt, egy sztereokémiai atrendez6dés megy végbe az oldatban, ugyanis
elso 1épésben Cu(l)-ionna redukalddik a komplexben kotott Cu(Il) fémion, majd
masodik 1épésben ismét +2-es lesz az oxidacios allapota. Ennek kdszonhetden
jobbara kvéazireverzibilis redoxi folyamat jatszodik le, ugyanakkor a katodos,
valamint az anddos cstcsok elkiiloniilése nagyobb, mint ami az egyelektronos
redoxi folyamatokat jellemzi.

A 2.1.3. fejezetben lathattuk, hogy szamos ligandum Cu(Il)-komplexének
SOD aktivitasat vizsgaltdk, mindemellett a kialakulé részecskék redoxi
sajatsagait is tanulmanyoztak. A vizes oldatokban mért értékeket
tartalmazza néhany ligandum esetén az 1. tablazat. A tablazatbdl lathato,

hogy a kapott redoxipotencial értékek széles tartomanyban helyezkednek el.
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Osszességében elmondhatd, hogy aromas nitrogénen keresztiil k6tédé egyszerti
ligandumok réz(Il)komplexeit pozitiv érték jellemzi, ami a fémion kénnyebb
redukélhatosagara utalhat. Azokat a peptid-komplexeket is ez jellemzi,
melyekben az oldallancbeli imidazolhoz kotédik a fémion (ciklo(GH)4,
ciklo(GHG)»).

részt vesz a molekulaban talalhatd terminalis

Ugyanakkor  amennyiben a  fémion  kotddésében
aminocsoport vagy az
oldallancbeli karboxilatcsoport is (ciklo(L-aszpartil-L-aszpartil)-bisz-hisztamin,
ciklo(L-glutamil-L-glutamil)-bisz-hisztamin) csdkken a redoxipotencial értéke.
Ezenkiviil jelentésen csokken a redoxipotencial értéke, ha a Cu(ll)-peptid

komplexekben az amidnitrogének koordinalodasa is megtorténik [129].

1. tablazat: A kiilonbozo ligandumok Cu(ll)-komplexeinek redoxipotencial értékei
(NHE = normal hidrogén elektrod, SCE = telitett kalomel elektrod)

) redoxipotencial | vonatkozasi
Ligandum L i
érték (V) elektrod
Schiff-bazis komplexek [123] -1,015 - (-0,875) SCE
Makrociklusos ligandumok [124-127] —0,850 - (—0,440) SCE
Hisztidin, piridin, imidazol [128] -0,170; 0,240, 0,317 NHE
ciklo(GH)a4, ciklo(GHG),[129] 0,195; 0,219 NHE
ciklo(L-aszpartil-L-aszpartil-)-bisz-hisztamin,
. . . D . —0,030; 0,100 SCE
ciklo(L-glutamil-L-glutamil-)-bisz-hisztamin [55]
GH, GHG, GHK, GGH [130,131] 0,220 - (-0,120) SCE
Ac-HGGG-NH>[132
¢ :[132] 0,299 - (-0,270)
Ac-(PHGGGWGQ),-NH; ahol n =1, 2, 4 0.530 - (_0.299 NHE
[132,127] 0,530 - (=0,299)

N-Ac-His; N-Ac-Hm [119] 0,338; 0,293 NHE
bisz(imidazolil)-szarmazékok [110] 0,055 - (-0,117) NHE
Ac-HXH-NHMe, Ac-HXXH-NH,,

Ac-HHGH-NHMe, Ac-HHVGD-NH,,
0,190 - 0,400 NHE
Ac-HXHZH-NH,, Ac-HXXHZH-NHo,
Ac-HXXXHXH-NH,, Ac-S3H4-NH>*[119,120]

2X, Z lehet G: glicin, V: valin, A: alanin, P: prolin, és az S a szarkozint az Me a

metilcsoportot jeloli.
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2.2.1. Hisztidint tartalmazé peptidek Cu(II)-komplexeinek redoxi sajatsagai

Szamos hisztidin tartalmt, védett és nem védett terminalis csoportot
tartalmazo peptid Cu(Il)-komplexének elektrokémiai vizsgalatat végezték el. A
szabad terminalis aminocsoporttal rendelkezd peptidek esetében tobbnyire az
amidnitrogént tartalmaz6 komplexeket tanulmanyoztdk. Azt tapasztaltak, hogy a
jellemz6 redoxipotencial értékek a negativ tartomanyba esnek, tulajdonképpen
nehezen megy végbe az amidnitrogén koordinacioji komplexek fémcentrumanak
redukalasa [130-132]. Ennek a negativ redoxipotencial értéknek az az oka, hogy
nem kedvez a Cu(l)-ionnak a koordinacidés szféraban elhelyezkedd
amidnitrogének altal okozott ekvatorialis tér erdsodés. Néhany ligandum
réz(Il)komplexeinek vizsgalata soran azt figyelték meg, hogy a képzddo
Cu(I)-komplexek kémiai reakcidja miatt az anddos csucsokra kapott aramerdsség
kisebb értéket mutat, mint a katddos csucsoké [133].

A terminalisan védett multihisztidin peptidek [Cul] és [Culs;]
komplexeket képeznek a fizioldgias pH-tartomanyban, ahol az oldallancbeli
imidazolnitrogénen keresztill koordinalodik a fémion. A részecskék
redoxipotencial értékei a 0,200-0,400 V tartomanyba esnek. A [Cul]
komplexekre mérhetd redoxipotencial értékek jelentdsen fiiggnek a hisztidinek
helyzetétdl és a szamatdél. A koordinal6dd imidazolnitrogének szdmanak
novekedésével a fémion koordinacids szféraja telitettebbé valik, ami stabilisabb
szerkezetet okoz, ugyanakkor a redoxipotencial érték csokken [119].

A vizsgalatok azt mutattdk, hogy a komplex stabilitasa és a
formalpotencial értékeinek valtozasa kozott szoros Osszefliggés van. Minél
stabilisabb szerkezettel rendelkezik a komplex, annal nehezebben lehet redukalni,
azaz annal negativabb redoxipotencial érték jellemzi. Minden esetben
egyelektron-atmenettel jard, kvazireverzibilis reakcid jatszodik le. Ennek ellenére
a katodos és anodos csucsok kozotti tavolsag 0,059 V-nal nagyobb, ami azzal
magyarazhato, hogy az elektrdd feliiletén egy lassu elektrontranszfer folyamat

megy végbe [119].
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Annak érdekében, hogy a szuperoxid gy6kanion elbontasara képes legyen egy
komplex, a mért redoxipotencial értéknek a (8) és (9) egyenlettel megadott két
részfolyamatra jellemz6 (0,16 V - +0,89 V) potencidltartomanyba kell esnie
[134]:

Ote — 02 E°pu-7y=-0,16 V (8)
Oy +2H"+ e — H202 E°pn-7=+0,89V 9)

A CuZnSOD enzimre jellemz6 formalpotencial értéke is beleesik ebbe a
tartomanyba, ami 0,360 V-nak adddott a mérések alapjan. A SOD enzimnek azok
a Cu(Il)-komplexek lehetnek modelljei, amelyekre a kapott redoxipotencial
értékek is ebben a tartomanyban vannak.

A fentebb emlitett ligandumok Cu(Il)-komplexeire kapott redoxipotencial
értékek a SOD vonatkozasaban kedvezd tartomanyban vannak, ami alapjan ezek
a részecskék potencialis SOD modellek.

Miutan megismertiilk a CuZnSOD enzim aktiv centrumanak modellezésére
akar a késobbiekben alkalmazhaté komplexek, koztiikk az oligopeptidek redoxi
tulajdonsagait, illetve SOD aktivitasat és mivel a tézis {6 t¢émdja a multihisztidin
peptidek fémionokkal alkotott rendszereinek oldategyensulyi vizsgalatai, ezért a
kovetkezo részben Osszefoglalom az imidazolil-csoport hatdsat az egy és tobb

hisztidint tartalmazo peptidek koordinacios kémiai tulajdonséagaira.

2.3. Egy- vagy tobb hisztidint tartalmazé peptidek Cu(Il)-, Ni(Il)-, Zn(II)-

komplexei

Az a-aminosavakbol felépiil6 peptidek egy termindlis aminocsoportot €s
egy terminalis karboxilcsoportot tartalmaznak, ezenkiviill az oldallanc
mindségétdl fliiggden egy masik funkcids csoportot. Az oldallancban
koordinal6dé donoratomot nem tartalmazé a-aminosavak terminalis csoportjai a
kelateffektusnak koszonhetéen tobb atmenetifém-ion stabilis megkotésére is
képesek oOttag  kelatgytriit kialakitva, egy Ugynevezett aminosavszerii

koordinaciot 1étrehozva (4. a) abra). A két terminalis csoport tavolsaga a
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peptidekben megnd, ezaltal | ° R, . N /7)
\ C// \ H 7/ N\ C
egyszerre nem tudnak HC— HC—C—NH-C—C CH
[\ A T N oo/
- ] N, O N, 0 R, © NN O
egyazon  stabilis  kelat- ™ "™ [omE
/HC\NH/
o J4 . 4 . 2
gyliriben részt venni a fémion 2) B) Ri 9
megkotésekor.  Ebben  az . /7) N /7)
2 2
f R N\ o Ny -
esetben a fémion természete N b <
R N
hatarozza meg azt a csoportot, ud Mg, ud ™M o
< < S N
. ” v /" NH N~
ami az elsddleges kotohely R” N Ri ’ |
CH
. . Ry N
lesz. Az Altalunk vizsgalt 9 o 7 =0

atmenetifémionok a  nitro- |\ 4 iprg: Az aminosavakkal és peptidekkel

génatom  felé  mutatnak | képz0dd  fémkomplexek  szerkezete: a) az
- aminosavakkal kepzédé [ML] komplex szerke-
nagyobb affinitast, azaz az | ;.40 p) o dipeptidekkel képz6dé [ML] komplex
aminocsoport fog horgony- | szerkezete, ¢) a dipeptidekkel képzédd [MH L]
. ) ) komplex szerkezete, d) az oligopeptidekkel kep-
donorként viselkedni. Ebben | 575 [MH_L]  komplex szerkezete, e) az

az esetben az aminocsoport Ollgopeptldekkel képZO”dé’ [MHij] kOmplex
szerkezete

nitrogénjéhez és az amid-

csoport oxigénjéhez vald koordinacioval egy oOttagi kelatgyiiri képzodik és
kialakul a (NH,, CO) koordinacioju [ML] 6sszetételii komplex (4. b) abra). Ez
azonban az aminosavakkal kialakuld (NHz, COO") koordinacidju komplexekhez
képest kisebb stabilitast komplexeket jelent. Mivel a peptidkotés, vagy mas néven
az amidkotés révén kelatképzo helyzetben tovabbi két donoratomot (nitrogén- és
oxigénatom) is tartalmaz a molekula, tovabbi koordinaciés modok valdsulhatnak
meg. Ahhoz, hogy a peptidkotésben jelenlévd nitrogénatom koordinalédjon az
amidcsoport deprotonalodasa sziikséges, ami szabad ligandum esetén erdsen
lugos pH-tartomanyban (>14) kovetkezik be, valamint némely fémion (pl. Cu(I)-
és a Ni(Il)-ionok) is képes elésegiteni az amidnitrogének deprotonalodasat €s
koordinacigjat. Ennek kovetkeztében (5,5)-tagu kelatgytriis [MH_;L] 6sszetételi
komplex alakul ki dipeptidek esetén (NH,, N~, COO") (4. ¢) abra), oligopeptidek
esetén (NH,, N™, CO) koordinacios modokkal. Mivel a peptidlanc névekedésével

né az amidcsoportok szama, ezért a pH tovabbi emelésével ezek deprotonalddasa-
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val és koordinalodasaval (5,5)- és (5,5,5)-tagh csatolt kelatrendszer kialakulasa
mellett [MH_,L] és [MH_3L] 6sszetételti komplexek keletkeznek (4. d) és e) dbra)
[135].

Amennyiben az oldalldincban taldlhat6 donorcsoport(ok) a fémion
megkotésére képesek, akkor a komplexek szerkezetét és stabilitdsat annak
koordinacidja befolyasolhatja [136]. A fémionok az ¢él6 szervezetben
megtalalhato legtobb fehérjéhez (kivéve példaul a NiSOD, albumin) az
aminosavak oldallancaiban talalhaté donorcsoportokon keresztiil koordinalédnak.
Az oldallancok minésége szerint nem (alanin, fenilalanin, valin), gyengén vagy
erésen koordinalédé oldallancbeli donorcsoportokat kiilonbdztetiink meg. A
leger6sebb kolcsonhatast a biologiailag nélkiilozhetetlen atmeneti fémionokkal a
hisztidin és a cisztein aminosavak oldallancai alakitjak ki és ezek az aminosavak
biztositjak a fehérjék fémkotohelyeinek tobbségét. A hisztidin oldallancanak
imidazolgytr{ijében talalhatd két nitrogén atom (a ,,pirrol tipust” (N(1)) és az
NQ@3)) koziil legtobb esetben az N(3) kotddik a fémionhoz, mert ennek
kovetkeztében nagy stabilitast, kisebb tagszamu kelatgytirti keletkezik. A cisztein
oldalldncaban talalhatd deprotonalodott tiolcsoport a soft jellegli fémionokhoz
koordinal tobbnyire. Viszont nagyobb jelentdsége a fehérjék térbeli szerkezetének
kialakitasaban, vagy stabilizalasdban az oxidacidja soran kialakuld diszulfid-
hidaknak van. Emellett jelentds szerep jut a gyengén koordinalodo donorcsoportot
tartalmazé aminosavak koziil az aszparaginsav (-, valamint a glutaminsav
v-karboxil csoportjanak kotddésének, de a természetben talalunk még példat a
lizin e-aminocsoportja, a szerin hidroxilcsoportja, a tirozon fenolos
hidroxilcsoportja, a metionin tioétercsoportja, tovabba az aszparagin és a glutamin
[B- s6t y-karboxamidcsoportja koordinacidjara is.

Meg kell emliteniink, hogy a legnagyobb nehézséget a rdvidlancu
peptidek fémkomplexeinek vizsgalata soran a mar fiziologias pH-tartomanyban
bekovetkez6  amidnitrogének  deprotonalddasanak és  koordinaciojanak
megel6ézese jelenti a Cu(Il)- és Ni(II)-komplexekben. A Zn(II)-komplexekben a

deprotonalodott amidnitrogén koordinacioja ritkan fordul eld, az elsddlegesen
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megvalositandd cél az oldatban tartds a semleges €s az enyhén lagos
pH-tartoméanyokban. Egy lehetséges megoldas az amidnitrogén koordinécio
elkeriilésére a megfeleléen kivalasztott peptidszekvencia, melyekben az
oldalldncokon keresztiil jon 1étre a koordinacid. A multihisztidin peptidek, ahol a
hisztidinegységek egymashoz kozel helyezkednek el, igéretes eredményeket
mutatnak. Egy masik lehetséges alternativa a prolin szekvencidba torténd
beépitése. A prolin egy gylriis oldallancot (egy szekunder amint) tartalmazo
aminosav. A lanckdzi szekvenciaba torténd beépitése ugynevezett ,,lanctord”
szerepet tolt be, mivel a kialakulo peptidkotés nem tartalmaz hidrogént, ezaltal a
fémion(ok)ra cserélhetd deprotonalodasra képes amidnitrogének sora megtorik a
peptidlancban. Ami azt jelenti, hogy az egymas utan bekovetkezé amidnitrogének
deprotonalodasa soran kialakulo 5- vagy 6-tagl kelatgytirtik kialakulasa nem tud
valtoztazasaval is jar, mellyel a makrokelatok kialakulasa kedvezményezetté
valik.

Habar szamos kutatocsoport évtizedek 6ta nagyszamu Osszefoglalot és
tanulmanyt kézolt [135, 137-142], de a kezdeti tendencia azt mutatja, hogy nem
torekedtek a biomolekuldkkal valé maximalis megfelelés megvalositasara.
Tobbségében szabad N-terminalis aminocsoportot tartalmazé peptideket
vizsgaltak, ami a legtobb esetben fontos szerepet jatszik a fémionok
megkotésében. Ugyanakkor a fehérjék lanckozi kotdhelyeinek valodi modelljei az
N- és C-termindlisan is védett (oligo)peptidek. Emiatt az utobbi években ezen
molekuldk is a kutatasok kozponti téméajava valtak. Mivel munkénk egyik célja a
CuZnSOD fehérje fémkdotohelyeit modellezd hisztidint tartalmazé oligopeptidek
vizsgalata, ezért a kovetkezo részben a mindkét végiikon védett hisztidintartalmi

peptidek fémkomplexei koordinacids kémiai viselkedését részletezem.
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2.3.1. Hisztidint tartalmazé terminalisan védett peptidek jellemzése

Emlitettem korabban, hogy a

fehérjék ¢és metalloproteinek fémion-
megkotésében az  egyik legfontosabb
imidazolil-

Ni(ID)-

hisztidin

Cu(ll)- és

donorcsoport a

csoportja, emiatt

komplexeit mar részletesen tanulmanyoz-

tak és ezen informaciokbol tobb

osszefoglalo sziiletett

[135,137,138,141,143,144]. Ezekbdl meg-

tanulmany  is

allapithatd, hogy a peptidszekvencidban
jelenlévo imidazolil-csoport a komplex-
képzddési folyamatok sokszintiségét ered-
ményezi, illetve a keletkez6 fémiont
tartalmazd komplexek megnovekedett
termodinamikai stabilitdsaban mutatkozik
meg. Mindezek mellett megallapithato,
hogy szdmos paraméter befolyasolja a
komplexképzddést, ilyen példaul a fémion

jellege, a fémion-ligandum arany, a

a
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5. abra: a) az N-termindlis
iranyba torténé amidnitrogén
deprotondlodas soran kialakulo
[N~ N, N, N/ koordinacios
modu  [CuH_3L] komplex
szerkezete, b) a C-termindlis
iranyba torténé amidnitrogén
deprotonalo-dasakor  kialakulo
[Nim, N, N, N] koordindcios
modu [CuH L] komplex
szerkezete

szekvenciaban talalhato hisztidinek szama, valamint a koordinaciot befolyasold

egy¢éb oldallancokhoz viszonyitott helyzete, ezen oldallincok mindsége, tovabba

a terminalis funkcids csoportok védettsége.

2.3.1.1. Egy hisztidint tartalmazo termindlisan védett peptidek jellemzése

A terminalis aminocsoport hianya kovetkeztében az egy hisztidint tartalmazo

védett C- és N-terminussal rendelkezé peptidkomplexekben a horgonydonor

szerepét a hisztidin imidazolnitrogén (Nm) egyediil tolti be. Enyhén savas,

valamint semleges oldatban a fémion az oldallancok donorcsoportjain keresztiil
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kotodik, mikoézben makrokelat szerkezetli komplexek keletkeznek. A pH
emelésével az amidnitrogének részvételével 6- és 7-tagt kelatgytiriik alakulhatnak
amidnitrogének deprotonalddasa az N-, illetve a C-termindlis irdnyba mehet
végbe. Mivel a 7-tagu keldtgylriik kisebb termodinamikai stabilitast mutatnak,
mint a 6-tagiak, ezért az N-terminalis felé torténd deprotonaldédas kedvezdbb,
amelynek hatasara egy (5,5,6)-taghh (5.a abra) nagy stabilitast nyQjtd csatolt
kelatrendszer jon létre [145]. Ugyanakkor, ha N-terminalis helyzetben van a
hisztidin (példaul Ac-HVGD-NH,[118]) vagy a szekvenciaban egy disszociabilis
protonnal nem rendelkez6 amidnitrogént tartalmazo aminosav elézi meg (példaul
prolin [146,147] vagy szarkozin [148]), akkor az amidnitrogén deprotonalddasa
¢és koordinacidja a C-termindlis iranyban valdsul meg és (7,5,5)-taga (5.b abra)
csatolt kelatgyiiris rendszer képzodik. Ezeket az ismereteket az alabbiakban
néhany példan keresztiil mutatom be.

A Cu(Il)-Ac-HVGD-NH, rendszer esetén a peptid imidazolnitrogén
donoratomja az elsddleges fémkotohely az enyhén savas oldatban képzd6dd [CuL]
Osszetételll komplexben. Ezen komplex stabilitisa nagyobb, mint az egyszerii
imidazolcsoportot tartalmazo peptidek megegyezd Osszetételi komplexei [149],
ami az aszparaginsav  P-karboxilatcsoportjdnak  fémionhoz  torténd
koordinacidjaval magyarazhatd, amely sordn egy [N, COO7] Osszetételii
makrokelat alakul ki. Az oldatban ligos kozegben (pH > 10) [CuHsL] és
[CuH4L] részecskék jelennek meg. A [CuH4L] komplexben — (N-,N,N,N")
kotésmoddal — négy nitrogén donoratom koordinalddik a fémionhoz. Ugyanakkor
a [CuH;L] Osszetételi komplex a spektralis paraméterek alapjan akar
[3N-, COO | vagy [Nim, 2N~ + OH ] koordinacios modokkal is leirhato [118].

A Zn(II)-Ac-HVGD-NH, rendszerben a savas kozegben képz6dd [ZnL]
Osszetételli komplexben az imidazolnitrogén mellett az aszparaginsav
karboxilatcsoportja is rész vesz a fémion megkotésében. A semleges illetve

enyhén ligos kdzegben bar kialakul a [ZnH_,L] vegyes hidroxido komplex, de
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bekdvetkezik a fémion hidrolizise, azaz a Zn(Il)-ion nem képes eldidézni az
amidnitrogének deprotonalddasat [118].

A Cu(ll)-L (L = Ac-PHAAA-NH,, Ac-AQPHTEI-NH,) rendszerben a
hisztidin imidazolnitrogénje tolti be a horgonydonor szerepét, amely a
réz(Il)ionhoz enyhén savas pH-tartoméanyban ko6tédik. A pH emelésével, a
hisztidin eldtti prolinnak kdszonhetden, az amidnitrogének koordindcidjanak

kovetkeztében (7,5,5)-tagt csatolt kelatrendszer képzodik [146,147].
2.3.1.2. Tobb hisztidint tartalmazo termindlisan védett peptidek jellemzése

A tobb hisztidint tartalmazé peptideket a metalloenzimek [119,120],
tovabba egyéb fehérjék [150-152] szerkezetének, valamint katalitikus
aktivitasanak modelljeként hasznaljuk. Ezek a peptidek optimalis koriilményeket
biztositanak makrokelatgytiriik képzédésére, melynek termodinamikai stabilitasat
meghatarozza a peptidlanc hossza, valamint a hisztidinek kozott 1évé tavolsag.

Az €16 szervezetben megtalalhatd fehérjék vizsgalatai alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a fehérjék és a fémionok kozott kialakulo
kotésviszonyokat a terminalisan mindkét végiikon védett multihisztidin peptidek
jobban modellezik. Mivel ezekben a peptidekben nincs szabad amino- és
karboxilcsoport, hiszen a C- és N-terminalis végiikon véddcsoporttal vannak
ellatva, ebbdl adodoan a terminalisan nem védett peptidekhez képest megvaltozik
a komplexkémiai viselkedésiik is. Ezekben a peptidekben a fiziologias
pH-tartomanyban a novekvo hisztidinek szama el6segiti a makrokelat szerkezetii
komplexek kialakulasat és bar a ndvekvo hisztidil oldallancok szaménak hatasara
nd a kialakulé imidazol-koordinacioju komplexek termodinamikai stabilitdsa,
viszont a hisztidinek kozott 1évé tavolsag ndvekedésével csokken a képz6do
makrokelat szerkezetek stabilitasa. A legnagyobb stabilitdsu komplexek azokkal
a peptidekkel alakultak ki, amelyekben a hisztidineket egy vagy két aminosav
valasztotta el egymastol (ezek a ligandumok —HXHZH-, valamint —-HXXHZH-

szekvenciat tartalmaznak). Ennek az a magyarazata, hogy ezekben a
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szekvencidkban képes a képzddé makrokelat szerkezetli komplex a legnagyobb
mértékben eltolni a nagyobb pH iranyaba az amidnitrogének deprotonalddéasat
[142].

A multihisztidin peptidek komplexképzddési folyamatait vizsgalva
gyakran tapasztalhato koordinacids izomer szerkezetek megjelenése. A keletkezd
izomer szerkezetek aranyat az imidazolil-csoportok szdma ¢€s helyzete hatdrozza
meg, de jelent6s befolyassal bir a molekula mérete, az oldallancok hidrofob
jellege, valamint a képz6dd komplex toltése is. S mindezek mellett, mivel a
horgonydonor szerepét a szekvenciaban jelenlévd valamennyi imidazolnitrogén
betdltheti, ezért fémionfelesleg alkalmazasa soran tobbmagvia komplexek
alakulhatnak ki.

El6z6leg mar utaltam ra, hogy a CuZnSOD enzim Cu(Il) kdt6helyét
modellezhetik a tobb hisztidint tartalmazo N- és C-terminusban véddcsoportot
tartalmazo peptidek, mivel az altaluk kialakitott [Cul] és [Cul,] Osszetételii
imidazol-koordinaciojii komplexek szerkezetiikben hasonlitanak az enzim aktiv
centrumara. Ennek ellenére érdemes vizsgalni az amidnitrogén részvételével
létrejove komplexeket is, mert j6 modellként szolgalhatnak. Az enzim aktiv
centruménak szerkezetét figyelembe véve, azt a megallapitast tehetjiik, hogy a
Cu-kotohelyet a HVH tripeptiddel, a Zn-kotohelyét a HVGD tetrapeptiddel
modellezhetjiik. Ezen két peptid N-terminusban nem védett €s mindkét végiikon
védett szarmazékait is megvizsgaltdk [118,153,154]. Osszességében azt
varhatjuk, hogy a terminalisan védett szekvencidk esetén képzddd komplexek
szerkezete hasonlit jobban az enzim aktiv centrumara, ezért a dolgozatban is csak
ezeket mutatom be. Az Ac-HVGD-NH; elemzését a 2.3.2.1. fejezetben lathattuk.

Az Ac-HXH-NH, szekvenciaju peptidek esetében — ilyen peptid példaul
az Ac-HVH-NH, [118] - az imidazol-koordinacioja [Cul] 0sszetétell
makrokelat szerkezetli komplex mindkét hisztidin részvételével alakul ki. A
Cu(Il)-Ac-HVH-NH, ligandumfelesleget tartalmazo oldatadban szamottevd
mennyiségben keletkezik [Cul,] 0Osszetételi biszkomplex. Ebben a

biszkomplexben a spektralis paraméterek alapjan a Cu(Il)-ion koordinacios
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szférdjdban vélhetden harom vagy négy nitrogén donoratom taldlhat6. Még a
fiziologids pH-n két amidnitrogén atfedd lépésben torténd deprotonalodasédval
[CuHoL] osszetételil részecske képzddik, melyben (7,5,6)-tag csatolt
kelatrendszer alakul ki és [N, N7, N, Nim] koordindciés moddal telitddik a
réz(Il)ion koordinécios szféraja. A pH tovabbi ndvelésével keletkezik a [CuH3L]
Osszetételll komplex, amelyben egy amidnitrogén veszi at a helyét a koordinacids
szférabol kiszorulé egyik hisztidinnek [N-, N°, N7, Nim| koordinaciés moddal. A
folyamatban a kisebb tagszamu, de sokkal kedvezményezettebb (5,5,6)-tagl
csatolt kelatrendszer képzodik. [118]

Az elmult évtizedben szisztematikus vizsgalatok folytak, annak
felderitésére, hogy a hisztidinek szama és pozicidja miképpen befolyasolja a
feltiintetett két kotohelyet és kornyezetét, ezért szamos olyan tobb hisztidint
tartalmazo peptidet vizsgaltak, amelyekben a hisztidineket egy, ketté vagy tobb
aminosav valasztja el egymastol.

A két hisztidint tartalmazé peptidekben névelve a hisztidinek kozotti
aminosavak szdmat Ac-HXXH-NH, szerkezeti ligandumokhoz (példaul
X =V [155], A [120]) jutunk. Ezen peptidekben a C-terminalis hisztidin a
horgonycsoport. A réz(Il)ion hatasara elkiiloniilt 1épésben jatszodik le az els
amidnitrogén deprotonalodas és megjelenik a [CuH L] komplex. A pH
emelésével a [CuH,L] és [CuHL] komplexekben a Cu(Il)-ion koordinacios
szférdjadban egy imidazolnitrogén mellett két, illetve hdrom amidnitrogén
koordinalddik a fémionhoz. Ezeknél a peptideknél is megjelenik a [Culs]
Osszetételll biszkomplex a ligandumfelesleget tartalmaz6 mintakban.

A hisztidinek szamat tovabb novelve a szekvenciaban jutunk el olyan
peptidekhez, amelyek az Ac-HXHZH-NH, [156] altalanos képlettel
jellemezhetok. Ekkor olyan [Cul] Gsszetételii komplex alakul ki, amelyben a
harom imidazol gytri kotédésével képzodik a makrokelatot tartalmazo szerkezet,
aminek a megjelenése visszaszoritja az amidnitrogének deprotonalodasat. A
fiziologias pH-tartomanyban a meghatarozo részecske az [Nim, N7, N7, Nim]

koordinacios modu [CuH_,L] komplex. Hasonldéan az el6zé részben targyalt

24



Székely Eniké doktori (PhD) értekezés

Ac-HXXH-NH; szerkezetli peptidekhez itt is a nagyobb pH-tartomanyban harom
amidnitrogén és egy imidazolnitrogén kotédik a kézponti fémionhoz, [CuHL]
komplex jon létre [N", N, N, Nin] koordinaciés moddal. A fémion felesleget
tartalmaz6 mintakban kialakulnak tobbmagvi komplexek is. A 7-9 kozotti pH-
tartomdnyban megjelenik a [Cu,H4L] komplex, amiben az egyik fémion a
C-termindlis végen talalhato, a masik a kozbensé hisztidinhez kotodik.

Az Ac-HXXHZH-NH, (X =A, G; Z=A, V, G) [120], Ac-cHXXHZZH-
NH, (X = A; Z = V) [155] és az Ac-HXXXHXH-NH, (X = G [120]) szekvenciaju
peptidek esetén hasonloan az Ac-HXHZH-NH, ligandumokhoz a fémion harom
imidazolnitrogénen keresztiil koordinalodik a [CuL] komplexben. A pH
emelésével a lancvégi és a lanckozi hisztidinek is horgonycsoportként
viselkednek, ennek koszonhetéen izomer szerkezetek alakulnak ki az oldatban.
elmondhatd, hogy a [CuH.L] komplexben jorészt a C-terminalis részhez
koordinalédik a fémion, mig a [CuH ;L] komplexben a kedvezobb kotéhely a
kozbensé hisztidin. Fémionfelesleg alkalmazasakor itt is képzddnek
kétmagvu komplexek. Négy amidnitrogén deprotondlodasaval [Nim, N7, N7] +
[Nim, N7, N, Nim| vegyes koordinaciés moddal [CuH-4L] Osszetételii komplex,
mig 6t amidnitrogén részvételével [3 N, Nim] + [2 N7, Nim] koordinaciés modia
[CuzH sL] osszetétellel jellemezhetd komplexek alakulnak ki.

Vizsgaltak hisztidint és szarkozint valtakozva tartalmazo szekvenciaju
peptideket — Ac-(HisSar),His-NH, (ahol n = 1-3) (jel6lésiik rendre: STH2, S2H3,
S3H4) — is. A szarkozin beépitése a peptidlancba ugyanis nem teszi lehetové a
szarkozin N-terminalis részén levd peptidkotések deprotonalodasat, ezaltal az
oldallancbeli  imidazolcsoportok koordinaciéja keriil elStérbe. gy az
imidazolkoordinacidéju makrokelat szerkezetii komplexek stabilitdsa nagyobb
lesz, és szélesebb pH-tartomanyban (gyengén savas és fiziologias) vannak jelen,
de a hisztidinek szamatol, illetve azok poziciojatol fiiggden valtozik a stabilitasuk

[148].
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Tanulmanyoztak hasonld szekvencidju peptidekkel a nikkel(Il)ionok
komplexképzddési jellemzdit is. A semleges pH-tartomanyban a 6 részecske az
imidazol oldallancokon keresztiili koordinacioval létrejové [NiL] Osszetételt
komplex. A réz(Il)komplexekhez hasonléan valtozik a hisztidinek szdma és
pozicidja fiiggvényében a makrokeldt szerkezetli részecskék stabilitasa.
Ugyanakkor a Cu(Il)-ionoktdl eltéréen az amidnitrogének deprotonalodasa
lassabban jatszodik le, az enyhén lugos pH-tartomanyban kezdddik el és a
masodik (esetenként a harmadik) amidnitrogén deprotonaldédasa erdsen
kooperativ. modon torténik meg. Példaul a —HXH- szekvencia esetén az
(Nim, N7, N, Nim) koordinaciés mod a kedvezményezett, a —HXXH- szekvencia
esetén a [NiH L] komplex képzddése nagy pH-n és kooperativ moédon az
imidazol oldallanc koordinacidjat kovetden kovetkezik be. [157]

A képz6dd Zn(Il)-komplexek szerkezetére és Osszetételére a hisztidin
egységek szama nincs olyan nagy hatassal, mint amit a réz(Il)ion esetén
tapasztaltak. Ennek legf6bb magyarazata, hogy a cink(Il)ion kisebb mértékii
affinitdst mutat az amidnitrogénhez. A terminalisan védett peptideknél néhany
kivételtdl eltekintve semleges/ligos pH-tartomanyban csapadék képzddik, hiszen
a kis stabilitastt Zn(II)-Nin, kotésti komplexek nem képesek felvenni a versenyt a
cink hidrolizisével. Az 1:1 aranyta Zn(II)-Ac-HVH-NH, rendszerben pH ~ 5 felett
csapadékképzodés volt tapasztalhatd, ezért nem tudtak stabilitdsi allandokat
meghatarozni [154]. A Zn(II)-Ac-HXXH-NH,, vagy a Zn(I[)-Ac-HXXHY YH-
NH; rendszereknél a kialakul6 kis termodinamikai stabilitassal rendelkez06 [2Nm],
valamint [3Nin] tipusu koordindciés modu [ZnL] komplexek sem képesek lugos
koriilmények kdzott oldatban tartani a Zn(II)-ionokat. [155]

A komplexképzési folyamatra a hisztidinek melletti egyéb koordinalodo
donorcsoportok jelenléte is hatassal van, amellyel a kovetkezd fejezetben

foglalkozom részletesen.
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2.3.2. Oldallincban Kkiilonb6z6 csoportot tartalmazé terminalisan védett

multihisztidin peptidek jellemzése

A fehérjek, koztik a CuZnSOD enzim, aktiv centruméban taldlhato
fémkotdhelyek kornyezetében nemcsak hisztidin talalhato, hanem egyéb
koordinal6dé donorcsoportok is. Ezért ebben a fejezetben azt mutatom be a
dolgozat tovabbi eredményeinek értelmezése végett, hogy az oldallancban akar a
nyilt lancu (alanin, glicin, prolin, valin), a semleges (aszparagin, glutamin), a
pozitiv (lizin), a negativ toltésii (aszparaginsav, glutaminsav), valamint az aromas
(fenilalanin) oldallancot tartalmazé aminosavak jelenléte milyen szerepet tolthet
be a Cu(Il)-ionok koordinaciojaban.

Az Ac-HXH-NH; és az Ac-HXHYH-NH; (ahol X ¢s Y =G, A, V, P)
szekvenciakban a nemkd&td oldallancok (alanin, glicin, prolin, valin) jelenléte és
pozicidja a 6 részecskék eloszlasara és kotésmodjara nincs kiilondsebb hatassal
[156,157]. Ugyanakkor, ha a fémion szamara azon hisztidin a horgonycsoport,
mely el6tt egy aminosav tavolsagra glicin helyezkedik el (—-GXH-), a glicin
aminosav jelenléte a spektralis paraméterek alapjan egy sztereokémiai
atrendezodést okoz [158]. M. Klewpatinond és munkatarsai tanulmanya szerint
amennyiben a fémion szdmara a —GXH- szekvenciarész a fo kotohely, a
CD-spektrumokban a Cotton-effektusok eldjele pont az ellentéte a —YXH—
szekvenciat tartalmazo peptidek CD-gorbéiben megjelend Cotton-effektusokhoz
viszonyitva [158].

Az aszparagin és a glutamin oldallancok jelenléte a fellelhet6 irodalom
alapjan nem okoz nagymértéti valtozast a fémkomplexek termodinamikai
stabilitdsaban ¢és a kialakuld komplexek szerkezetében. Egy tanulmany szerint az
egy glutamin oldallancot tartalmazoé terminalisan nem védett peptidek
fémkomplexeiben a fémion-peptid kdtésben nem vesz részt a glutamin oldallanca
[159]. Ha azonban t6bb glutamin van a szekvenciaban a komplexek koordinacios
modja bar nem valtozik, de a kialakul6 hidrogénkotéseknek koszonhetden jelentds

hatassal lehetnek a komplexek stabilitasara. Az aszparagin oldallancok szerepére
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ellentmondasos irodalmi eredményeket talalhatunk, ugyanakkor a vizsgélatok
alapjan az aszparagin oldallanc a kialakul6 koordindciés mddokra és a komplexek
stabilitasara nincs hatassal. [160-162]

A lizin, az aszparaginsav ¢és a glutaminsav oldalldncaikban negativ vagy
pozitiv toltéssel rendelkezé csoportot tartalmaznak és ezaltal a képz6do
komplexek brutto toltését megvaltoztatjak, ami befolyasolja azok stabilitasat. Az
Ac-HAHKH-NH; ¢s az Ac-HKHAH-NH, peptidek vizsgalatai azt mutattak, hogy
a lizin oldallancanak deprotonalddasa nem okoz valtozast a fémion koordinacios
kornyezetében [163]. Ugyanakkor a Cu(Il)-ionnal képz6d6 komplexekben az
aszparaginsav ¢és a glutaminsav karboxilatcsoportjai képesek megnovelni az
imidazolkoordinalta komplexek stabilitasat a gyengén savas pH-tartomanyban
[164].

A fenilalanin bar nem vesz rész a fémion koordinaciojaban, elsdsorban
szerkezetalakitd szerepet jatszik, hiszen az oldallancaban taldlhatdé nagy
térkitoltésii aromas gylri kolcsonhatasba léphet a fémionhoz koordinalodo
imidazolgytriikkel, igy stabilizalva a képz6d6 komplexek szerkezetét vagy
modositva a fémion koriil kialakuld geometriat, de 0sszességében novelve a
komplexek stabilitasat.[163]

Munkam egyik célja olyan peptid eléallitasa volt, mely funkcionalisan €s
szerkezetileg is képes utdnozni a nativ CuZnSOD enzim aktiv centrumat. A
tervezéshez fontos volt ismerni a fent emlitett oldallancok hatdsat a
komplexképzddésre, valamint figyelembe kellett venni a megfeleld
peptidszekvencia tervezésekor, nemcsak az aktiv centrumban talalhaté aminosav
sorrendet, hanem az el6allitando peptid oldhatdsagat is. A hisztidin egy semleges,
enyhén pozitiv toltésii aminosav, ezért tobb hisztidin jelenléte bar noveli a
Cu(Il)-ionnal vald kolcsonhatas er6sségét, azonban ha sok hisztidin van a
peptidben, akkor a szekvencia kevésbé lesz polaris, ami csokkentheti az
oldhatésagot. Hosszabb lanct peptideknél aggregaciohoz vezet, ha a hisztidinek
tal kozel vannak egymashoz, illetve a hoszabb peptidek esetén nagyobb a hajlam

a masodlagos szerkezeti elemek (a-hélix, B-redd) kialakulasara, ami megintcsak
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rontja az oldhatésagot [165]. Ennek folyomanyaként, olyan aminosavakat kellett
beépiteni a peptidszekvenciaba, melyek segitik a vizes kozegben torténd
vizsgalatainkat és az eldallitott peptid oldékonysagat novelik. Az aszparaginsav
¢és a glutaminsav negativ toltést hordoz¢ oldallanccal rendelkeznek, azaz ezek az
aminosavak novelik a peptid oldhatosdgat, mert az elektrosztatikus
kolesonhatasok révén jol hidratalédnak. A lizin és az arginin bazikus aminosavak
és pozitiv toltéssel rendelkeznek, ezek az aminosavak a pozitiv toltés révén
segithetik a peptid oldodasat. A polaris aminosavak (szerin, treonin, aszparagin)
képesek hidrogénkotések kialakitasara a vizmolekulakkal, ezaltal segithetik az
oldhatésagot. Ugyanakkor a hidroféb aminosavak (fenilalanin, valin, leucin,
izoleucin, triptofan) jelenléte csdkkenti az oldhatdsagot vizes kozegben, tehat ha
tal sok ilyen aminosav talalhatdo a peptidben, akkor csokken az oldhatdsag.
Mindezeken kiviil szem el6tt kellett tartani, hogy az acetil védGcsoporttal ellatott

N-terminalis régio is csokkenti az oldhatosagot.
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3. KiSERLETI KORULMENYEK ES ALKALMAZOTT MODSZEREK

3.1. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok

A peptidek szilardfazisu szintéziséhez sziikséges oldoszerek, vegyszerek
kereskedelmi forgalombol szarmaznak, €s tovabbi tisztitas nélkiil tortént a
hasznalatuk. A Novabiochem cégtdl szereztiik be a Rink Amide AM gyantat, a
2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-terametilammonium-tetrafluoroborat  (TBTU)
és az aminosavakat, amelyek védett formdban 9-fluorenil-metoxi-karbonil
(réviden Fmoc) védbcsoporttal keriilnek  forgalomba (Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-Asp(OrBu)-OH (O7Bu: 5-terc-butil), Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH,
Fmoc-Gly-OH,  Fmoc-His(Trt)-OH  (Trt:  tritil),  Fmoc-Lys(Boc)-OH
(Boc: tercbutiloxykarbonil), Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Val-OH). A Sigma Aldrich
cégtdl szarmazik a 2,2’-(etiléndioxi)dietantiol (DODT), a dietil-éter (Et2O), az
N-metil-2-pirrolidon (NMP), az N-hidroxi-benztriazol hidrat (HOBt-H,O), a
2-metil-butan-2-ol és a triizopropil-szilan (TIS). A Merck Millipore terméke volt
a HPLC-tisztasagu, szintetikus célokra hasznalhat6 trifluorecetsav (TFA) és az
N,N-diizopropil-etilamin (DIPEA). A Molar Chemicals Kft.-t6l vasaroltuk a
piperidint, a diklor-metant (DCM), a dietil-étert (Et,O), a 96%-0s ecetsavat és a
folyadékkromatografias célokra hasznalhatd nagytisztasagu acetonitrilt (ACN). A
VWR International cég pedig a szintetikus célokra hasznalhatdé N,N-dimetil-
formamid (DMF) és az ecetsavanhidrid (Ac,0) termékeket forgalmazza.

A kutatdshoz  hasznalt Ac-SarHAH-NH,, @ Ac-HADHAH-NH,,
Ac-FHVHAGPHFNGGHVGD-NH,, Ac-FHVHEGPHFN-NH; és
Ac-FHVHEGPHFNGGHVGD-NH; peptideket szilardfazisa peptid szintézissel a
Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén allitottam el6. Az
Ac-HADH-NH,, Ac-HDAH-NH,, Ac-HAHDH-NH,, Ac-HDHAH-NH,,
Ac-HGFHVH-NH,, Ac-cHDHAHDH-NH; peptideket ugyszintén a tanszékiinkén

Dr. Csire Gizella és tobb zarodolgozatot készité hallgato szintetizalta.
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A SOD modellpeptidek dolgozatban hasznalt roviditéseit az alabbi
2. tablazat tartalmazza. A vizsgalt ligandumok képletei a 6. és 7. abran

szerepelnek.

2. tablazat: A SOD modellpeptidek dolgozatban hasznalt roviditései

Szekvencia A dolgozatban hasznalt rovidités
Ac-FHVHEGPHFN-NH; SOD-ES5-N10
Ac-FHVHEGPHFNGGHVGD-NH; SOD-ES-D16
Ac-FHVHAGPHFNGGHVG-NH; SOD-A5-G15

A pH-potenciometrias titralasokhoz hasznalt szilard KOH-ot a Merck
Millipore vallalattol, mig a koncentrdcid6 meghatarozdsdhoz hasznalt kalium-
hidrogén-ftalatot a VWR cégtdl szereztiik be. A mintdk allandé ionerdsségét
KNO; (Molar Chemicals Kft.) és KCI (Merck) felhasznalasaval oldottuk meg. A
vizsgalatokhoz a CuCl,, Cu(NO3),, NiCl,, NiSO4, ZnCl; és Zn(NOs3), torzsoldatok
a Reanal Finomvegyszergyar Zrt. a.l.t. mindségli vegyszereibdl késziiltek. A
vizsgalatok kivitelezéséhez ¢és az oldatok elkészitéséhez Millipore Water System
frissen készitett haromszor ioncserélt vizet hasznaltam. A fémoldatok pontos
koncentracié meghatdrozdsa gravimetridsan oxinat csapadékok formajaban,
klasszikus komplexometrias titralasokkal és pH-potenciometriaval torténtek.

A 'H-NMR vizsgalatokhoz hasznalt 99,8%-0s izotOptisztasigu
vegyszereket (D,O-, DCI- és NaOD-oldatok) az ISOTEC Inc. cég allitotta el6. A
SOD aktivitas mérésekhez a Sigma-Aldrich cégt6l rendeltiik a nitroblue-

tetrazolium-klorid s6t (NBT), a xantin és a xantin-oxidaz enzimeket.
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7. abra: A SOD modellpeptidek szerkezeti képletei

3.2. Szilardfazisu peptidszintézis

Napjainkban a peptidek szintézise az 1962-ben [166] R. B. Merrifield altal
publikalt szilardfazisa peptidszintézis modszerével torténik. Az amerikai
professzor 4ltal kidolgozott modszert 1984-ben Nobel-dijjal jutalmaztdk. A
Merrifield-féle eljaras alkalmazasakor a peptidek szintézise szilard fazishoz,
ugynevezett gyantahoz kapcsolva torténik. A gyanta (klormetilezett sztirol-
divinil-benzol kopolimer) szemcséinek feliiletén, valamint belsejében az
aminosavak kotédését funkcids csoportok teszik lehetévé. Az aminosavak
kotodését ezekhez a csoportokhoz €s késObb a peptidlanc lehasadasat a gyanta

szerves oldoszeres duzzasztasa teszi lehetévé. A duzzasztés tehat elengedhetetlen
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1épése a peptidszintézisnek. Mivel az aminosavak a gyanta felszinén 1év6 funkcids
csoportokhoz, majd egymashoz térténd csatolasa egy heterogén reakcid, emiatt a
peptidlanc felépitése soran lejatszodd reakciok Osszessége idOben egy lassu
szintézist eredményez. Ugyanakkor szamtalan eldnye miatt egy kedvelt eljarés.
Ilyen elénydk példaul: (i) egyszerti szliréssel a feleslegessé valt reagensek a
reakciotérb6l konnyen eltavolithatok, (ii) a folyadékfazisban végrehajtott
eloallitassal szemben a hozam javul, mert az egyes aminosavak kapcsoldsa utan a
peptid mosasa és kicsapasa nem sziikséges, (iii) konnyedén feldolgozhato a kapott
termék, (iv) az eljaras a ciklikus ismételhetdsége révén automatizalhato. [167]

A peptidlanc kiépiilése az N-terminalis vég iranyaba a C-terminalis vég
felol torténik. Az elsé aminosav karboxilcsoportjat a gyantahoz rdgzitjiik
kovalens kotéssel, ezutan a lancvégi aminosavhoz kapcsoljuk a tovabbi
aminosavakat, ezaltal a szintézis teljes ideje alatt a gyantahoz kdtve marad a
felépiild peptid. A fenti folyamatok miatt a gyantaval szemben tobb elvaras is
megfogalmazodott: (i) az alkalmazott szilard hordozé jo mechanikai és kémiai
ellenalloképességgel rendelkezzen, (ii) ne reagaljon a felhasznalt oldoszerekkel és
reagensekkel, de az épiild peptidlanccal se, (iii) a gyanta és a peptid kdzotti
kovalens kotés az egész folyamat soran végig stabil maradjon, viszont konnyen
hasithaté legyen a szintézis végén, (iv) jol duzzadjon az alkalmazott
oldoszerekben, hiszen a novekvd peptidlancnak konnyen hozzaférhetonek kell
lennie valamennyi reagens szdmara, (v) a szintézis sikerét befolyasolja a gyanta
szemcsemérete, a szemcse alakja és homogenitasa.

A peptidlanc felépitése és a valtozatos Osszetételi melléktermékek
képzddésének elkeriilése miatt az aminosavak terminalis csoportjai, valamint a
oldallancban talalhato reakcioképes funkcids csoportok véddcsoporttal vannak
ellatva. Ezen véddcsoportoknak a szintézis teljes ideje alatt stabilnak, ugyanakkor
a szintézis végén konnyen eltavolithatonak kell lenniiik, amely tobbféle stratégia
révén érhetd el [168,169]. Munkank soran a legtobb aminosavnal tgynevezett
ortogonalis védOcsoport stratégia, azaz a Fmoc/tBu [170] modszer szerint jartunk

el, amely soran az a-aminocsoportokon a Fmoc (9-fluorenil-metoxi-karbonil), az
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oldalldncokon pedig a #Bu (terc-butil csoport) és annak szarmazékai biztositjak a
csoportok védelmét. Ezen csoportok eltavolitasa eltéré kémiai koriilményeket
igényel, egyhe bazis (pl.: piperidin) alkalmazasidval hasithatd a Fmoc
véddcsoport, mig savas kozegben (pl.: trifluorecetsav tartalmi oldattal)
tavolithatok el az oldallancok véddécsoportjai.

A peptid szintézisét a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékén talalhatd Liberty 1™ mikrohullam( peptidszintetizalé késziilékkel
(CEM, Matthews, NC) végeztiik automatizalt moédon N, N-dimetil-formamid
(DMF) oldoszerrel, és az aminosavakat a TBTU/HOBt/DIEA technika
segitségével aktivaltuk. A Fmoc/tBu stratégiat alkalmaztuk az N-terminuson
acetilezett modellpeptidek eléallitasahoz, melyhez Rink Amide AM tipusa
gyantat hasznaltunk. Ez a gyantatipus egy olyan funkcionalt polisztirol matrixbol
all, amely 1% divinil-benzollal térhalositott. A Rink Amide [171] tipust gyantarol
torténd hasitas kovetkeztében a szintetizalt peptidek — igy a dolgozatban szerepld
peptidek — C-terminalis végén amid véddcsoport van.

A késziilek els6 1épésben a Fmoc véddcsoport(ok) eltavolitasat 20 V/1%
piperidint és 0,1 mol/dm® HOBt'H,O-t tartalmazd6 DMF-oldattal végezte 30 W
teljesitmény(i mikrohulldmu sugarzas alkalmazéasaval 80 °C-on 180 mésodpercig.
A Fmoc védocsoportok hasitasat nyomon kovettiik a késziilékhez kapcsolt
UV MONITOR egység (CEM, Matthews, NC) segitségével. Az egység miikodése
azon az elven alapul, hogy a piperidin hatasara egy nagy reaktivitasu
dibenzofulvén koztitermék keletkezik, mely a piperidinnel adduktot képez és
ennek a keletkez6 adduktnak az ultraibolya tartomanyban 301 nm-en
(&3100m = 7800 mol™' dm?® cm™) jellegzetes fényelnyelése van, tehat spektrofoto-
metriasan nyomon kovethetd a véddcsoport eltavolitasanak sikeressége. Ezt
kovetéen az aminosavak csatolasa 30 W teljesitményii mikrohullamt sugarzas
segitségével 80 °C-on 300 masodperc alatt ment végbe, amelyhez az
aminosavakat négyszeres feleslegben (0,2 mol/dm*) alkalmaztuk. A
karboxilcsoport(ok) aktivalasara az aktivator (0,5 mol/dm® HOBt és 0,5 mol/dm?
TBTU DMF-ben oldva), illetve az aktivator bazis (2,0 mol/dm* DIPEA NMP-ben
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oldva) elegyét hasznaltuk. Ezutan a Fmoc véddcsoport eltavolitasat és a kdvetkezd
aminosav csatolasat ciklikusan ismételve kaptuk meg a tervezett szekvenciaju
peptidet. Az eldallitott peptidet tartalmazd gyantat a szintézis befejezd 1épésében
— a peptidek N-terminalis végére keriil6 acetil véddcsoport miatt — a késziilék az
utolsoként kapcsolt aminosavegység Fmoc véddcsoportjanak eltavolitdsa utan
6 V/V% ecetsav-anhidridet és 5 V/F% DIPEA-t tartalmaz6 DMF-oldat
hozzaadasaval kezelte. A késziilék az egyes reakciok kozott a reagensek feleslegét
DMF hozzaadasaval és azt kdvetGen sziiréssel tavolitotta el.

A szintézis végeztével a gyantahoz kotott peptideket a tovabbi feldolgozas
elott diklérmetan, 96%-os ecetsav, 2-metil-2-butanol és dietil-éter (Et,0)
alkalmazasaval mostuk. Ezt kovetéen szobahdmérsékleten végeztiik el a peptid
gyantarol torténd hasitasat és az oldallancbeli véddcsoportok eltavolitasat
94,0 V/V% TFA, 1,0 V/V% DODT, 2,5 V/V% TIS, 2,5 V/V% H,O elegyével
2-3 oran keresztiil (a peptidlanc hosszatdl fiiggden). Majd a gyantardl lehasitott
peptidet sziiréssel valasztottuk el. Az oldatbdl kicsaptuk a peptidet hideg dietil-
éterrel, ezutan a feliiliiszot eltavolitottuk centrifugaval (ScanSpeed 406) torténd
tomoritést kovetden, majd argon gazzal szaritottuk. Az igy kapott peptidet vizben
oldottuk fel, és liofilizaltuk befejezésképpen. A teljes eldallitasi folyamat végén a
tervezett peptideket valamennyi esetben trifluorecetsav-s6 formajaban nyertiik.

A kapott liofilizalt peptidek tisztasagat minden esetben forditott fazisu
HPLC, ESI-MS és/vagy MALDI-TOF, valamint pH-potenciometrias technikak
segitségével ellendriztiik. Az oldallancban kiilonb6z6 donorcsoportot tartalmazo
ligandumokhoz Grace Vydac 218TP C18 (250 mm x 4,6 mm, 300 A, 5 um)
kolonnat hasznaltunk, vizsgalataik alapjan az el6éllitott anyagok egy
komponensiiek és > 90%-os hatéanyagtartalmuiak voltak, ezért a vizsgalatokhoz
tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel azokat. A SOD modell tipusu peptidek
esetén Teknokroma Europa Protein C18 (250 mm x 4,6 mm, 300 A, 5 um)
kolonnat, valamint elvalasztasukhoz Teknokroma Europa Protein 300 C18
(250 mm x 10 mm, 5 pm) kolonnat hasznaltam. Az analitikai HPLC Jasco
MD-2010 plus diodasoros detektort, mig a félpreparativ HPLC Jasco UV-2077
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plus 4-/ UV-lathat6 detektorral van felszerelve. A peptidkotésre jellemzd 222 nm
maximalis elnyelési hulldimhosszon detektaltuk a termékek egységességét. A
mérésekhez eluensként 0,1 V/7% TFA-t tartalmazd vizet (A) és acetonitrilt (ACN)
(B) hasznaltunk, valamint 1 és 3 ml/perc-et valasztottunk aramlasi sebességnek.
Mivel nem minden szintézis volt sikeres — példaul kimaradtak aminosav
részek, keverékek képzddtek vagy kis hozam is eléfordult — ezért ezeknek a
szintézisét megismételtik és az Osszes dolgozatban szereplé modellpeptidet
sikeriilt tisztan eldallitani, amit a MALDI-TOF analizis alatamasztott a jellemzd
molekulatomegekkel. A SOD modellpeptidekre az igy kapott mért és szamitott

m/z értékeket tartalmazza a 3. tablazat.

3. tablazat: A SOD modellpeptidek mért és szamitott m/z értékei:

Részecske Osszetétel m/7 (Mért) m/Z (Szamolt)
SOD-5E-10N
L-

H.L* CsoH77N18014" 1261,629 1261,586
N.’:lHL+ (:59H761\118N21014+ 1283,620 1283,568
KHL" CsoH76KN13014" 1299,592 1299,542
NazL+ (:59H761\118N212014+ 1305,599 1305,599

SOD-5A-15G
L

HL* C74H100N25017" 1610,768 1610,772
H,L* C74H101N250177 805,888 805,890
HiL3* C74H102N25017* 537,595 537,596

SOD-5E-16D
L*

Hs;L* CsoH107N26022" 1783,78 1783,8048
I\IaHzL+ CgoH]061\126]\121022+ 1 805,77 1 805,7867
KH,L" CsoH106KN26022" 1821,74 1821,7606
I\IazHL+ CgoH]05]\126]\1212022+ 1 827,75 1 827,7687

KNaHL* CgoH]osKN%N&Ozf 1 843,7 1 1 843,7426
I\IazHL+ CgoH]04]\126]\1213022+ 1 849,73 1 849,7506
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3.3. pH-potenciometria

A pH-potenciometria az oldatfazisban lejatszodd komplexképzddési
folyamatok egyensulyi vizsgalatanak leggyakrabban hasznalt modszere.
Felhasznalhatosaganak feltétele, hogy az oldat pH-janak valtozdsaval jarjon a
komplexképzddés, tehdt a fémion koordindcidja a ligandum protonalodasi
egyensulyara hatassal legyen. A (10) reakcidegyenlettel irhatd le a hidrogénion
(H") és a fémion (M™") kozotti kompeticios folyamat.

nHL + M™+ = MLIWM* 4 oyt (10)

A brutté komplexképzddési folyamatot a (11) egyensulyi egyenlettel
adhatjuk meg (a konnyebb kezelhetdség miatt nem tiintettem fel a részecskék
toltését):

pM + gH + rL = [MpH,L,] (11)
, ahol M a fémion, L a teljesen deprotonalt ligandum , H a hidrogénion, ¢, p és r
pedig sztochiometriai egylitthatok.

Ezek a pH-potenciometriai vizsgalatok arra adnak lehetdséget, hogy a
stabilitasi allandoit (logf) megallapithassuk. Az (11) reakcidegyenlet alapjan
keletkez8 M,H, L, Osszetételt komplexek brutto stabilitasi dllandoja (Bpqr) a

(12) képlettel adhaté meg:

_ [MquLT]
Prar = [M]P[H]4[L]" (12)

A kapott adatok alapjan a SUPERQUAD [172] valamint a Debreceni
Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén kifejlesztett PSEQUAD
[173] szamitogépes programokkal a szabad ligandumokra jellemzd bruttd
képzodési allandok, valamint a keletkezd komplexek stabilitasi allandoi
meghatarozhatok.

A SUPERQUAD ¢s a PSEQUAD programokkal lehetéségiink van egy

s

mintdira kapott adatsorokat parhuzamosan kiértékelni. A program hasznélatdhoz
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szdmos adatot sziikséges megadnunk, melyek a kovetkezdk: a hidrogénion, a
ligandum ¢és a fémion analitikai koncentracidja, a vizionszorzat (Kv), az
Irving-faktor (/RVi), a mérdoldat — esetiinkben a ~ 0,20 mol/dm* KOH-oldat —
pontos koncentracioja, a minta kiindulasi térfogata, a titralas soran kapott térfogat-
pH adatparok, a részecskék ismert és/vagy feltételezett Gsszetétele, becsiilt
és/vagy ismert stabilitasi allanddk. A program Newton-Rapson iteracidval kozeliti
a bemend adatok alapjan a finomitani kivant stabilitasi allandok értékét addig,
ameddig a méréoldatra nézve minimumot talal a Y7 (Vimere: — Vszamitore,i)?
Osszefiiggésre (ahol Vier: az i-edik mérési pont mérdoldatanak térfogata, Vigmironi
az i-edik mérési pont szamitott térfogata). A kiindulasi komponensekre felirhato
anyagmérleg egyenletek ((13) — (15) egyenletek) megoldasaval adja meg a
rendszerben keletkez6 részecskék koncentracio értékeit, ahol n jeloli a vizsgalt
rendszerben keletkez0 asszocidtumok szamat, az [M], [H] és [L] a komponensek
koncentracioi, a B, q,r,a stabilitasi allandok, a p;, g: €s r; az asszocidtumokban 1€v6

atomok szama:

em = [M]+ X1 pi Bpyger, [MIPEH] L] (13)
ey = [H] + Xy 4 Bpyqpr, [MIPHH] L] (14)
c, =[L] + Z?:lri Bpiqiri [M]P¢[H]9[L]"™ (15)

Vegyes rendszerekben lejatszodo komplexképzodési folyamatoknal, ahol
két kiilonb6z6 fémion is jelen van az oldatban, a komponensek szama négyre
valtozik a fent feltiintetett haromrol, ezaltal négy komponensre is felirhaté az
anyagmérleg. A program az iteracidsorozat végén megadja a finomitott allandok
értekeit, valamint azok hibajat és a kozelités pontossagat az illesztési
paraméterként definidlt |Vizamitorri — Vimereil atlagértékeként. A disszer-
tacioban megjelend stabilitasi allandok (logp, logB[M,H,L,]) utan feltiintetett
zarodjelben szerepl6 értékek jelolik az allando utolso tizedesjegye szerinti standard
deviacio értékét. Mindemellett a kivalasztott komponensekre vonatkozodan
abrazolja a pH-fiiggvényében a részecskék koncentracio-eloszlasi gorbéjét.

Torzskomplexek képzodése esetén a fémionra szamoljuk a moltortet, ha tobb
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kiilonb6zd fémiont tartalmazoé vegyes rendszereket vizsgalunk, akkor a ligandum
moltdrtjét érdemes abrazolni.

A kisérleti részben talalhatd koncentracid-eloszlas gorbéket a részecskék
stabilitasi szorzatai, Osszetétele és azok kiindulasi koncentracidinak
felhasznalasaval, a MEDUSA programmal [174] szerkesztettem meg, majd
Microsoft Excel tablazatkezel6 alkalmazéssal abrazoltam.

Szamos matematikai miivelet felhasznalasaval sziikségiink volt bevezetni
kiilonféle ugynevezett szarmaztatott allandokat a fémkomplexek képzddését
jellemz6 bruttdé stabilitasi allandok Osszehasonlithatosaga érdekében. Az
értekezés tablazatai a ligandumok protonaldodasi allandoibol — szamitott
deprotonalodasi allandokat (pK) tartalmazzak. A kdvetkezo részben bemutatom a
dolgozatban szerepld szarmaztatott allandok szamitasanak modjat.

A hisztidin oldallancanak imidazolil-csoportja részvételével kialakuld
makrokelat szerkezeti fémkomplexek stabilitasanak jellemzésére hasznaljuk a
logK(M+Nm) értéket, ahol az M a Cu(Il)-, a Ni(Il)-, vagy a Zn(II)-ionok. Ha a
ligandum teljesen deprotonalt formdban van, és valamennyi imidazolnitrogén a
fémionhoz koordinalodik, akkor ezen alland6 értéke megeggyezik az [ML]
Osszetételll komplexre jellemzo logf értékével. Viszont, ha a ligandum olyan
funkciés csoportot tartalmaz, ami a komplexképzddéshez képest nagyobb
pH-tartomanyban deprotonalddik (példaul Tyr-OH, Lys-NH3"), abban az esetben
a kovetkezd egyenletek alapjan szamoljuk az értékét ((16) és (17) egyenletek):

M + H,L = MH,L (16)

logK(M + Ny,) = logB(MH,L) — logB(H,L) 17)
Mivel az altalunk vizsgalt fémionok (Cu(II)-, Ni(Il)- és esetenként a Zn(II)-ionok)
elésegitik az amidnitrogének deprotonalddasat és koordinalodasat, ezért az amid
nitrogének deprotondlodasara jellemz6 allandok kiszamitasara az alabbi

egyenletek hasznalhatok ((18) és (19) egyenletek):

pK (amid) = logB[MH,,L] — logB[MH,,_, L] (18)
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A kooperativ deprotonalodas esetén ((19) egyenlet):

MH,,L _ logB(MH,L)-logB(MH,,_,L)
K (MHn_XL) - x (19)

atlag

Fontos megjegyezni, hogy a dolgozatban lathato titralasi gorbén a titrald
lagekvivalensek fliggvényében abrazoltuk a pH-értékeket, ahol a nulla
ekvivalensnél a teljesen protonalt ligandum van jelen és a (20) képlettel

szamolhato:

KOH ™ My + felesleg

lugekvivalens = (20)

Nligandum

A titralasokat vizes oldatokban allandé 25 °C (298 K) homérsékleten
végeztilk, mely homérsékletet Julabo F12 tipusu ultratermosztattal biztositottuk.
Hamilton fecskendével (1,00 vagy 0,50 cm® térfogatl) felszerelt Mol-AcS
karbonatmentes, argon alatt tarolt KOH-oldatot. A pH-mérése Methrom
6.0234.110 kombinalt iivegelektroddal felszerelt MOLSPIN pH-mérdvel tortént.
oldattal végeztiik, melynek pH-ja 298 K hémérsékleten 4,005. A titralas soran a
légkori szén-dioxid kizdrasa miatt a mintaoldatok gézterébe argont vezettiink, a

folyamatos kevertetést pedig VELP magneses keverd végezte.

crcr

crcr

ismert koncentracioji KOH-oldattal allapitottam meg, ¢és a pontos
koncentraciokat a titralasi gorbék Gran-féle linearizalasaval hatdroztam meg
[175]. Az Irving és munkatarsai altal bemutatott modszert alkalmaztuk a diffuzios
potencial kikiiszobolésére [176].

A ligandum torzsoldatokat szilard anyag bemérésével és haromszor
ioncserélt vizzel készitettem. A mintakban a ligandum kiindulasi koncentracidja
SUPERQUAD programmal szamolva 1,0 x 10~ — 2,0 x 103 mol/dm?® koncent-
racidtartomanyban mozgott. A fémion-ligandum arany 2:1 és 1:3 kozott valtozott.
A titralasi minték kezdeti térfogata 3,00 vagy 4,00 cm?® volt, melyben az allando

0,2 mol/dm? ionerdsséget KCI- vagy KNOs-oldat hozzaadéasaval biztositottuk.
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A pH-potenciometrias mérések soran ismereteket szerezhetiink a kelet-
kezd komplexek 0Osszetételérdl, valamint stabilitasarol, ugyanakkor a feltéte-
lezhet6 koordinacios modrol, a koordinalddd donoratomokrol, a szerkezetrol nem
ad informaciot. A modszer egyéb gyengesége, hogy egyes esetekben egy rendszer
jol leirhaté tobb modellel is, esetleg azonos pH-effektussal jar kétféle
sztochiometriaju részecske képzddése is. Ezért indokolt az oldategyensulyi
elemzés kiegészitése tovabbi spektroszkopiai modszerekkel, mint példaul
UV-lathato spektrofotometria, CD spektroszkopia. Egyéb modszerek (ESR, MS,
NMR) bevonasa tovabbi bizonyitékokat szolgaltathat a komplexek oldatbeli

szerkezetéhez.
3.4. UV-lathat6 spektrofotometria

Az atmenetifém-komplexek képzddése soran a ligandum elektromos terének
hatasara a kozponti fémion d-palyai felhasadnak és eltérd lesz az energiajuk. A
komplexek szinét és fényelnyelését a keletkez6 d-palydk kozotti
elektronatmenetek (d-d atmenetek) okozzak. A fémion és a ligandum kozotti
elektronatmenetek, vagy masnéven toltésatviteli (CT) savok eredményeként
foként az ultraibolya tartomanyban nagy intenzitasu abszorpcids savok jelennek
meg. A spektrumok értékelésével kdvetkeztethetiink a koordinal6dé donoratomok
szamara és kémiai mindségére, valamint a keletkez6 komplexek szerkezetére.

A Cu(I)-komplexek sajatossaga, hogy a tetragonalisan torzult, oktaéderes
térben a Jahn-Teller effektus kovetkeztében jellemzd *E, alap- és T, gerjesztett
allapota energiaszintek gyenge-, és erdsteri ligandumok esetén is négyfelé
hasadnak, az igy létrejott négy energiaszint kozott haromféle energiaju d-d
atmenetnek kellene megjelennie: dy, (dy,) = dyz_y2; dyy = dyz_y2; dyz > dya_y2.
Viszont a spektrumokban gyakran ezek az atmenetek Osszeolvadnak egyetlen
széles savva, melynek energiaja, illetve intenzitasa (A) fiigg a koordinalodd
donoratomok szamatol és mindségétol, tovabba az abszorpcids maximumhoz

tartozd hullamhossz (Amax) €értékét a komplex pontos geometriaja befolyasolja.
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A Cu(Il)-komplexekre jellemzd Amax értékeket befolyasold tényezodket Sigel és
Martin [137], valamint Pettit és munkatarsai [139] is vizsgaltdk. Ha a vizes
vizmolekulakat lecseréljiilk O-, vagy N-donoratomokra, akkor az abszorpcids
maximum a révidebb hullamhosszak felé tolodik el (hipszokréom eltoldédas). Ez a
hatas  kiilonésen a N-donoratomot tartalmaz6é  funkcidés  csoportok
koordinaloédasakor szamottevd. Kutatdsaik alapjan megadhatok azok a
hullamhossztartomanyok, amelyekbe a kiilonbdzé szamu nitrogén donoratomot

tartalmazo komplexek abszorpcios maximuma esik (4. tablazat). [177]

4. tablazat: A réz(I)komplexek abszorpcios maximumdnak (Ama) és a molaris

abszorbancidjanak (e) fliggése a koordinalt nitrogénatomok szamatol

Koordinalt
nitrogénatomok Amax (nm) e¢(M'em™)
szama
1 680-730 30-60
2 620-670 40-120
3 540-590 100-150
4 500-530 120-200

Emellett ismert egy olyan altalanosan alkalmazhaté empirikus egyenletet is,
amivel megbecsiilheté a kiilonb6z6 koordinacioji Cu(ll)-komplexekre jellemz6

abszorpcios maximum is [137]:
Amax = — (21)
[0,294(C=0/H,0)+0,346(CO0~)+0,460(NH,)+0,494(N=)+0,434(Ny1)]

Azonban az Gsszefliggés nem veszi figyelembe az axialis koordinacio jelenlétét,
mely sordn a Amax értékek a nagyobb hullamhosszak felé (batokréom eltolodas)
tolodnak el. Valamint az effektus nagysaga nemcsak a donoratomok mindségétol
fligg, hanem a kelatgylirii méretétdl, valamint a ligandumhoz kapcsolodo, de a
koordinacidoban nem résztvevo egyéb funkcios csoportoktol is [178].

6-os koordinacidos szammal fordul eld leggyakrabban [179]. Gyenge terii
ligandumokkal altaldban 6-os koordindcios szamu oktaéderes geometriaju, nagy

spinszamu €s paramagneses komplexek jonnek Iétre. Ebben az esetben harom
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spinmegengedett d-d atmenet valdsulhat meg, amelyek kis intenzitdsuak
(émax < 30 M 'cm™) a Laporte-szabaly szerinti tiltas értelmében. Egy-egy sav
jelenik meg az abszorpcids spektrumban a kozeli infravords (770-1430 nm), a
lathaté  (500-910 nm) ¢és a kozeli ultraibolya (370-520 nm)
hulldamhossztartomanyban. Létezik egy kisebb intenzitadst spintiltott negyedik
atmenet is, mely mindossze csak vallként jelentkezik valamelyik savon. Négyes
koordinacidos szammal tetraéderes vagy siknégyzetes geometriaju Ni(Il)-
komplexek képzodnek, melyek fényelnyelése az oktaéderes komplexekénél
sokkal intenzivebb. Gyenge terii, egyfogu ligandumokkal kialakuld tetraéderes
elrendezddésii komplexek abszorpcids spektrumaban 500-900 nm kozott egy
nagyobb intenzitdsi sav (emax ~ 100-1000 M™' cm™) jelenik meg. Erds terii
ligandumokkal (példaul a peptidek amidnitrogénjei, tiolatcsoport, makrociklusok)
szinte kizardlag siknégyzetes geometriaju diamagneses komplexek képzddnek és
ezek keletkezése intenziv szinvaltozassal is jar (a pH emelésével rendre valtozik
sarga — voros — barna szin{ivé az oldat). Ezen részecskék egy nagy intenzitasu
(émax ~ 50-500 M' cm™) elnyelési savval rendelkeznek az abszorpcios
spektrumban 400-550 nm koriil. Egy még intenzivebb masodik sav is megjelenhet
430 nm alatt, ami tobbnyire toltésatviteli eredetii.

kovetkezménye. Ez a tulajdonsaga megneheziti komplexeinek vizsgalatat olyan
spektroszkopiai modszerekkel, amelyek soran elektondtmenet torténik.

A méréseket 1,000 cm-es uthosszusagu kiivettdban, kiilonb6z6 pH-
értekeken Perkin Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras és VWR UV-1600PC tipust
egysugaras spektrofotométerekkel 298 K homérsékleten végeztem. A
spektrumokat 200-900 nm kozotti hullamhossz tartoméanyban rogzitettem. A
mintak koncentracidja és a fémion-ligandum aranya megeggyezett a
pH-potenciometriai méréseknél alkalmazottal. A pH-mérésekhez 6.0234.110
Metrohm kombinalt tivegelektroddal ellatott Metrohm 827 pH lab hordozhato
pH-mér6 késziiléket hasznaltam. A pH beallitasahoz a korabban ismertetett KOH-
és HCl-oldatokat hasznaltam.

44



Székely Eniké doktori (PhD) értekezés

3.5. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus spektroszkopia egy olyan spektroszkopiai
modszer, amely a polarizalt fény €s egy optikailag aktiv anyag kdlcsonhatasan
alapszik. A sikban polarizlt fény felbonthaté két azonos hullamhosszisagi,
amplitudoju és fazisu cirkuldrisan polarizalt fénysugar osszegére (balra és jobbra
cirkularisan polarizalt fény). A fény e két komponensével kiilonbdz6 modon
1épnek kdlcsonhatasba az optikailag aktiv anyagok, mely soran a sikban polarizalt
fény atalakul elliptikusan polarizaltta. Ezaltal a balra és jobbra cirkularisan
polarizalt fény eltér6 mértékii abszorpcidt szenved. Ezt az abszorpcios
kiilonbséget nevezziik Cotton-effektusnak [180] vagy cirkularis dikroizmusnak,
ami a kdvetkez6 egyenletekkel irhato le:

AA = Ay — Ajopy = log (j—z) —log (ITT) = Ae-c- ¥ (22)
ahol 4 az abszorbancia, I a belépd fény intenintenzitasa, I, és [; az egyes
komponensek kilépd intenzitasa, Ade¢ a molaris abszorpcids koefficiensek
kiilonbsége, ¢ a koncentracio és ¢ a kiivetta tithossza.

A cirkularis dikroizmus (CD) gorbét ugy kapjuk, hogy abrazoljuk a
kétféle fénysugar molaris abszorpcidjanak kiilonbségét (Ae = epa — gjobb) a SUgarzas
hullamhosszanak fiiggvényében. Ellentétben az abszorpcids savokkal a CD gorbe
minimumai €s maximumai viszonylag keskeny Gauss-gorbék, melyek az
elektrongerjesztési abszorpcios spektrum maximuma helyén vagy ahhoz kozel
jelentkeznek. Ennek okdn a CD spektrum tobb esetben informativabb az
UV-lathatd spektrumoknal, mivel viszonylag ritkan fordul elé a keskenyebb
savok miatt, hogy atfednek egymassal a kiilonb6z6 elektrondtmeneket folyamatai,
ezen kiviil meghatarozo szerkezeti informaciot hordoz a Cotton-effektusok eldjele
is.

A szabad fémion az UV-lathatd spektroszkopiaval szemben a d-d
tartomanyban nem mutat aktivitdst, ami a fehérje/peptid molekuldk
kolesonhatasanak vizsgalatat megkonnyiti, hiszen csak ebbdl a kdlcsonhatasbol

erednek a jelek [181].
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A fémkomplexek optikai aktivitasa harom helyzetbdl szarmazhat: a
konfigurécios-, a konformaciods- és a vicinalis (szomszédos) hatdsbol [182,183].
Az optikai aktivitdshoz legnagyobb mértékben a konfiguracids hatas jarul hozza
és akkor jelentkezik, amikor a fémionhoz koordindlodott atomok vagy csoportok
elhelyezkedése asszimetrikus. A  konformaciés hatds a kelatgytlrik
tulajdonsagaitol fiiggden [184] bizonyos fémion-ligandum 0&sszetétel esetén
mutatkozik. Mig a vicinalis (szomszédos csoport) hatds a kelatgylrii
kornyezetében elhelyezkedd csoportok jelenlétébol adodik [182,183]. Ezen kiviil
intenziv d-d atmeneteket figyeltek meg, azoknal a négyzetes geometriaju
komplexeknél, ahol az N, és a peptid-N~ egyidejii koordinacidja valoésul meg
[156,185,186]. Ebben az esetben az aktivitas abbol ered, hogy két koordinalodo
csoport altal bezart kelatgylribe esik a kiralis a-szénatom [183].

Szamtalan kutatocsoport [183,187,188] vizsgalta a kis tagszamu peptidek
kiilonboz6  fémionokkal alkotott komplexeinek CD  spektroszkopiai
tulajdonsagait. A vizsgalatok azt mutattak, hogy a koordinal6dé donorcsoportok
nem azonos mértékben tovabbitjak a kiralis informaciot a kromofér csoporthoz,
ez esetben a kozponti fémionhoz. Megallapitottak, hogy a fémkomplexekben a
legnagyobb hatast az amidnitrogének koordinaldédasa eredményezi, majd a
karboxilatoxigének és legkisebb hatasfokkal az aminonitrogének kozvetitik a
kornyezet kiralitasat [137]. Azonban figyelembe kell venniink a koordinalodo
donoratomok mindségén kiviil a kromofor csoport és a kiralitdscentrum tavolsagat
is, hiszen annal gyengébb az effektus, minél tdvolabb helyezkednek el ezek
egymastol.

A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén
JASCO-810 tipusu késziiléken végeztiik. A spektrumokat szobahémérsékleten,
200-800 nm hullamhossztartomanyban, kiilonbozé pH-értékeken rogzitettiik. A
pH-mérésekhez a korabban mar emlitett kombinalt iivegelektroddal ellatott
hordozhaté pH-méré késziiléket hasznaltuk. A vizsgalathoz 0,100 és 1,000 cm-es
uthosszisagn kvarckiivettakat alkalmaztunk. A legtobb mérésben a mintak

koncentracidja és a fémion-ligandum arany megegyezett a pH-potenciometrias
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mérések soran bedllitottal. A SOD modellpeptidek esetén rogzitettem CD
primer adatok kiértékelése a gyartd altal fejlesztett szoftverrel tortént, az

értekezésben feltiintetett spektrumokhoz a Microsoft Excel programot hasznaltuk.
3.6. Ciklikus voltammetria (CV)

A ciklikus voltammetria (CV) olyan elektroanalitikai technika, mely
segitségével gyorsan és koltséghatékonyan nyerhetiink informaciot kiilonb6zé
kémiai vegytiletek, biologiai anyagok vagy elektrodak feliiletének elektrokémiai
tulajdonsagairdl (formalpotencial, komplexek latszolagos stabilitasi allandojanak
meghatarozasa, illetve reakciok mechanizmusanak feltérképezése). Az
elektrokémiai folyamatokrol gyorsan mindségi €s mennyiségi informaciokat
kaphatunk széles potencialtartomanyban.

A CV olyan mddszer, mely fesziiltségszabalyozassal mikodik. Lényege,
hogy linearisan valtoztatjuk a munkaelektrod fesziiltségét egy kezdeti potencial
értékrol (F;) egy forduldpotencialnak nevezett (£;1) értékig. Ezt a forduldpotencial
értéket elérve a potenciadlvaltozas eldjele megfordul és a masodik
fordulopotencialig (E)) szintén linearisan halad. Ebben a pontban ér véget a
ciklus. Ennek kovetkeztében bekdvetkezd potencial valtozast egy referencia
elektrod potencialjahoz képest mérjiik. A referencia elektrod leggyakrabban egy
telitett kalomel elektrod (SCE), vagy Ag/AgCl elektrod. Az ellenelektrod

altalaban platina. A munkaelektrod
E. I@A)[ -150

mindségét a vizsgalandd anyag L -100

szabja meg. Abban az esetben kapjuk 0.6 0,4_/[>mﬁ?0,4

meg a ciklikus voltammogramot, ha A ;0 E®)
1, [
abrazoljuk a munkaelektrodon at- L 100

- 150

foly6 aramerdsséget az alkalmazott

fesziiltség fliggvényében (8. abra). | 8.  dbra: Példa  egy  ciklikus
voltammogramra
[189-192]
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A kapott voltammogrambdl tobb informacidt is nyerhetiink. A katodos
(Ex) és az anddos (E.) cstucspotencidl értékek szamtani kozepe adja meg a

féllépcsOpontencial (E15,) értékét.

Ex+E,y

E1/2 =7 (23)

Ha ezt a féllépcsd potenciadl értéket a referenciaelektrod potencialértékével

korrigaljuk, akkor megkapjuk a végbemend folyamatra jellemz6 redoxipotencial
értéket (£°) normal hidrogénelektrodra vonatkoztatva.
E' =Ey/, + E"(Ag/AgCl) (24)
Az anodos és a katodos csucspotencialok kiilonbségébdl kaphatjuk meg a
csucsszeparacio értékét, amelybdl kovetkeztethetiink a redoxi folyamatban

résztvevo elektronok szamara és a reakcido mechanizmusara.

AE = E, — B =22 (25)

, ahol n a folyamatban résztvevo elektronok szama. Egy egyelektronos
folyamatban az értéke 0,059 V.
A katddos és az anddos csucsaram (ix €s i,) aranya is informaciot hordoz.

Amennyiben a folyamat reverzibilis, az i, és ix aranya egy.

Brt (26)

Ik

A ciklikus voltammetrias méréseket Basi Epsilon Eclipse, az Ac-HADH-
NH, és Ac-HDAH-NH, peptidek vizsgalatai esetén Methrom 746 VA Trace
Analyzer tipusu késziilékkel végeztem. A mintdk méréséhez haromelektrodos
rendszert hasznaltam. Referenciaelektrodként Ag/AgCl elektrodot (BASI Instr.
RE-5B, MF-2079) alkalmaztam, amelyben a hattérelektrolit 3 mol/dm?
mikrocellaban is alkalmazhaté — platinaelektrodot (ALS Co. Japan),
munkaelektrodként pedig 2 mm atmérdji szén- (CHI104) és platinaelektrodokat
(CHI102) alkalmaztam. A mikrocellat platina munkaelektrod segitségével a
[Fe(CN)6]* /[Fe(CN)q]* redoxi rendszerrel kalibraltam, a mért redoxipotencial
értéket az irodalmi adattal (E° = 0,458 V [193]) vetettem Ossze, mely megfeleld

egyezést mutatott. A méréseket 1,0 cm? térfogatban 0,2 mol/dm® KNOs ionerdsség
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mellett, a tanszéken tervezett mikrocelldban végeztem el. A Cu(Il)-ligandum
aranyat az oldatokban 1:5-re allitottam. Minden esetben 25 °C-on vizes oldatokat
vizsgaltam, a ligandum koncentracidja 1 x 107> mol/dm? volt, az oldatok pH-jat
Methrom 827 mobile pH-mér6 és 6.0234.110 kombinalt iivegelektrod
hasznalatadval KOH-oldattal és HNOs-oldattal allitottam be a kivant értékre. A
mintak oxigénmentesitését minden mérés eldtt 5 percig tartd argongaz
atbuborékoltatasaval végeztem. A szabad ligandumokat és a komplexeket
+0,800 V és —0,800 V kozotti tartomanyban 140 pA hatararam mellett mértem
25, 50, 100 és 200 mV/s kozotti pasztazasi sebesség alkalmazasaval. Az
értékeléshez sziikséges paramétereket az eL-Chem Viewer program segitségével

kaptam meg.
3.7. Elektronspin-rezonancia spektroszkopia (ESR)

Az ESR spektroszkopia fontos vizsgalati modszere a parositatlan
elektront tartalmazo, azaz paramagneses tulajdonsagi molekulaknak és ionoknak
(példaul szabad gyokoknek, néhany atmenetifém komplexnek, triplett allapota
molekuldknak). Az altalunk vizsgalt tetragonalisan torzult oktaéderes Cu(Il)-
komplexek is ebbe a csoportba tartoznak. A vizsgalat sordn egy erds magneses
térbe helyezik a mintat, amely soran a Zemann effektus értelmében megsziinik a
parositatlan elektronok energiaszintjeinek degeneraltsiga. Mikrohullamt
sugarzas hatasara a felhasadt energiaszintek kdzott atmenet johet 1étre. A mérés
soran a magneses tér erOsségét valtoztatjadk allandd erdsségli mikrohulldmu
frekvencia mellett és a detektalds soran az abszorbancia els6 derivaltjat mérik.

Mivel a viznek a mikrohullamu tartomanyban nagy az abszorpcioja, ezért
a mintakat fagyasztott, vagy szildrd forméban vizsgdljak. A mérhetd
paramétereket anizotropianak nevezziik és ezen paraméterek miatt a spektrum
parhuzamos és merdleges tartomanyai is megkiilonboztethetéek lesznek. A
spektrumokbol kinyerheték a g faktor értékei és a hiperfinomcsatolasi-allando

(4)) az alabbi egyenletek szerint:
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Hp

_ 0,
9= 91 "x,

H)

27

A” [Cm_l] = —g”.:i.a” (28)

, ahol go a kiils6 standard értéke, Hy és H| a mintaban és a standardban mért
magneses térerd értéke [Gauss], a) a parallel csatolasi allandé [Gauss], us a Bohr-
magneton [értéke: 9,2740-1072* J-T'], & a Planck-alland6 [6,6250-1073 J-s7!] és
c pedig a fénysebesség [értéke: 2,9979-10' cm-s!].

A két paraméter (g és A)) értékét 6sszehasonlitva az egyéb modszerekkel
igazolt szerkezetli részecskékkel, kovetkeztetéseket vonhatunk le a fémionhoz
koordinalt donoratomok kémiai mindségérdl, a kialakuld kotésmodokrol,
valamint a komplexekben bekovetkezd geometriai valtozasokrol.

A méréseket az MTA  Természettudomanyi Kutatokozpont
Szerkezetkutaté Kozpontjaban Bruker EleXsys E500 késziilékkel Dr. May Nora
Veronika és Dr. Lihi Norbert végezték.

3.8. 'TH-NMR spektroszkopia

Az NMR (magneses-magrezonancia spektroszkopia) széles koriien
alkalmazott szerkezetvizsgalé modszer, mely soran az eltér6 kémiai kornyezetben
talalhat6 atomok a spektrumokban eltérd kémiai eltolodas értéket mutatnak. Mivel
ezen valtozas jelent6s lehet a (de)protonalodasi folyamatoknal, ezért alkalmas a
ligandum  proton-disszociaciés  folyamatainak  megismerésére ¢és a
komplexképzddés monitorozasara is. Annak fiiggvényében, hogy az NMR
id6skalan a képz6do részecskék egymasba alakuldsa gyors vagy lassu folyamat a
spektrumokban kiilonb6zo jelenségeket latunk. Lassu csere esetén elkiiloniilt
jelcsoportok jelennek meg, mig gyors cserénél a ligandumok megfeleld jeleinek
az eltolodasat lathatjuk.

A munkam soran néhany peptid cink(Il)komplexeit tanulmanyoztuk
"H-NMR spektroszkopiaval. Az Ac-HADH-NH, vizsgalatait Dr. Ozsvath Andras
és Dr. Erdei Judit Zsuzsa végezték. [ZnH- L] és [ZnH»,L] komplexek spektrumat
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vizsgaltuk enyhén lugos oldatokban. A spektrumban megjelend jelek pontos
azonositdsa miatt felvettiikk a teljesen deprotonalt ligandum spektrumat is.
A méréseket Brucker Avance I 400 MHz késziiléken végeztiik, a kiértékeléshez
MestreNova 9.0 szoftvert hasznaltunk. A ligandumokat D,O-ban oldottuk fel és a
kémiai eltolodas értékeket trimetil-szilil-propansav (TSP) nétrium so6jahoz
(0,00 ppm) képest adtuk meg [194]. Az NMR titralasok sordan 1:1 fémion-
ligandum aranyokat alkalmaztunk, ahol a ligandum koncentracidja 10,0 mM és a
mintak 0,20 M KCl ionerdsséget tartalmaztak. Az oldatok pH*-értékeit DCI- és
NaOD-oldatokkal allitottuk be, és vizes kozegben alkalmazhat6 pufferre kalibralt
hordozhatdo pH-mérével ellendriztiik. A pH*-értékeket az alabbi Osszefiiggéssel
tudjuk atszamolni a tényleges pH-kra [195]:
pH = 0,930 pH* + 0,40 (29)

3.9. Tomegspektrometria (MS)

Az MS és a tandem MS moédszert a biomolekuldk analizisére elterjedten
alkalmazzak [196,197]. A legelterjedtebben alkalmazott ionizaciés modszer az
elektrospray-ionizacio (ESI) pozitiv és negativ modban egyarant. Az ESI
ionizacid hasznalhatdé a minta komponenseinek gerjesztésére (ionizaldsara),
mellyel elhanyagolhat6 a vizsgalt fehérjék, peptidek vagy ezek fémkomplexeinek
fragmentacidja, ezaltal meghatarozhatd a tomegiik. ESI ionizacidé soran
beporlasztjak az oldatot az ionforrasba egy nagyfesziltséget tartalmazo
kapillarison keresztiil, amelynek hatasara toltést vesznek fel a minta részecskéi. A
szaritdgaz segitségével az oldoszermolekuldkat eltavolitjak, ezaltal az ionok
gazfazisba keriilnek. Az ennek kovetkeztében keletkezett ionok a nagyvakuum
alatt 1év6 time of flight (TOF, repiilési id6) analizatorba jutnak és a nagyfesziiltség
hatasara kiilonboz6 idoben keriilnek a detektorba m/z (tomeg/toltés) értékiik
szerint.

Tandem MS alkalmazasaval szerkezeti informécié nyerhetd annak

koszonhetéen, hogy lehetdvé teszi a ligandum és/vagy komplex hasadasat,
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fragmentalodasat. Miiszerezettségét tekintve két tdmeganalizatort tartalmaz a
tandem MS. Lényegében az els§ analizitor segitségével kivalasztjuk a
spektrumbdl azt az iont, amelynek meg akarjuk hatdrozni az dsszetételét, majd a
kivélasztott ion fragmentalodik a masodik analizitorba keriilve és a detektor
érzékeli és rogziti az igy keletkezett termékionokat.

A keletkezett komplexek azonositasara ESI-MS és ESI-MS/MS technikat
alkalmaztunk. A méréseket Dr. Csire Gizella a Debreceni Egyetem Alkalmazott
Kémiai Tanszékén talalhatd maXis II MicroTOF-Q tipusi Qg-TOF MS
késziilékkel (Bruker Daltonik, Bréma, Németorszag) végezte pozitiv és negativ
modban ESI ionforras mellett. A minta aramlasi sebessége 3 pl/perc volt, mely
egy fecskendéopumpa (ColeParmer Ins. Co., Vernon Hills, IL, USA)
alkalmazasaval hajthatd végre. Beallitasra keriilt a spray fesziiltsége 4 kV-ra,
200 °C-ra a szaritdé gaz (N,) hémérséklete, 4 1/perc-re az aramlasi sebesség.
Az MS/MS mérések esetén nitrogén keriilt felhasznalasra iitkozési gazként.
Az itkdzési celldban 1,2:1073 mbar volt a nyomés. ESI koriilmények kozott a
natrium-trifluoracetdt oldatbol keletkezd klaszterionjai szolgalnak kiils6

kalibraloként.
3.10. Szuperoxid-dizmutaz aktivitas vizsgalatok

A szuperoxid gyo6kanion diszproporciojat a Cu,Zn-szuperoxid-dizmutaz
enzim Katalizalja (k ~ 2,0 x 10° s mol™! dm?, pH = 7,4). Kozvetleniil és kozvetve
is mérhetd az enzim miikddését utanzo fémkomplexek aktivitasa [198]. Kozvetlen
technika sordn — a szuperoxid gydkanion eldallitdsdra — tobb modszert is
hasznalhatnank, példaul a villanofény fotolizist [197] vagy az impulzus radiolizist
[199], ugyanakkor ezek magas koltsége miatt nem terjedtek el a laboratoriumi
gyakorlatban. A leggyakrabban hasznalt kozvetett modszer a xantin és xantin-
oxidaz reakcidjanak kdvetkeztében in situ eldallitott O, (szuperoxid gydkanion)
és a nitroblue-tetrazolium-klorid (NBT) kozotti reakcio  UV-lathato

spektrofotométerrel valdo monitorozasa. Aktivitdst nem mutatd fémkomplexek
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mellett az NBT az el6bb emlitett reakcid soran keletkezd szuperoxid gy6kanion
hatasara NBT-diformazanna redukalodik. Ez a folyamat egy szinvaltozassal jaro
reakcio, amely az 560 nm-nél mért abszorbancia mérésével kovethetd nyomon.
Amennyiben a fémkomplex aktivitdst mutat a szuperoxid gyodkanion
koncentracidja csokken, emiatt a NBT-so6 redukcidja akadalyozotta valik, ez pedig

a mért abszorbancia cs6kkenését okozza (9. abra [200]).

NO,
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i H -
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9. abra: A SOD aktivitas mérés kozvetett technikajanak sematikus rajza [200]

A mérések kivitelezéséhez foszfat puffert (HPOs> és  H.POs,
c=5,0x107? mol/dm3), 4,5 x 10~ mol/dm?® NBT-oldatot és 2,0 x 10 mol/dm?
be, hogy az abszorbancia valtozas 560 nm-en 0,020-0,025 min™' értékek kozé
essen. A reakciét szobahdmérsékleten, 1,00 cm uthosszi kiivettaban
(5,0 x 10® - 2,0 x 10° mol/dm*) Cu(Il)-komplex jelenlétében, illetve annak
tavollétében is vizsgaltuk az NBT redukcidjat. El6szor egy vak minta
abszorbancia valtozasat rogzitettik 560 nm-en 8 percig. Ez a vak minta
tartalmazta az NBT-t, a xantint és a xantin-oxidaz enzimet. A tovabbi mérések

soran a kiindul6é minta tartalmazta a xantint, a xantin-oxidazt és az NBT-t, majd
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négy perc utan hozzdadtuk a mintdhoz a fémkomplexet, melynek az ezt kovetd
négy percben mértiik az abszorbanciavaltozasat.

A vegyiiletek SOD aktivitdsat az ICso értékkel jellemezhetjiik, mely azt a
komplexkoncentraciot jeloli, ahol a diformazan képzddése a felére csokken az
enzimutanzé vegyiilet tavollétében mért értékhez képest. Azaz, ha adott
pH-értéknél a Cu(ll)-komplex koncentracio fiiggvényében &abrazoljuk az
inhibicio (%) értékét ((30) egyenlet), akkor a telitési gorbén az 50%-os
inhibiciohoz tartozé komplexkoncentracio adja az ICso értékét.

A4\ Vak A4\ Komplex
G -G

inhibicio % = o x 100 (30)
(%)
At
A4\ Vak . A4\ kKomplex
, ahol (A—t) a fémkomplex hidnyaban, mig a (A—t) a fémkomplex

jelenlétében mért abszorbanciavaltozas 560 nm-en.
A ccun-komplex €5 @ kiszamitott inhibicié adatokra az alabbi (31) egyenlet szerint

illeszthetiink telitési gorbét [197]:

AXCcy(1)-komplex (3 1)
B+AXccy(1)-komplex

inhibicié =
, ahol 4 ¢és B illesztési paraméterek. Az igy kapott SOD aktivitas értékekbol — a
jobb Osszehasonlithatosag miatt — relativ aktivitds értékekeket szamitottunk ki, a

korabban kutatocsoportunkban mért nativ  enzim ICso értékének a

felhasznalasaval, az aldbbi (32) egyenlet alapjan:

ICso (CuZnSOD)

relativ aktivitas = ICso (Komplex)

x 100 (32)

Majd meghataroztuk a k.. értékét az alabbi (33) egyenletnek megfelelden
(knpr (pH = 7,8) = 5,94 x 10* mol ™! dm? s7!) [201]:

_ kNBTX [NBT]

Kear = 21T (33)
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Aszparaginsavat tartalmazo peptidek

Kutatémunkam els6 részében a kiilonb6z6 helyzetben aszaparaginsavat
és két vagy harom hisztidint tartalmazo terminalisan védett peptidek
Cu(ID)-, Ni(ID)- és Zn(II)-komplexeit tanulmanyoztam abbol a szempontbol, hogy
az oldallancbeli karboxilatcsoport hogyan befolyasolja a peptidek komplexképzo
és redoxi sajatsagait. A komplexképzodési folyamatok 0sszegz0 és 6sszehasonlitd
elemzéséhez az altalam potenciometriasan és spektroszkdpiasan részletesen
vizsgalt Ac-SarHAH-NH>, valamint a hexa- és heptapeptid (Ac-HADHAH-NH,,
Ac-HDHAHDH-NH,) eredményein tul korabban a kutatocsoportunkban
szakdolgozatot és diplomamunkat készitd hallgatok Ac-HADH-NH, [202],
Ac-HDAH-NH, [202], Ac-cHAHDH-NH [203,204], AccHDHAH-NH,[202,203]
és Ac-HGFHVH-NH, [205,206] peptidek komplexeire kapott pH-potenciomet-

rids és spektroszkopias eredményeit is felhasznaltam.

4.1.1 A peptidek sav-bazis tulajdonsagai [202-205]

A vizsgalt ligandumok protonalddasi alland6 értékeit a pH-potenciometria
modszerével hataroztuk meg, és a szabad ligandumokra szamitott deprotonalodasi
allando értékeket irodalmi adatokkal kiegészitve az 5. tablazat tartalmazza. A
deprotonalodasi allandd érték(ek) az aszparaginsav oldallancdban talalhato
karboxilcsoport(ok)hoz kothetd(k), és a pH emelésével deprotonaldodnak a
hisztidin oldallancaban talalhatdo imidazoliumcsoportok. A pK(His)-értékek
kozotti kis kiilonbségek arra utalnak, hogy az imidazolnitrogének deprotonalddasi
folyamatai atfedé 1épésekben jatszodnak le. Az aszparaginsav jelenléte a
szekvenciaban a pK-értékek kismértékli ndvekedéséhez vezet azon
aszparaginsavat nem tartalmazé peptidekre kozolt irodalmi adatokhoz képest,

amelyekben a hisztidinek szama ¢€s helyzete megegyezik.
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5. tablazat: A ligandumok deprotonalodasi dllando (pK) értékei irodalmi
adatokkal kiegészitve [T = 0,20 mol/dm® (KCI) és T = 298 K]

pKi(Asp) | pK2(Asp) | pKi(His) | pKx(His) | pK3(His) | pKa(His)

Ac-HVH-NH: [118] - - 5,88 6,82 - -
Ac-SarHAH-NH; - - 6,01 (1) | 6,76 (1) - -
Ac-HAAH-NH: [120] - - 6,00 6,74 - -
Ac-HADH-NH; 3,48 (6) - 6,14(3) | 7,02(2) - -
Ac-HDAH-NH; 3,55 (3) - 6,20 () | 7,01 (D) B B
Ac-HAHVH-NH; [156] - - 5,67 6,24 6,83 -
Ac-HVHAH-NH; [156] - - 5,75 6,31 6,94 -
Ac-HAHDH-NH; 343 (1) - 593(1) | 649(1) | 7.18(3) -
Ac-HDHAH-NH; 3,42 (1) - 589(7) | 647(4) | 7.14(6) B
Ac-HAAHVH-NH; [120] - - 5,69 6,31 6,31 -
Ac-HAAHGH-NH; [120] B - 5,80 6,36 7,00 -
Ac-HGFHVH-NH; - - 575(D) | 634(1) | 696(1) -
Ac-HADHAH-NH; 2.83(3) - 590(2) | 648(8) | 7.11(1) -
Ac-S3H4-NH; [148] - - 5,51 6,15 6,45 7,19
Ac-HDHAHDH-NH; 296(2) | 372D | 575(1) | 638(1) | 6.66(1) | 7.17(1)

4.1.2. Cu(II)-komplexek potenciometrias és spektralis vizsgalatai [202,203,205]

Minden peptid esetében megvizsgaltuk a réz(Il)ionok jelenlétében
bekovetkezé komplexképzddési folyamatokat. A komplexek sztochiometriajat és
stabilitasi allando értékeit kiillonb6zo fémion-ligandum aranyok mellett a
pH-potenciometria modszerével hataroztuk meg. A komplexképzddés minden
vizsgalt peptid esetén pH = 4 koriil kezdddott, és egy extra lugfogyaszto
folyamatot tapasztaltunk a szabad ligandum titralasi gorbéjéhez képest, ami az
amidnitrogének deprotonalodasdhoz és koordindciojadhoz kothets. A kapott
eredmények azt mutattdk, hogy a négytagt peptidnél csak egymagvu, az ot- €s
hattagi peptidnél az egymagvi komplexek mellett kétmagvi, mig a héttagh
peptideknél harommagvi komplexek is képzodnek. A kapott stabilitasi allando
értékeit a 6. tablazat tartalmazza. Mivel a kiilonbozé ligandumok azonos
sztochiometriaji komplexeinek toltése eltérd, ezért a tovabbiakban a komplexek

toltését az egyszerliség kedvéért nem tiintettem fel.
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6. tablazat: A Cu(ll)-peptid rendszerekben képzédo komplexek stabilitasi allandoi
(logB) [1 = 0,20 mol/dm’® (KCI) és T = 298 K]

o~ o~ mﬂ
= ~ ~ = = E z =
logf Z = = Z Z ] :
1 Z Z 1 1 m m Q
[M,H,L,] = ; i = = = < =
< = = = < = = <
an a <« = = =3 a am
= < = < a O < 8
% o = o = o o =
[} [} [} [} [} (3] (3] )
< < < < < < < <
[Cul] 10,96 (5) - - - - - - -
[CuH3L] - - — 25,10 (3)
[CuH:L] _ - - 18,28 (8) | 17,57 (6) - - -
[CuHL] - - - 13,66 (6) | 13,49(2) | 13,28(4) | 13,64(2) | 16,54 (2)
[CuL] 645(2) | 6,70(4) | 650(4) | 889(4) | 838(2) | 849(1) | 865(@) | 10,95(5)
[CuHL,L] - 0,07 (1) | -025@8) | 1,98(7) | 1,49(3) | 1,07(4) - -
[CuHLL] | —621(2) | -8,07(9) | -7.37(6) | -5,23(6) | —6,08(3) | —6,80 (6) | —6,20 (4) | —4,36 (6)
[CuHLL] | -1545 (4) | -16,40 (9) | -16,56 (9) | -15.47 (7)| -16,9 (1) |-15,89 (6) | 15,70 (6)| —14,61 (8)
[CuzH_,L] - - _ - - - ~1,02(6) | 3.26(3)
[CuzH ;L] - - - - -8,09 - ~7,54 (4) -
[CuzHLL] - - - - -17,7(3) - ~14,64 (5) | -12,16 (5)
[Cu2H 5L - - - - 29,8 (3) - -23,64 (8) | —22,59 (8)
[CuzH L] - - - - - - —34,54 (7)| —33,84 (6)
[CusH sL] - - - - - - - ~14,6 (1)
[CusH L] - - - 7 - - - ~23,75 (5)
[CusH ;L] - - - - - - - -32,87(2)

A horgonycsoport szerepét minden esetben a hisztidin imidazolil-
csoportja tolti be. Az imidazolkoordinalta komplexek a 4-7 kozotti
pH-tartomanyban vannak jelen. Mivel a peptidekben talalhatd hisztidinek
szamatol és az egyéb protonalodasra képes donorcsoportoktol fliigg a komplexek
protonaltsagi foka, ezért az Osszehasonlitasra az imidazol-koordinacioju
komplexekre kiszamithatd szarmaztatott allandok ((16), (17) egyenlet)
alkalmasak (7. tablazat, 2-5 oszlop). A konnyebb atlathatoésag érdekében a
10. abrén feltiintetett oszlopdiagramon is lathatéak a jellemz6 imidazolnitrogén

koordinalt komplexek szarmaztatott egyenstlyi allando értékei.
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Ezek az adatok egyértelmlien mutatjak, hogy a komplexek stabilitisa a
koordinal6dé imidazolnitrogének szamanak novekedésével parhuzamosan n6. Ha
Osszehasonlitjuk az azonos szdmu koordinadlddé imidazolcsoportot tartalmazd
komplexek stabilitasat, akkor azt latjuk, hogy a kapott adatok kozel hasonlodak,
oldallanc  altaldban kiss¢ noveli az

ugyanakkor az aszparaginsav

imidazolkoordinalt komplexek stabilitasat, amelyet a karboxilatcsoport(ok)

gyenge kolcsonhatasanak tulajdonitottunk.

7. tablazat: A képz6do komplexek szarmaztatott allando értékei

logK(Cu(II) | logK(Cu(Il) | logK(Cu(Il) | logK(Cu(IL) . . .
+Nim) +2N1m) +3N1m) +4N1m) pK(amid); | pK(amid), | pK(amid);
A - 6,63 - 11,58 6,25 (étlag) 10,34
Ac-SarHAH- - 6,45 - 10,96 6,33 (atlag) 9,24
NH,
Ac-HAAH-
NH, [120] - 6,08 - - 7,01 7,12 8,34
Ac-HADH-
NH, - 6,70 - - 6,77 8,00 8,33
Ac-HDAH-
NH, - 6,50 - - 6,75 7,12 9,19
Ac-HAHVH-
NH, [156] - 6,25 8,08 - 6,81 7,12 9,96
Ac-HVHAH-
NH, [156] - 6,39 8,42 - 6,59 7,40 9,53
Ac-HAHDH- 4,61 6,48 8,89 - 6,91 7,21 10,24
NH,
Ac-HDHAH- 3,96 6,35 8,38 - 6,89 7,57 10,81
NH,
Ac-
HAAHVH- - 6,22 8,17 - 7,04 7,97 9,40
NH; [120]
Ac-
HAAHGH- - 6,02 8,55 - 7,02 743 9,05
NH; [120]
Ac-
HGFHVH- - 6,32 8.49 - 7,42 7.87 9,80
NH,
Ac-
HADHAH- - 6,53 8,65 - 7,42 (4tlag) 9,50
NH,
Ac-S3H4-NH,
[148] - 5,89 7,41 9,29 - -
Ac-
HDHAHDH- 4,89 - 9.37 10,95 7,65 (4tlag) 10,25
NH,
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log K(M+z(Nyyy))

10. abra: Az imidazolnitrogén koordinalt réz(ll)komplexek szdarmaztatott
egyensulyi allandoi, ahol az aszparaginsav tartalmu peptidekhez tartozo
értékeket kékkel jeloltem

CH,

0
v [/ H CH3
0 N—C
N H\t“\
HsC
s NnH NH O

u\/
/’C

B 4

a) c)
11. abra: A f6 komplexek sematikus szerkezetei.' a Cu(ll)-Ac-HADHAH-NH;

rendszerben képzodo [Cul] (a)), valamint a [CuH_;L] (b)) és a [CuH ;L]
(c)) komplexek daltalanos szerkezete

A korabban vizsgalt multihisztidin peptidekhez hasonldéan az
imidazolkoordinalt komplexek képzodése nem tudja megakadalyozni az
amidnitrogének deprotonalodasat és koordinacigjat. Minden esetben a
horgonycsoport szerepét az a hisztidin rész jelenti, amelyhez kotddve a Cu(Il)-ion
indukalja a peptidkdtésben 1év6 nitrogénatom deprotonalodasat és

koordinalodasat. A pH emelésével megtorténik az egy-, két-, illetve harom
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amidnitrogén deprotonalddasa és koordinicidja, melynek eredményeként
[CuH. L], [CuH-L] és [CuH-;L] komplexek képzddnek. Az ezen folyamatokra
jellemzé deprotonalddasi allandok a 7. tabldzat utolsé harom oszlopaban
talalhatok.

A kialakul6 imidazol-, [Nm, N, N, Nim] és [N, N, N, Nm]
koordinacidji komplexek sematikus szerkezetét mutatja be a 11. abra. Ezeket a
koordinacios médokat a spektroszkdpiai vizsgalatok eredményei is alatamasztjak,
melyeket a fiiggelék F1. és F2. tablazataiban tiintettem fel.

A —HXH- szekvenciat tartalmazé peptidek [CuH.,L] komplexe esetén
[Nim, N°, N, Nim] koordinaciot feltételeztiink. Ennek megfeleléen a (21) empiri-
kus képlet alapjan a varhatd Amax érték 540 nm (feltéve, hogy a donoratomok egy
sikban helyezkednek el). A mért Amax értékek ezeknél a peptideknél 530-560 nm
kozott vannak, ami megegyezik a feltételezett koordinaciés moddal. A nagyobb
hullamhossznal megjelend abszorpcidés maximumot az aszparaginsav tartalmu
Ac-(HX),H-NH, peptidek [CuH.,L] komplexe esetén kaptuk, ami a
karboxilatcsoport axialis koordinacidjara utal. Az Ac-HXYH-NH, szekvenciaju
peptidek [CuHL] komplexére kapott Amax €rték nagyobb a [N7, N7, N
koordinacids modra vartnal (a (21) egyenletbdl szamitva Am.= 582 nm), amely az
N-terminalis hisztidin €s/vagy a karboxilatcsoport axialis koordinacidjat mutatja.
Az Ac-HXYHZH-NH, szekvenciaju peptidek esetén legalabb kétféle
koordinacios moda [CuHoL] komplex jelenik meg, amelyek ardnyarol a
késdbbiekben lathato CD adatokbol kaphatunk pontosabb képet.

A [CuHsL] komplexet az [N, N, N*, Nin] koordinacios mod jellemzi,
amit a spektralis adatok is megerdsitenek ((21) egyenletb6l szamitva
Amax = 522 nm). Azonban az aszparaginsavat tartalmazo peptidek komplexeire
meghatarozott Amax értékekben kismértékii eltolddas figyelhetd meg.

A CD spektroszkopiai adatokbol tovabbi kovetkeztetéseket lehet levonni.
Mivel a kiértékelések soran hasonld eredményeket kaptunk, mint amit a korabbi
vizsgalatok alapjan az irodalmi attekintésben mar ismertettem, ezért a

tovabbiakban az eltéréseket mutatom be.
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4.1.2.1. Keét hisztidint tartalmazo tetrapeptidek

A Cu(Il)-Ac-HADH-NH; ¢és a Cu(ll)-Ac-HDAH-NH, rendszerek
1:1 ardnyt titraldsi gorbéinek Osszehasonlitdsakor a komplexképzddési
folyamatokban eltérés mutatkozott az 5-11 pH-tartomanyban, amit a két gorbe
titraldsi gérbéirdl lathatunk (12. a) abra), valamint a két peptidre ~ 8,0-as pH-n
kapott CD spektrumok 0Osszehasonlitasara hasznalt 12. b) éabra is mutat.
Megallapithatd a spektrumok alapjan, hogy az Ac-HADH-NH ligandum
[CuH_,L] komplexében, illetve az Ac-HDAH-NH, peptid [CuH_,L] komplexében
részt vesz a karboxilatcsoport a koordinacidban. Ez a kdlesonhatas 6sszhangban

van a két tetrapeptidre kapott pK(amid), és pK(amid); értékeivel

12 — Ac- HADH-NHZ pH = 7,97

* Ac-HDAH-NH2

XN

® Cu(il):Ac-HDAH-NH2 = 1:3
4 Cu(Il):Ac. HDAH-NH2 = 1:1
! ;

NH,; pH = 8,18

3
9 —_
8 ol
_E 0,0

7 + Ac-HADH-NH2 T 250
6 = Cu(I):Ac-HADH-NH2 = 1:3 < 7 ;

s Cu(Il):Ac-HADH-NH2 = 1:1 $-0,2 - (nm)
5
4 Ac-HDAH-
3

0 2 4 6 8 10 J
Ligekvivalens -0,6

a) b)
12. dbra: a) A Cu(ll)-Ac-HADH-NH> és a Cu(ll)-Ac-HDAH-NH,
rendszerek titralasi gorbei, valamint b) a Cu(ll)-Ac-HADH-NH,=1:1 és a
Cu(ll)-Ac-HDAH-NH>=1:1 CD gérbéinek osszehasonlitasa pH ~ 8 értéken

1,0 . [CuH 4
[CuL]

0,9 - Cu(l l)

3 4 5 6 7 8 9 10 11

13. abra: A Cu(ll)-Ac-HADH-NH: 1:1 (a)) ¢s a Cu(ll)-Ac-HDAH-NH, 1:1
(b)) ardanyu rendszereinek koncentrdcio eloszlas gorbéi a pH-fiiggvényében
(ccuay = 2,00-107° mol/dm’)
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(lasd a 6. tablazat, valamint 13. abra), hiszen az Ac-HADH-NH, pK(amid), és az
Ac-HDAH-NH; peptid esetén a pK(amid); értéke nagyobb az 6sszehasonlitasra

hasznélt peptidek adataitél. Ezek az adatok megerdsitik azt a megallapitast,

miszerint a koordinalt karboxilat- 33

csoport akadalyozza a kovetkezd 60

amidnitrogén deprotonalodasat. Eig Ac- HDAH'IZ]:Z}’IE;P;I; ;\111{524 pH = 11,57
Ugyanakkor a karboxilatcsoport i’ig \

nincs hatassal a [CuHsL] komp- ;g

lexek  szerkezetére, a  CD ;3% 350 oy

spektrumok hasonloak (14. abra), és
14. dbra: A Cu(ll)-Ac-HADH-NH>=1:1
és a Cu(ll)-Ac-HDAH-NH>=1:1 CD
Ac-HAAH-NH, [120] ligandum | gérbéinek ésszehasonlitasa pH ~ 11,5
értéken

jol egyeznek az irodalombol ismert

réz(I)komplexe spektrumaval.

4.1.2.2. Harom hisztidint tartalmazo pentapeptidek

Az Ac-HXHZH-NH; peptidek [N, N, N°, Nim] vagy [N, N, N*, Nm]
koordinacios moddal k6tddd komplexeiben a fémion a C-terminalis hisztidinhez
vagy a kozbensd hisztidinhez is kapcsolodhat, ezaltal koordincidés izomer
szerkezeteket kialakitva. A korabbi vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy
kedvezményezettebb a C-terminalis hisztidin részvételével kialakulo fémion-
ligandum kolcsonhatas. Ha 0sszehasonlitjuk az egyéb oldallancot (példaul valint,
alanint, fenilalanint, lizint) [156,207,208] tartalmazo peptidek [CuH-L]
komplexeinek spektralis paramétereit az aszparaginsavat is tartalmazo
pentapeptidekével, akkor kiilonbséget latunk, mert a karboxilatcsoport
koordinacidja jelentés eltérést eredményez a CD spektrumokban (15. a) abra). Ez
a megfigyelés fliggetlen attol, hogy az aszparaginsav a molekula C- vagy N-
termindlis részén talalhatd. Ugyanakkor ez a kiilonbség az aszparaginsav tartalmu

pentapeptidek [CuH_sL] komplexeinél nem volt megfigyelhetd (15. b) abra).
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1,0 - 1,0
05 -
05
0,0 -
-3 800 |~
.—E -0,5 - 2 (nm) £ 0,0 S
o = 4 /6
Za0 o 300 |7 40 “nm?m)
= —Cu(1)-Ac-HAHDH-NH2 $-05
415 —Cu(ID-Ac-HDHAH-NH2 | < Cu(lly-Ac-HAHDH-NH2
204 | —Cu(ID-Ac-HAHFH-NH2 0 £ Cu(ll)-Ac-HDHAH-NH2
? Cu(II)-Ac-HFHAH-NH2 ’ —Cu(Il)-Ac-HAHFH-NH2
25 —Cu(I)-Ac-HKHAH-NH2 _CuD-Ac HFHAH-NH2
20 Cu(II)-Ac-HAHVH-NH2 1,5 cﬁhﬁi A A
, —Cu(II)-Ac-HVHAH-NH2 — Cu(lh-Ac. HAHVH.NH2
a) b)

15. abra: A kiilonbozé peptapeptidek [CuH_L] (a)) és [CuHsL] (b))
komplexeinek CD spektruma (Az dbrakon feltiintetett gorbék hivatkozasai:
Cu(ll)-Ac-HAHFH-NH, [207], Cu(ll)-Ac-HFHAH-NH, [207], Cu-Ac-
HKHAH-NH, [208], Cu(ll)-Ac-HAHVH-NH: [156] és Cu(ll)-Ac-HVHAH-
NH, [156])

Az egynél tobb hisztidin jelenléte a molekuldban egynél tobb fémion megkdtését
és ezaltal kétmagva komplexek kialakulasat teszi lehetové. Az Ac-HDHAH-NH,
peptid esetén megfigyeltiink kétmagvi komplexek kialakulasat, mig az

Ac-HAHDH-NH,  peptidnél a 15
. 4 4 r” 4 1’0
fémionfelesleg csapadékképzddéshez os
vezetett. A kétmagvii komplexek | F o0
z-05
kialakulasat a CD spektroszkopiai ‘E;_] 0
P iit)
mérések alatamasztottak, ugyanis a 18 -~ Cu(ID-LZ 2:1; pH 7,65
-2,0 —Cu(ID-L =2:1; pH 11,15
—n. 4 ’ - ---Cu(ID-L =1:1; pH=17,74
Cu(Il)-Ac-HDHAH-NH, = 2:1 ranyu 25 - cﬁgug-L= DN

dszerének CD spektrumai eltérnek
rendszerencic L SpeRiumat SReteR | 16, dbra: A Cu(ll)-Ac-HDHAH-NH,

az 1:1 fémion-ligandum ardnyQ | 2:7 (piros) és 1:1 (kék) ardnyi olda-
taban felvett CD spektrumok kiilon-

spektrumoktol. Ezt szemlélteti a 16. N
bozé pH-n

abra.
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4.1.2.3. Harom hisztidint tartalmazo hexapeptidek

Az Ac-HXXHZH-NH,
peptidek esetén a fémionok kotddése
a C-termindlis ¢és a kozbensd 700 800
2 (nm)
hisztidinhez kiilonb6z6 koordinacios
modokat  eredményez. A CD “LS | _AcHADH.NHZ pH-11,6
. , L, 2.0 - —Ac-HADHAH-NH2 pH=11,5
vizsgalatok segitségével a koor- ) —Ac-HADH-NH2 (75%) + Ac-HVH-NH2 (25%)

dindciés izomerek ardnya meg- | 17. dbra: A [CuH ;L] komplex CD
becsiilhetd (17. &bra & 8. tablazat), | SPektrumainak dsszehasonlitdsa

8. tablazat: Harom hisztidint tartalmazo hexapeptidek —HXZH—, illetve —HXH-

részen koordinalt Cu(ll)-komplexek becsiilt aranya

Ac-HGFHVH-NH; |Ac-HADHAH-NH, Ac'HAﬁglg]]H'NHz
[CuH_L] 50:50 60-40 10-90
[CuH_L] 60-40 75:25 80:20

Az Ac-HGFHVH-NH, ligandumnal az izomerek aranyat az
Ac-HGGH-NH, [120] és az Ac-HVH-NH, [118] réz(I)komplexei CD
spektrumainak 0sszegzésével becsiiltiik meg, mig az Ac-cHADHAH-NH, esetén
az Ac-HADH-NH, ¢és az Ac-HVH-NH, [118] réz(Il)komplexeire kapott
spektrumokat hasznaltuk. Minkét esetben a modellpeptidek eltéré szekvencidja
miatt csak hozzavetdleges aranyt tudtunk meghatarozni.

A fiiggelék F1. tablazataban Osszegyljtott adatok jol tiikrozik, hogy a
kozbens6 hisztidint megel6z6 aszparaginsav és fenilalanin jelenléte noveli azon
komplexek aranyat, amelyekben a fémion a molekula kdzbensd részéhez
koordinalodik. A fenilalanin esetén az irodalombol ismert aromas gylrli és a
Cu(Il)-ion kozotti ,,stacking” kolcsonhatas [163], valamint a pentapeptidekhez
hasonldan az aszparaginsav karboxilatcsoportjanak axialis kolcsonhatasa miatt a
fémion ezt a koordinacios kornyezetet részesiti elényben. Mindkét ligandum

[CuHL] komplexénél, az Ac-HAAHVH-NH, [120] peptidhez hasonldan,
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tovabb nd a réz(Il)ionok kodzbensd hisztidinhez vald koordinacidjanak aranya.
Osszességében megallapithato, hogy a -HXZH- szekvencia sztérikusan
kedvezobb pozicidt kinal az [N-, N, N-, Nim] koordindciés mod szamara, mint a

—HXH- szekvenciat tartalmazo C-termindlis rész.
4.1.2.4. Négy hisztidint tartalmazo heptapeptidek

Az Ac-HDHAHDH-NH; heptapeptidnél a réz(Il)ion-ligandum aranyatol
fliggden egy-, két- és harommagvi komplexek is keletkeztek. A hisztidinek, mint
fliggetlen horgonycsoportok akar harom Cu(Il)-iont is képesek megkdtni.
Ekvimolaris oldatban az egymagvu komplexek, 2:1 fémion-ligandum aranynal a
kétmagvi, mig 3:1 fémion-ligandum aranyl minta esetén mar a harommagvua
komplexek a meghatarozoak, amit a spektralis paraméterek is aldtimasztanak
(18. és a 19. abrak).

10 cuq) (Cur [CuloL] W0 cuan  [CuHLL
508 % [CuHL| 08 '
o6 : Sos
é é [Cu,H 5
L04 04
] g
) = I y
E0,2 £ 0,2 -
[Cu;H ;L]
0,0 ) 0,0 :
3 4 5 6 7 8 9 10 11 3 4 5 6 7 8 9 10 1
pH pH
a) b)
L0 1. cuqm
[CyH ;L]

z08

2

E 06

=

S

5 04 :

S [CuzH (L]

E 02

0,0 - o

3 4 5 7 é . 9 10 11

p
<)
18. abra: A Cu(ll)-Ac-HDHAHDH-NH: 1:1 (a)), 2:1 (b)) és 3:1 (c)) ardnyu

rendszeinek koncentrdcio eloszlas gorbéi a pH-fliggvényében (cp = 2,21 x
107 mol/dm’)
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Kétmagva komplexek

esetén koordinacios izomer

szerkezetek kialakulasa is varhato.
A pH ~ 9 koriil képz6do [CusH 4L ]
komplex CD spektruma hasonl6 az
Ac-

aszpraginsavat tartalmazé

HXHZH-NH, pentapeptidekéhez
(20. a) abra). Az erGsen lagos
kozegben képzodott [Cu,HosL]

komplex spektruma azonban az

700

/

600 800

2 (nm)

Cu(Il)-L = 1:1; pH=11,35
—Cu(Il)-L = 2:1; pH=11,43
—Cu(Il)-L = 3:1; pH=11,40
—Cu(Il)-L = 4:1; pH=11,42

19. abra: A Cu(ll)-Ac-HDHAHDH-NH
rendszer CD spektrumai a Cu(ll)-L
arany fiiggvényében (pH = 11,0)

Ac-HAHDH-NH; ligandum spektrumara hasonlit és eltér a fent emlitett

pentapeptid kétmagvi komplexeinek spektrumatol (20. b) abra). Ez megerdsiti azt

a kovetkeztetést, hogy a fémion szamara (akar a C-, akar az N-terminalis

iranyaban van) a -HDH- szekvencia a f6 kotohely.

2,0 |
15
1,0 |
0,5

0,0

500

600 700

Ae M em™)

3
-0,5 Z (nm)
-1,0
Cu(IT):Ac-HAHDH-NH2=1:1 pH=8,81

-1,5 —Cu(Il):Ac-HDHAH-NH2=1:1 pH=9,00

800

— Cu(IT):Ac-HDHAHDH-NH2=1:1 pH=9,01
—Cu(Il):Ac-HDHAHDH-NH2=2:1 pH=8,53
—Cu(Il):Ac-HDHAHDH-NH2=2:1 pH=9,21

-2,0

-2,5 -

£00

400 500 600 700 800
2 (nm)

Cu(II):Ac-HAHDH-NH2=1:1 pH=11,30
—Cu(Il):Ac-HDHAH-NH2=1:1 pH=11,50
—Cu(II):Ac-HDHAHDH-NH2=1:1 pH=11,34
—Cu(Il):Ac-HDHAHDH-NH2=2:1 pH=11,32

a)

b)

20. abra: A Cu(ll)-Ac-HDHAHDH-NH; rendszer CD spektrumai kiilonbozd
fémion-ligandum aranyban pH = 9,0 (a)) és pH = 11,5 (b)) koriil

4.1.3. Cu(II)-hexapeptid komplexek ESI-MS vizsgalatai

A Cu(Il)-Ac-HADHAH-NH,

rendszer

komplexei képzdédésének

igazolasara ESI-MS és ESI-MS/MS vizsgalatokat is végeztiink. A méréseknél
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kapott  tomegspektrumokbol a

Intens. "
x1d" 452,055 Meért
[CuH.,L] és [CuH sL] komplexeket il 453,055
. ’ 1, 06!
is azonositottuk. A 21. abran a 0a] | 455557 453,556
02| | h ‘ 052 a5
0,0 -\ ey Ry R %
[CuH,L] komplex 452,055 B o - et
| 452,056 4530ss
. 1,1 Lo 1 1500 T
tomeg/toltés (m/z) értéknél jelent- | 2+
1000 452,557 2+
. L, , B . , 453,556 2+
kez6 csucsanak mért és szimulalt 500 | ] e o
I [ R VIR SOOI (OO =
452,0 4525 453,0 4535 4540 4545 m/z

izotopeloszlasat lathatjuk. Az abra

alapjan megallapithatjuk, hogy a | 21, gbra: A Cu(Il)-Ac-HADHAH-NH,
mért molekulacsics megegyezd rendszer 452,055 m/z ertéknél
jelentkez6  [CuH_;L] komplex —
lefutdsa a  szimuldlt molekula- | c, 1, KN;;0,Cu* = esiicsanak mért

csucséval, illetve a megfeleld m/z (fent) és  szimulalt (lent) izotop
eloszlasa

értékek is megegyeznek egymassal.

4.1.4. A Cu(Il)-komplexek elektrokémiai tulajdonsagai

Az elektrokémiai mérések soran arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy
az aszparaginsav oldallanc hogyan befolyasolja a réz(Il)komplexek redoxi
tulajdonsagait. A vizsgalatokat 1:5 fémion-ligandum aranyoknal végeztem, ennek
megfeleléen els6 1épésként a  meghatdrozott  stabilitasi  allandok
ismeretében a rendszerekre jellemzd koncentracio-eloszlas — gorbéket

készitettem el a pH-fliggvényében. Két rendszer, a Cu(Il)-Ac-HADH-NH: és a

Cu(n - Cu(n
To0% Cull (CaLLl ey Cuh P [CuH_,L]
90% 90%
80% 80%
70% 70%
60% 60%
50% 50% [CuH_;L]
40% 40% [CuHL
30% 30%
20% 20%
10% 10% J
0% 0% — e~
. B 3 4 5 6 7,y8 9 10 11
a) b)
22. abra: Cu(ll)-Ac-HADH-NH: (a)) és a Cu(ll)-Ac-HADHAH-NH: (b)) 1:5
aranyu rendszerekben képzodott részecskék koncentrdcio-eloszlas gorbéi a
pH-fiiggvényében (ccuay = 4,00 % 107 mol/dm’, ¢ = 2,00 % 107 mol/dm’)
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Cu(Il)-Ac-HADHAH-NH; rendszerek, koncentracid-eloszlas gorbéit mutatja be a
22.a) és b) abra, amelyeken fiiggdleges vonal jelzi a ciklikus voltammetrias mérés
soran bedllitott pH-értékeket. A méréseket azokon a pH-értékeken végeztem,
amelyeken az adott komplex az oldatban tilnyomo tobbségben van jelen. Minden
esetben elsd 1épésként a szabad ligandum ciklikus voltamogramjat rogzitettem €s
azt tapasztaltam, hogy a peptidek nem vesznek részt redoxi folyamatban. A
100 mV/s pasztazasi sebesség mellett rogzitett pH-fiiggd voltammogramot
mutatom be a fliggelék F1. abrajan.

A mérések soran beallitott paramétereket, a primer adatokat és a szamitott

eredményeket a fliggelék F3. tablazata tartalmazza a Cu(Il)-Ac-HADH-NH,

1:5 aranyu rendszerben. Az adatok
2,00
alapjan feltételezhetd az | Ipe |
, . e 5
egyelektronos kvazireverzibilis 1,50
folyamat, hiszen a katodos és az 1,00
anodos csucsaram értékének aranya 050 pH=5,41
kozel egy, illetve egyenessel 0,00 500 10,00 1500 20,00
Vlll
jellemezheto, ha a  katédos
csticsaram abszolut értékeit | 23. dbra: A katodos csucsaram abszolut
TR T . értékeinek vdltozdsa a pdsztazdsi
abrazoljuk a pasztazasi sebesség . , 1, N
sebesség  négyzetgyokének  fiigg-
négyzetgyokének fiiggvényében | vényében.

(23. abra).

A mérési eredmények alapjan az anddos és a katdodos csticsokhoz tartozo
két potencial érték kozotti kiilonbség nagyobb, mint az irodalomban megtalalhato
0,059 V értek, illetve a Cu(ll)-komplexekre jellemz6 0,180 V koriili érték [191].
Az eltérés adodhat abbol, hogy az elektrod feliiletén egy lassu elektrontranszfer
folyamat jatszodik le. Az elektrod feliiletéhez sokkal lassabban torténik egy
nagyobb részecske diffuzidja, mint egy kisebb komplexmolekulaé, valamint a
fémion koordinacidjaval kialakulo komplexnek a geometriajat nehezebb
megvaltoztatnia a redukcio soran. Mivel a réz(Il)komplexek geometriaja altalaban

tetragonalisan torzult oktaéderes, a réz(I)komplexek pedig torzult tetraéder,
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linearis vagy sikhdromszoges szerkezetet képesek felvenni, ezért a
geometriavaltas nehézségbe {itk6zik. Annak a megéllapitasara, hogy a méréseim
soran reverzibilis folyamat jatszodik-e le, minden pH-n tobb pasztazési sebesség
(25, 50, 100, 200 mV/s) alkalmazéasa mellett rogzitettem a voltammogramokat,
melyet a Cu(Il)-Ac-HADHAH-NH: rendszer esetében mutatok be a fiiggelék
F2. abrajan.

A kiilonbdz6 koordinacios moddal rendelkezd részecskék elektrokémiai

paramétereit a 9. tablazat, valamint a fiiggelék F4. tablazata tartalmazza.

9. tablazat: A ligandumok Cu(ll)-komplexének redoxipotencial értékei (NHE-hez

viszonyitva)
Koordinacios mod 2XNim 3xNim 4XNimm | [Nim,N,Nim] | [Ntm,N,N7,Nim]
[CuL] [Cul2]
Ac-SarHAH-NH: 0,353V - 0,297 V - 0,243 V
Ac-HVVH-NH:[119,163] 0,389 V - 0,339V - 0,235V
Ac-HAAH-NH2[120,163] 0,397V - 0,323 V - 0,267 V
Ac-HADH-NH: 0,384 V - - - 0,286 V
Ac-HDAH-NH: 0,384 V - - 0,371 V 0,288 V
[CuHL] | [CuL] [CuH-1L] [CuH-L]
Ac-HVHAH-NH:[119,163] - 0,253 V - - 0,181V
Ac-HAHPH-NH:[119,163] - 0,244V - - 0,165V
Ac-HAAHGH-NH;[120,163] | 0,334V | 0276 V - 0214V 0,201 V
Ac-HAAHVH-NH:[120,163] | 0,329V | 0,264 V - 0,202 V 0,177V
Ac-HAHDH-NH: - 0,294 V - 0231V -
Ac-HADHAH-NH: 0,327V | 0,264V - - 0,231V
Ac-HDHAHDH-NH: - 0,119V - - -

Az adatok és a mért voltammogramok (24. abra) azt mutatjak, hogy a
2XNim és 4xNm ([CuL] és [Cul:]), valamint az amidkoordinalt komplexek
([CuH- L] és [CuH-,L]) CV gorbéi a mérhet potencialtartomanyban rogzithetdek
voltak.
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Az imidazolkoordinalt részecskék redoxipotencial értékei a vart
tendenciat kovetik [209], miszerint a koordinaciés szféradban 1évo
imidazolnitrogének szdmanak, valamint a [Cul] komplexek stabilitdsanak

novekedése a redoxipotencial értékének csokkenésével jar (25. a) abra).

1(nA) 3.0

I(nA) 50

-0,8 -0,6 -0.4
E (V)

—Ac-HAHDH-NH2 pH=5,82
—Ac-HADHAH-NH2 pH=6,51
—Ac-HDHAHDH-NH2 pH=6,99

—Ac-SarHAH-NH2 pH=4,80
—Ac-HADH-NH2 pH=5,41 5.0
—Ac-HDAH-NH2 pH=5,41 =

a) b)
24. dabra: A ket hisztidint tartalmazo tetrapeptidek (a)), valamint a harom
hisztidint tartalmazo penta- és hexapeptidek (b)) [Cul] komplexének ciklikus
voltammogramjai
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25. dbra: A kiilonbozé multihisztidin peptidek [119,120] [Cul] (a)) és
[CuH_;L] (b)) komplexeinek formalpotencial értékei (a NHE-hez viszonyitva)

Az adatok azt is tlikrozik, hogy az imidazolkoordinalt komplexek
redoxipotencial értékei (a NHE-hez viszonyitva) hasonléak a korabban vizsgalt
alifas oldallancot tartalmazé peptidekéhez. Tehdt kijelenthetjilk, hogy az
imidazolkoordinalt komplexek redoxi tulajdonsagait gyakorlatilag nem
befolyasolja az aszparaginsav jelenléte a szekvenciaban.

Ugyanakkor az [N, N, N°, Nim] koordinaciés kdrnyezettel rendelkezé
réz(I)komplexek esetén jelentésebb kiilonbség figyelhetd meg (25. b) abra),
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mert az aszparaginsavat tartalmaz6 peptidek [CuH,L] komplexének
redoxipotencial értéke megndvekedett a korabban vizsgalt peptidekéhez képest.
A kiilonboz6 tipust ligandumokkal alkotott Cu(Il)-komplexek vizsgélatai
azt mutattdk, hogy a Cu(Il)-komplex merev szerkezete nem tudja teljesiteni a
Cu(I)-komplexek koordinacios kovetelményeit. Ez magyarazza, hogy azok a
réz(Il)komplexek, amelyekben a koordinaléddé donorcsoportok egy sikban
helyezkednek el, kis (negativ) redoxipotencial értékekkel rendelkeznek. Ha a
Cu(Il)-komplexek geometridgja ehhez képest torzul, akkor a redukcids
folyamatban, a réz(Il)iont tartalmazo részecskék redukcidja soran konnyen
tetraéderes geometria alakulhat ki, n6 a Cu(I)-komplexek stabilitasa. Ezek alapjan
a redoxipotencial értékek a multihisztidin peptidek [CuH_,L] komplexének torzult
geometriaja miatt a pozitiv tartomanyba esnek €s a komplex geometriajat tovabb
torzitia a fémcentrum és az aszparaginsav karboxilatcsoportja kozotti

kolcsonhatas. [124,130-132]
4.1.5. Ni(II)-komplexek [202,204,205]

A nikkel(Il)ionok jelenlétében bekovetkezd komplexképzodést is
tanulmanyoztuk. A kapott stabilitasi alland6 értékeit a 10. tdblazat tartalmazza,
kiegészitve korabban vizsgalt hasonld szekvenciaji multihisztidin peptidek
adataival. A vizsgalt peptidek esetén a komplexképzodés pH = 4 koriil kezdddott
és az imidazolnitrogén koordinalt nikkel(Il)komplexek széles pH-tartomanyban

(pH = 4-8) vannak jelen, beleértve a fiziologias pH-tartomanyt is.

71



tsagaira

I3

épzd saja

I3

”

Az oldallancok hatasa a CuZnSOD enzimet modellezé peptidek komplexk

. €L°6 . 1L°6 $6°8 Lv'6 o1°o1 €06 . . 98°8 f(prure)yd
796 168 LT6 068

y(prure)yd

- 688 - vL'8 58 SL'8 L9°8 16°8 - - $9°'8
€5°8 €€°8 €8°8 €L'8 1(prure)yd
LT9 - - - - - - - - - - (“INF+(IDIN)Y S0l
88y SIS vI‘s LS 6L LYS Ss's - - - - (MINE+IDIN)Y 30l
6€Y 80 1y vLE 0L€ Sy 'y Iy €ey 06°€ €Ty | (INZ+HIDIN)Y 30l
Wwiste ©6tte— | @10 | 79T~ 171 | @og 1| () 68T |(©) bLTT(S)s6Te-| 8¥'te— | (W) T6' T [1-HINI
- (©) 9s‘z1— - 16°CI— 9TCI— | (@ €8 TI- [ (© 6L TI-|(©) 1L°€1-|  — 96'¢c1— | (D) 90°cT— [1THINI
L) €Tt - () 61°¢— - - - - - (L0S v - - [T-HINI
- - (¥) L6°8 - - weLLe | () Lge6 - - - - [e1INI
(#) 0€°9 (@ s1's @ y1°s LSV 6LV (©)L9°s | (©)sss | (O 11¥ | (Wegy 06°¢€ ) €Ty (1Nl
(6) so°'c1 M e6r11 | (9)LoTI SS01 0L0T1 (8) LS°TT | (©) 68T - - - - [THIN]
(9) 7z°81 - - - - - - - - - - [TeHINI

HN HN HN [oz1]zHN | [0Z1] THN HN HN HN tHN |[0TI]?HN| @HN

-HAHVHAH |-HVHAVH FHAHADH| -HAHVVH |-HOHVVH | -HVHAH |-HAHVH | -HVAH |-HAVH| -HVVH |-HVH1eS | ["T’H‘I] g301
-V -V -V -V -V -V -V -V -V -V -V

[X 867 = I 2 (1D3) Mip/jout 020 = []
10Y9]49 OpUDIID JIOIVIZDULIDZS §9 (§30]) opuv]p 1SDJIJIqDIS yaxa]duioy Qpozday uaqyaazspuad pudad-(I)IN v m2v1qpl "0

72



Székely Eniké doktori (PhD) értekezés

A képzett allandok azt tiikrozik, hogy hasonléan a réz(Il)ionhoz, a
nikkel(I)ion esetén is kissé noveli az imidazol-koordindciju komplexek
stabilitdsat az aszparaginsav karboxilatcsoportjdnak jelenléte. Az egy-, két- és
harom peptidnitrogén fémion altal indukalt deprotonalddéasa és koordinacioja
pH = 8 felett megy végbe. Az els6 és a masodik amidnitrogének deprotonalodasa
jellemzden kooperativ médon jatszodik le, mig a harmadik deprotonéalodasi 1épés
kortlbelill egy pH-egységnél nagyobb pH-nal figyelheté meg. Az eredmények azt
mutatjak, hogy a peptidek a nikkel(Il)ionnal egymagvii komplexeket képeznek és
minden esetben a [NiH ;L] komplex az uralkodo6 részecske pH = 9 felett. Az

Ac-HAAH-NH; [120], Ac-HDAH-NH, és Ac-HGFHVH-NH, peptideknél a

[NiL] komplexbdl gyakorlatilag egy

—3,65

Iépésben  képzodik a  [NiHsL] Egg
komplex. Ez arra utal, hogy a Egig
nikkel(Iljion  kotédése czekben  az i
esetekben a —HXZH- szekvencidhoz ::13205?8
kedvezményezett. Az Ac-HADH-NH» 250 350 450 550 650 750 850 igg%
peptid esetén az amid- és az imidazol a) e
donorcsoportokon kiviil a karboxilat- 1,00 iy INiHGL 150
csoport  koordinacioban valo rész- | Fo.s0 )
vételét is feltételeztiik, ezaltal egy %0’60 | 100§
(7,5)-tagh csatolt kelatgytriit kiala- | §** 50%
kitva, ami a masodik és a harmadik Boao

0,00 st S 0
amidnitrogén  deprotonalédasat a 40 50 60 70 80 90 10,0110

nagyobb pH-tartomanyba tolja. b)

A spektroszkopiai  adatok | 26. abra: A Ni(ll)-Ac-HADHAH-NH,
rendszer ekvimolaris oldatinak UV-
lathato spektruma (a)) és koncent-
modokat, azonban csak néhany esetben | rdcié-eloszlds gorbéje, valamint a
435 nm-en mért abszorpcios értékek
a pH-fiiggvényében (b)) (cr = 2,00 %
elsédleges féemkotési  helyére. Az | 107 mol/dm’)

alatamasztjak ezeket a koordinacios

lehet kovetkeztetni a  molekulak

imidazolnitrogén koordinalt komp-
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lexek geometridja oktaéderes, amit a kis intenzitasu, de jellegzetes abszorpcids
savok tamasztanak ala (F5. és F6. tablazat). Ezek a komplexek nem mutatnak
CD aktivitast. Az amidnitrogének deprotondlodésat egy intenziv sdv megjelenése
kiséri 435 nm koriil, melynek intenzitdsa a [NiH,L] és [NiH3L] komplexek
képzddésével parhuzamosan nd, ami a két ¢és harom amidnitrogén
deprotonalodéasanak felel meg (26. dbra).

A két hisztidint tartalmaz6 tetrapeptidek esetén a C-terminalis hisztidin
imidazolnitrogén a f6 horgonycsoport, az amidnitrogének deprotonalodasa lugos
kozegben torténik. A tetrapeptidek CD spektrumai hasonloak, azonban kisebb
eltérés az Ac-SarHAH-NH, peptidnél figyelheté meg a hisztidinek eltérd helyzete
miatt. Ugyanakkor ezen adatok alapjan megallapithaté, hogy a —HADH-
szekvencia a fo kotéhelye az Ac-HADHAH-NH, peptidnek, hiszen a
CD spektruma hasonld az Ac-HADH-NH, peptidéhez, de kismértékben
kiilonbozik az Ac-HAHVH-NH, [148] és az Ac-SarHAH-NH, peptidek
spektrumatol (27. a) abra).

140 n it — 14,0 —Ni(I): Ac-HADHAH-NH2; pH=11,06
Ni(IT): Ac-HADHAH-NH2; pH=11,06 > —Ni(ID: s pH=
120 | —Ni():Ac-HADH-NH2; pH=11,50 12,0 N AL
: ; pH=11, . —Ni(ID-Ac-HAAHVH-NH2; pH=11,36
10,0 Ni(II):Ac-SarHAH-NH2; pH=11,01 10,0 —Ni(II):Ac-HAAHGH-NH2; pH=10,96
~ 30 | g  oHe ~8,0 ~Ni(Il):Ac-SarHAH-NH2; pH=11,01
E Ni(Il): Ac-HAHVH-NH2; pH=11, z ; ; ;
80 ih:Ac NH2; pHEILSS 20 Ni(I):Ac-HAHVH-NH2; pH=11,53
360 ﬂ,\ g
2 40 s
\
4 20 \
0,0 , e ‘
-2,02%’ 3M) 550 650
4,0 4 (nm)

a)

27. abra: Ni(ll)-multihisztidin peptidek ekvimolaris oldataban felvett CD
spektrumai pH = 11,0 - 11,5 kozott [148,120]

Hasonlo kovetkeztetés vonhato le a tobbi Ac-HXZHXH-NH, peptid
Ni(Il)-komplexére is, mely megallapitasra az Ac-HGFHVH-NH, CD spektruma
egyértelmil bizonyitékot szolgaltat (27. b) dbra). Ennek a peptidnek a spektruma
eltér a tobbi peptidétdl, hiszen a d-d tartoméanyban a Cotton-effektus ellentétes

elojeld, ami azt jelenti, hogy a Ni(Il)-ion a —-HGFH- részhez kotodik. A korabbi
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vizsgalatokbol ismert (2.3.2. fejezet), hogy a -GXH- szekvenciahoz val6 kotddés
ellentétes Cotton-effektust eredményez, mint az —Y XH- szekvencidhoz valo

kotédés (ahol Y egy glicintdl eltéré aminosav) [158].

Az Ac-HXHZH-NH: pep- 15

tidek a  kordbban  vizsgilt Lo

_ , ) 205 -

peptidekhez hasonldéan viselked- _500

= s

g 2

nek. Ezekben az esetekben arra a 5057

.. . . , -1,0 -
kovetkeztetésre jutottak korabban, NI AT HAHDHNE; pH=9,44
s 15 - —Ni(IT):Ac-HDHAH-NH2; pH=9,47
hogy ha a molekula C-terminalis 20 ) Ni(II):Ac-HFHAH-NH2; pH=9,42
4 —Ni(I):Ac-HAHFH-NH2; pH=9,04

részében egy nagyobb térkitdltési

28. abra: Ni(ll)-multihisztidin peptidek
rendszerenek ekvimolaris oldataban
akkor ezekben a komplexekben a | régzitett CD spektrumok 9,0-9,6 pH-n
[204,207]

oldallanc van jelen (akar Val, Phe),

fémion a C-terminalis és a koztes

hisztidinhez is koordinalddik, koordinacios izomer szerkezeteket létrehozva
[157,163]. Ez jelentdsen eltéré CD-spektrumokat eredményez, kiilondsen a
[NiH-,L] komplex esetében (28. abra).

A CD spektrumokban ez a kiilonbség megfigyelhetd a C-terminalis
pozicidban aszparaginsavat tartalmazo peptidek [NiH L] komplexénél. Ez azt is
jelenti, hogy az Ac-HAHDH-NH, [NiH-,L] komplexében a f& kotohely az
N-terminalis részen van, mig az Ac-HDHAH-NH, [NiH-L] komplexében a
C-termindlis végen kotddik a fémion.

Ezen ismeretekbdl az is kovetkezik, hogy az aszparaginsav oldallancok
stabilizal6 hatasuak a —-HXZH- szekvenciat tartalmazo6 peptidek komplexeiben,
mig a —HDH- szekvencidk esetében az aszparaginsav oldallancok jelenléte

sztérikusan gatolja az amidnitrogén koordinalt komplexek kialakulasat.

4.1.6. Zn(II)-komplexek [202,204]

A cink(IDionok jelenlétében bekovetkez6 komplexképzodést is

kiilonb6z6 fémion-ligandum arany mellett tanulmanyoztuk.
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Az eredmények azt mutattak, hogy a peptidek a fémionnal egy stabil
[ZnL] komplexet képeznek, amely komplex kialakuldsa a cink hidrolizisét eltolja
a nagyobb pH-tartomany felé. A peptidek cink(Il)komplexeinek stabilitdsi
allandoit a 11. tablazatban gytijtottiik 6ssze.

11. tablazat: A Zn(1l)-ligandum rendszerekben képzodé komplexek stabilitasi
dallando (logp) értékei [1 = 0,20 mol/dm® (KCI) és T = 298 K]

Ac- Ac- Ac- Ac-

logf8 [M,H,L,]| Ac';lﬁl) H- | HDAH- | HAHDH- | HDHAH- | HADHAH-

2 NH, NH, NH, NH,
[ZnHL] - - - 10,84(8) 10,91(5)
[ZnL] 4,41(7) 4,01(3) 5,14(5) 5,38(3) 5,63(1)
[ZnH_,L] -3,13(12) | -3,49(5) - - -2,40(6)
[ZnH_,L)] —11,69(12) - - - —11,23(6)
logK(Zn(I1)+2Nyy,) 4,41 4,01 - 3,70 3,80
logK(Zn(I1)+3Nyy,) - - 5,14 5,38 5,63
logK([ZnL]/[ZnH_;L]) 7,54 7,50 — - 8,03
logK([ZnH_,L]/[ZnH_,L]) 8,56 — — — 8,83

A [ZnHL] és [ZnL] komplexekben a ligandum imidazolnitrogéneken
keresztiil koordinalodik a cink(Il)ionhoz. Az imidazolkoordinalt komplexekre
jellemzé képzodési allandok valamivel nagyobbak, mint a korabban vizsgalt
peptideké (Ac-HVVH-NH. peptid esetében: logf(ML) = 3,57 [157],
Ac-HVHAH-NH,: log(ML) = 5,09 [210]). A karboxilatcsoport kdlcsonhatasa e
komplexek stabilitasanak ndvekedését eredményezi. A pH emelésével altalaban
vagy csapadékképzodés, vagy vegyes hidroxidokomplexek kialakulasa
feltételezhetd, mint a kordbban vizsgalt Ac-HXHZH-NH, peptidek esetében. A
—HADH- szekvenciat tartalmazo peptideknél azonban mas folyamatot figyeltiink
meg, ahol az erdsen ligos tartomanyban sem volt megfigyelhetd csapadékkivalas.
fgy az amidnitrogének deprotonalodasat feltételeztik az extra lugfogyaszto
folyamattal parhuzamosan képz6dé [ZnH_L] és [ZnH.,L] komplexekben
(29. abra).

A cink(IT)ion altal indukalt amidnitrogén deprotonalddasi folyamatokat
korabban mar publikaltdk néhany hisztidin tartalmi peptid esetén. Hasonlo

kolesonhatasokat figyeltek meg az Ac-HHVGD-NH; [210] ligandumnal, valamint
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egy ¢s két amidnitrogén deprotondlodast irtak le a HExxH és HxxEH motivummal
rendelkez6 Ac-GHEITHG-NH; és az Ac-GHTIEHG-NH, peptidek [ZnH_;L] és
[ZnH ;L] komplexeiben is [211].

L0 s, [ZnH,,L | Tttty
S8 ’ 508
So6 So6 -
S S
50,4 50’4
Bo2 Fo2
0,0 ‘ 0,0 ‘
4 5 6 7 8 9 10 4 5 6 7 8
pH pH
a) b)
29. dbra: A Zn(ll)-Ac-HADH-NH: (a)) és a Zn(ll)-Ac-HDAH-NH: (b))
(cL = cm = 2,00 x 107 mol/dm’) rendszerek ekvimoldris oldataban képzédott
komplexek koncentrdacio-eloszlas gorbéi a pH-fliggvényében

Az Ac-HADH-NH,[163] és az AccHADHAH-NH; ligandumok [ZnH_;L]
és [ZnH ,L] komplexeik feltételezett szerkezetének megerdsitésére 'H-NMR
spektroszkopiai mérést végeztiink. A szabad ligandum és a Zn(II)-ligandum = 1:3
arany "H-NMR spektrumait hasonlo pH-értékek mellett rogzitettiik.

Az aromas tartomanyban 1év0 hisztidinek imidazol Hs és H protonjainak
jeleit kovettik nyomon a 'H-NMR spektrumokkal. A pH-fiiggé 'H-NMR
spektrumok és a jelek hozzarendelése az AccHADHAH-NH; ligandum esetében
a figgelék F3. abrdjan lathatok. Mindkét rendszerben a szabad ligandumokra,
valamint a Zn(II)-ligandum rendszerekre rogzitett spektrumok 6sszehasonlitasa
azonos pH-n a fiiggelék F4. abrajan lathatok.

A spektralis vizsgalatok megerdsitették, hogy a fiziologids pH-
tartomanyban kialakuld [ZnL] komplexben a fémiont a ligandumban 1évo
hisztidin  imidazolnitrogének koordinaljak. A pH ndvekedésével a
Zn(II)-komplexben a koordinalt imidazol protonok jele mellett a szabad ligandum
jelei is megjelentek (a fiiggelék F4. abraja). Ez azt jelenti, hogy pH = § felett az
imidazolnitrogénatomok egyike a [ZnH L] komplexben egy amid-nitrogén-

donorral helyettesitodik.

77



Az oldallancok hatasa a CuZnSOD enzimet modellezé peptidek komplexképzo sajatsagaira

4.2. SOD modellpeptidek vizsgalata és eredményiik

Munkam maésodik részében olyan termindlisan védett multihisztidin
peptideket szintetizaltam és vizsgaltam, amelyek a CuZnSOD enzim Cu(Il)- és
Zn(I)-kotShelyeinek megfeleld aminosavszekvencidt tartalmazzak. Ezek a
szekvenciarészek nevezetesen a Zn(Il)-koté HVGD (80-83. rész), a Cu(Il)-kotod
HVH szekvencia (46-48. rész), valamint a hisztidin (His63), amely
imidazolatohidként koti Ossze a két fémiont az enzim aktiv centrumaban:
Ac-FHVHEGPHFN-NH,, Ac-FHVHAGPHFNGGHVG-NH,,
Ac-FHVHEGPHFNGGHVGD-NH,.

4.2.1. A peptidek sav-bazis tulajdonsagai

A vizsgalt peptidek protonalddasi allandoit pH-potenciometrias titralassal
hataroztam meg, a szamitott deprotonalddasi allandokat a 12. tablazatban

gyljtéttem Ossze.

12. tablazat: A ligandumok deprotonadlodasi allando (pK) értékei irodalmi
adatokkal kiegészitve (I = 0,20 mol/dm® (KCl), T = 298 K és a zdrdjelben az

adatok szorasat tiintettem fel)

PKi(Asp) | pKx(Asp) | pKx(Glu) | pK(His) | pK>(His) | pKi(His) | pKi(His)

SOD-E5-N10 - - 4153) | 597() | 632(1) - 7,62 (7)

SOD-A5-G15 - - - 543(1) | 612(1) | 647(1) | 683(2)

SOD-E5-D16 3,49 (1) - 427(1) | 560(1) | 636(1) | 653(1) | 7,85(3)
Ac'Hl‘:g?AH' 2,83 - 5,90 6,48 7,11
A"'HDNH[;:HDH' 2,96 3,72 - 5,75 6,38 6,66 7,17

A vizsgalt peptidek szerkezeti képleteit a 7. abra mutatja be. A dekapeptid
3, mig a pentadeka- és hexadeka-peptid 4 hisztidin aminosavat tartalmaz, valamint
a deka- és a hexadeka-peptid az imidazolcsoport mellett tartalmaz még
aszparaginsav ¢és glutaminsav karboxilat oldallancokat is. A deprotonalddasi

allando értékek azt mutatjak, hogy savas pH-tartomanyban az aszparaginsav és
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glutaminsav oldalancaiban taldlhatdo karboxilcsoportok deprotonalddnak,
amelybdl a legkisebb pK értékek az aszparaginsav karboxilatcsoportjahoz
rendelhetdk. A kozeg pH-janak emelésével a hisztidin oldalldncéban talalhato
imidazoliumcsoportok deprotonalddasa atfedd 1épésekben torténik, amire a
pK(His) értékek kozotti kis kiillonbségek is utalnak, ezért a pK értékek a
csoportokhoz nem rendelheték hozza. A SOD-E5-N10 pK értékeinek a
SOD-A5-G15 és SOD-E5-D16 értékeivel valo 6sszehasonlitasa azonban arra utal,
hogy a SOD-A5-G15 és a SOD-E5-D16 peptidek C-terminalis hisztidin imidazol-
nitrogénje (HVG(D) szekvenciarész) deprotonalodasa pH = 6,5 koriil torténik.

4.2.2. Cu(II)-komplexek

A réz(IDkomplexek sztochiometriai €s stabilitasi allando értékeit a
kiilonb6z6 fémion-ligandum arany mellett rogzitett titralasi gorbék szamitogépes
kiértékelésével hataroztuk meg. A kapott stabilitasi allandokat €s a szarmaztatott
allandokat a 13. tablazat tartalmazza.

Az imidazolkoordinalt komplexek a pH = 4-7 tartomanyban vannak jelen,
ugyanakkor a 15-tagti peptidnél a 7-9 kozotti pH-tartomanyban csapadéklevalas
volt megfigyelheto az ekvimolaris oldatban és fémion felesleg alkalmazasa esetén
is, ezért a komplexek stabilitasi allandoi csak nagyobb szdrassal szamolhatok. A
vizsgalt peptidek esetén a [CuH.L] (x =0, 1, 2) részecskék a két, harom, illetve a
négy imidazolkoordinalt egymagvi komplexeknek felelnek meg, mig a tobbi
hisztidin imidazolcsoport (x = 1, 2 esetén) protonalt formaban van jelen. Mivel az
imidazolkoordinalt részecskék stabilitasi allandoinak kozvetlen dsszehasonlitasa
nem lehetséges, ezért a koordinacids szféraban két, harom ¢és négy imidazol-N
donoratomot tartalmazo komplexekre a (16) és (17) egyenletek szerint szamitott
szarmaztatott egyensulyi allandokat hasonlitom Ossze. Ezeket az egyensulyi
allandokat tartalmazza a 13. tablazat 15-17. sora (IlogK(M + z(Nmm)).

Az értékek alapjan altalanossagban elmondhaté, hogy mind a most

vizsgalt peptidek és mind a korabban vizsgalt aszparaginsavat is tartalmazo harom
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¢és négy hisztidin tartalmt peptidek esetén a két, hdrom és négy imidazolkoordinalt
komplexek stabilitdsa kozel azonos és az oldalldncokban 1év6 egy-, vagy két

karboxilatcsoport jelenléte hozzajarul a komplexek stabilitasahoz.

13. tablazat: A kiilonbozé Cu(ll)-ligandum rendszerben képzodott komplexek
stabilitasi allando értékei (logf) [T = 298 K, I = 0,20 mol/dm’ (KCI)]:

logf [M,H,L,] SOD-E5-N10 |SOD-A5-G15|SOD-E5-D16 HAII;I?IAH- HDHIZCHDH-
NH, NH,
[CuH;L] - - - - 25,10
[CuH,L] - 19,21 (2) 21,18 (3) - -
[CuHL] 14,15 (2) 14,44 (2) 16,04 (7) 13,64 16,54
[CuL] 9,04 (2) 9,29 (2) 10,74 (6) 8,65 10,95
[CuH_L] 1,34 (12) 2,10 (7) 2,97 (12) - -
[CuH-,L] —6,56 (12) - - -6,20 —4,36
[CuH;L] -15,58 (9) —12,42 (18) -13,55 (9) -15,70 -14,61
[Cu;L] - 12,18 (8) - - -
[Cu,H_L] - - 8,92 (12) - -
[Cu,H_,L] - 0,64 (3) - -1,02 3,26
[Cu,H-5L] - - -5,22 (43) 7,54 -
[Cu,H_4L] - - - —14,64 -12,16
[Cu,H_sL] - - -21,32 (33) 23,64 -22,59
[Cu,HL] - -28,39 (12) -30,45 (26) —34,54 33,84
log K(Cu(11)+2Ny,,) 6,53 591 6,80 6,53 -
logK(Cu(I1)+3Nym) 9,04 7,61 8,19 8,65 9,37
logK(Cu(11)+4Ny,,) - 9,29 10,74 - 10,95
PK(Nim) 5,11 4,77, 5,15 5,14;5,30 4,99 4,28; 5,59
pK(amid), 7,70 7,19 7,77 , )
pK(amid), 7.90 7,42 (atlag) | 7,65 (atlag)
7,26 (atlag) 8,26 (atlag)
pK(amid), 9,02 9,50 10,25

Osszehasonlitva a peptidekre kapott logK(Cu(Il) + 3Ny értékeket a
glutaminsav karboxilatcsoporton kiviil még két fenilalanint tartalmazo 10-tagh
ligandumra kapott értékekkel, feltételezhetd, hogy egy extra stabilizalo hatés

érhetd el a fémion és az aromas gylrik kozotti “stacking” kolcsonhatasnak
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koszonhetden, ezaltal a harom imidazolkoordinalt komplex stabilitasa az alabbi
sorrendben novekszik:
SOD-A5-G15 <SOD-E5-D16 < Ac-cHADHAH-NH, < SOD-E5-N10 < Ac-
HDHAHDH-NH,,
mig a négy imidazolnitrogén altal koordinalt komplexek stabilitasara a kovetkezd
sorrend adhaté meg:
SOD-A5-G15 < SOD-E5-D16 < Ac-HDHAHDH-NH,.

Ez a sorrend azt is mutatja, hogy az egymashoz kozel (egy vagy két aminosav
tavolsagra) elhelyezkedo hisztidinek kotodésével 1étrejovo makrokelat szerkezet
komplexek kialakuldsa valamivel kedvezobb, mint a tavolabb elhelyezkedd
hisztidineket tartalmazé peptidek komplexeinek létrejotte. Ez az allitas

Osszhangban van a korabbi megfigyelésekkel [148].

[CuLl*  [CuH_,L]%;

33 | e [CuL] [CuH_;LJ*

30. dbra: A Cu(ll)-SOD-E5-NI10 (a)), a Cu(ll)-SOD-A5-G15 (b)) és a
Cu(1l)-SOD-E5-D16 (c)) rendszerek ekvimolaris oldataban képzdédaott
komplexek koncentracio-eloszlas gorbéi a pH-fiiggvényében (cr = ccuan =
1,00 x 1073 mol/dm3)
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A 30. dbra a harom ligandum ekvimolaris rendszerében képzdodott
komplexek koncentracid-eloszlas gorbéit é&brazolja a pH-fliggvényében.
A 30. b) abran a szaggatott vonallal jelzett pH-tartomanyban az oldatban csapadék
volt jelen. Ezeket a pH-potenciometriai adatokat a kiértékeléskor nem vettiik
figyelembe. Minden esetben a stabil harom és/vagy négy imidazol-koordinacioju
komplexek az uralkodd részecskék az enyhén savas ¢és a fiziologias
pH-tartomanyban.

A korabban vizsgalt multihisztidin peptidekhez hasonléan azonban az
imidazolkoordinalt komplexek kialakulasa nem tudja megakadalyozni az
amidnitrogének deprotonalodasat és koordinaciojat. Minden esetben a hisztidin
imidazolcsoportja a horgonycsoport, amely az amidnitrogének deprotonalddasat
és koordinacidjat indukalja. A pH novelésével egy, két és harom amidcsoport
deprotonalodasa és koordinacidja megy végbe, ami [CuH_L], [CuH,L] és
[CuHsL] komplexek kialakulasahoz vezet. A 15-tagl- és a 16-tagi peptidek
esetében a masodik és harmadik amidnitrogén deprotonalasa kooperativ modon
torténik. E folyamatokra vonatkozd 1épcsézetes deprotonalasi allandok a
13. tablazat utols6 négy soraban talalhatok.

A kapott pK(amid) értékek azt mutatjadk, hogy a CuZnSOD enzim
kotohelyeit utanzod peptidek stabil [Cul] komplexei a ligos pH-tartomanyba
toljak az amidcsoportok deprotonalodasat, hiszen az elsé peptid nitrogénjének
deprotonalodasa nagyobb pH-n torténik, mint példdul a terminalisan védett egy
hisztidint tartalmaz6 Ac-GNGAHKPG-NH, peptid réz(Il)komplexeinél
(pK(amid) értéke 6,68 (5,38) és 7,18) [164]. Ezeket a hatasokat jol mutatjak a
réz(I)komplexek koncentracio-eloszlas gorbéi (30. abra).

A harom vagy négy hisztidin jelenléte a szekvencidban egynél tobb
kotéhelyet kinal a fémion szamara. A 19. tablazatban Osszegyljtott adatok
mutatjak, hogyha a réz(Il)ion feleslegben van jelen, akkor kétmagv komplexek
is keletkeznek. Ezekben a részecskékben az egymagvi komplexekhez hasonléan
az imidazol és 1-3 deprotonalt amidnitrogén koordinalédik a Cu(Il)-ionhoz

(31.b) 4bra).
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31. abra: A Cu(ll)-SOD-A5-G15 rendszerben képzédé [CuH- L] (a)) és a
[Cu:H L] (b)) komplexek szerkezeti képletei
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A komplexekben kialakuld koordinacios modok megallapitasara
kiilonboz6 spektroszkopiai modszereket alkalmaztunk. Az ESR spektroszkopia
modszerrel vizsgaltuk meg a Cu(I1l)-SOD-E5-D16 1:1 rendszerben — a koncentra-
cio-eloszlas gorbe alapjan a fiziologias pH-tartomanyban — jelenlévé imidazolnit-
rogén koordinacioja [Cul] komplexet. Az irodalmi adatokkal vald Osszevetés
(14. tdblazat) alatdmasztja az imidazol-koordinacidji [CuL] komplex jelenlétét. A
komplexre jellemzé ESR  paraméterek a multihisztidin  peptidek
3 és 4 imidazolkoordinalt réz(Il)komplexeinek ESR paramétereivel egyeznek, és
eltérnek az egy imidazol-N (Tau(9-16)), illetve a két imidazol-N (Ac-HVH-NH,)
altal koordinalt réz(Il)komplexek adataitol.

14. tablazat: Kiilonbozo peptidek CuL komplexeinek ESR paraméterei

g A (G)
Cu(SOD-E5-D16), CuL. (pH = 6,8) 2265 | 168
Cu(S3H4), Cul [148] 2250 | 197
Cu(S2H3), Cul [148] 2270 | 177
Cu(Ac-HAHVH-NH,), CuL [156] 2053 | 183
Cu(Ac-HVHAH-NH,), CuL [156] 2,063 | 180
Cu(Ac-HPHAH-NH,), CuL [119] 2,283 | 166
Cu(Ac-HAHPH-NH,), CuL [119] 2,86 | 166
Cu(Ac-HVH-NH,), Cul [118] 2310 | 170
Tau(9-16), Cu(Ac-EVMEDHAG-NH,), CuL [164] 2,315 160
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15. tablazat: A peptidek rez(Il)komplexeinek UV-lathato spektralis paraméterei

(max (nm), € (M cm™)), sz = széles

Ac- Ac-
Komplex | KoordinAciés méd SOD-ES- | SOD-AS- | SOD-ES- |\, AH. | HDHAHDH-
N10 G15 D16
NH, NH,
[CuL] [3xNi] vagy [4xNin] | 624 (52) sz | 615 (97)sz | 600 (108) sz| 615 (85) 605 (60)
[CuHL] | [Nim N, NLNT | 530(102) | 536 (166) sz | 540 (147) sz | 532 (132) 538 (103)
[CusH L] | 2 X [Nim, N, N7, N - 545 (191) | 537 (163) sz - -
A réz(IDkomplexek UV- 1,0 .Cu(ll) [CuH (L} 530
oo |6 \
lathatd spektralis paramétereit a 15. Eg: y [Cuall 570
tabldzat tartalmazza. A 32. dbra a | 5> 610 £
S S04 g
Cu(I)-SOD-E5-D16 = 2:1 ardnyl | £.5 650~
g0
1 e 0.2 ot
rendszerben képz6dott koncentracio- o CuL 690
0,0 ‘ 4B ST
eloszlas gorbéjét abrazolja az — UV- 3.4 5 6 78 9 1011

lathato spektrofotometriai méréskor
rogzitett — abszorpcids maximumok
valtozasaval egyiitt a pH-fliggvényé-
ben. A pH novelésével az abszorpcids
maximumok kék eltolédasa figyel-

het6 meg parhuzamosan a fémion

32. abra: A Cu(ll)-SOD-E5-D16 =2:1
aranyu rendszerének koncentracio-
eloszlas  gorbéje az  abszorpcios
maximumok valtozasaval (piros jelo-
I6k) egyiitt a pH-fiiggvényében dabra-
zolva

koril kialakuld koordinacios szféra

valtozasaval. A mért abszorpcidos maximumok hullamhosszai Osszhangban

vannak a mas, azonos koordinaciés moddal rendelkezé multihisztidin peptideknél

kapott értékekkel.

Ezek az adatok a harom vagy négy imidazolkoordinalt komplexek

([CuL]) képzodését tamasztjak ald a fiziologias pH-tartomanyban, mig a négy

nitrogén koordinalt részecskék ([CuHL], [CuoH6L]) erdsen lugos kozegben

képzbédnek. Mind ekvimolaris oldatban, mind a Cu(Il)-L = 2:1 arany0 rendszer

oldataban nagy pH-nal 530-540 nm koriil egy intenziv abszorpcidés maximum

jelenik meg. Ez azt jelenti, hogy az egy- és kétmagvi komplexekben a fémion

koordinacios modja [N, N7, N*, Nim|. Az empirikus képlet ((21) egyenlet) alapjan

a [N, N, N, Nim] koordinaciés kornyezetre szamitott Amax értéke varhatéan
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522 nm lenne, ami kissé¢ eltér a mért értékt6l. Ugyanakkor a megjelend
abszorpcios savok meglehetdsen szélesek, ami koordinacids izomer szerkezetek
jelenlétére utal.

A komplexek feltételezett koordinacidos modjainak megerdsitésére és a
koordinacids izomer szerkezetek ardnyanak becslésére CD spektroszkopiai
vizsgalatokat végeztink. A réz(Il)komplexek CD spektralis paramétereit a

16. tablazat tartalmazza.

16. tablazat: A vizsgalt peptidek réz(l)komplexei CD spektralis paraméterei

(max (nm), & (M em™)) ; sz = széles

Komplex | Koordiniciés méd | SOD-E5-NI10 | SOD-A5-G15 | SOD-E5-D16
659 (10,989) | 748 (+0.064) sz | 718 (+0.127)

510 (-1.563) | 606 (-0,684) | 606 (-0.551)

410 (<0.068) | 511(+1.191) | 513 (+0.966)

[CuHsL] | [N NSNS N | 372(-0.128) | 348 (+0,097) | 350 (+0,083)
332 (+0.547) | 309 (-1.012) | 309 (-0.997)

300 (-0.378) | 278 (+1309) | 276 (+1.590)

261 (+6,341) sz | 256 (10.677) | 259 (+1.059)

636 (+0,328) sz | 678 (10,538)

586 (-0271) | 576 (-0.235)

516 (+0,144) | 496 (-0.112)

o 379 (-0.042) | 446 (+0,024)

[CuzHoel] | 2x [Nim, N, N, N'] - 339 (+0.286) | 374 (-0.085)
307 (-0.686) | 336 (+0.262)

266 (+3.060) | 306 (~0.792)

253 (12.850) | 263 (+4.195)

Az enyhén savas kozegben nem volt mérheté CD-aktivitds, ami
alatamasztja az imidazol oldallancok kizarélagos koordinaciojat a [CuH,L] és
[CuL] komplexekben (x = 1, 2). A CD spektrumok UV-tartomanyaban
(250-300 nm kozott) pH = 8 felett egy intenziv pozitiv Cotton-effektus jelenik
meg, ami az N —Cu?’ toltésatviteli savokra jellemzé atmenet. Jelentés CD
aktivitas az amidnitrogén koordinacioji komplexeknél figyelhetd meg. Az
amidnitrogének deprotonalddasanak hatasara a spektrumokban az abszorpcios
maximumok a kisebb hulldmhosszak felé tolodnak el és nagy intenzitasu

savok jelennek meg 650 (negativ Cotton-effektus) és 520 nm koriil
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(pozitiv Cotton-effektus). Ezt jol
mutatjia a 33. 4bra, ahol a
Cu(Il)-SOD-E5-D16 = 1:1 rendszer
CD spektrumsorozata lathat6 a pH-
fliggvényében. A 34. és 35. dbrdkon

a fémion-ligandum 1:1 ¢és 2:1

aranyok  mellett  felvett CD 33. dbra: A Cu(ll)-SOD-E5-DIG

spektrumok Gsszahasonlitasat 1at- | rendszer ekvimoldris oldatdban rog-

zitett CD spektrumsorozat (ccum = cL =

hatjuk. 7% 107 M)

A CD spektrumokbol az

lathato, hogy a réz(I1)-SOD-A5-G15
és aréz(11)-SOD-E5-D16 rendszerek

~—Cu(Il) : SOD-E5-N10 = 1:1; pH=9,5
—Cu(Il) : SOD-A5-G15 = 1:1; pH=9,2
==Cu(ll) : SOD-E5-D16 = 1:1; pH=9,7
—Cu(Il) : SOD-A5-G15 = 2:1; pH=9,0
—Cu(ll) : SOD-E5-D16 = 2:1; pH=9,5

spektrumai hasonléak pH = 8,0 | %
és 9,5 koril, valamint a fémion- % “
<

ligandum aranynak nincs jelent6s 05 A X

hatdsa a CD-gorbék alakjara 1.0
(34. éabra). Ugyanigy a spektrumok

o ) 34. abra: A SOD-E5-N10, SOD-A5-
hasonlosaga  figyelhetd  meg | ;5 45 ¢ SOD-ES-DI6 réz(IDkomp-
pH = 11-nél a réz(I)-SOD-A5-G15 lexek CD spektrumai 9-9,7 pH koriil a

. ; ) Cu(ll)-L = 1:1 és 2:1 aranyok mellett
és a réz(I)-SOD-E5-D16 ekvimo- (cL=7x10"*M)

laris oldataiban és a réz(Il)ion

felesleg jelenlétében (34. abra). A réz(I11)-SOD-E5-N10 rendszerben rogzitett CD
spektrumok alakja azonban minden vizsgalt pH-n eltér a hosszabb peptidekétol.
Ez a megfigyelés azzal magyarazhato, hogy a SOD-A5-G15 és a SOD-E5-D16
ligandumok tobb potencialis kotohelyet kinalnak a réz(Il)ionok szamara, és a
réz(Il)ionok koordinaciodja kiilonb6z4 hisztidin tartalmu szekvencia részhez kissé
eltérd lefutastt CD spektrumokat eredményez. A SOD-A5-G15 és SOD-E5-D16
ligandumok két preferalt kotohelyet tartalmaznak, az N-terminalis —HVH-—
szekvencia részt és a C-terminalis -GGHVG(D)- szekvenciat. A negyedik

hisztidin aminosav a —GPHFN-— kornyezetében talalhatd, amely a fémion
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megkotése  szempontjabdl  kevésbé
kedvez6, mivel a hisztidin kozelében
egy prolin is jelen van. Ezzel szemben
a SOD-E5-N10 peptidben csak az N-
termindlis —HVH- ko&tohely lehet a
fémion elsddleges kotdhelye. A harom
oligopeptid réz(Il)komplexei CD-
spektrumainak az Osszehasonlitasa a
korabban vizsgalt peptidekével segit a
ligandumok f6 kotohelyének megada-
saban.

A 650 nm koril megfigyelt
pozitiv Cotton-effektus a —HXH-
szekvencia réz(I)-kotohelyének felel
meg [163], mig az 500 nm koriili
pozitiv sav akkor figyelhetd meg,
—~GXH-

motivumhoz koordinalodik [164,212].

amikor a fémion a

1,0 - —Cu(Il) : SOD-E5-N10 = 1:1; pH=8,3
—Cu(Il) : SOD-A5-G15 =1:1; pH=8,2
1,5 —Cu(Il) : SOD-E5-D16 = 1:1; pH=8,2
a)
1,0
~0,5
I
Eop
|
3(
= 7 (nm)
<
'190 5 = =
—Cu(l) : -N10 = 1:1; pH=11,1
1.5 —Cu(Il) : A5-G15 =1:1; pH=11,1
’ —Cu(Il) : SOD=E5-D16 = 1:1; pH=11,1
2.0 —Cu(Il) : SOD-A5-G15 =2:1; pH=11,2
> —Cu(II) : SOD-E5-D16 = 2:1; pH=11,0

b)

35. dabra: A SOD-E5-N10, SOD-A5-
Gl15 és a SOD-E5-D16 réz(I)komp-
lexek CD spektrumai pH = 8 (a)) és pH
=11(b)) koriila Cu(ll)-L=1:1és2:1
ardnyok mellett (¢, = 7 x 107 M)

Ennek kovetkeztében a 15- és 16-tagu peptidek esetében a réz(Il)ion elsésorban a

C-terminalis ~-GGHVG(D)— kotohelyhez kotodik. Mivel ez a rész hianyzik a

SOD-E5-N10  peptidbdl,

ezért ebben a ligandumban a —-FHVH- rész

szolgalhat a réz(Il)ion f6 kotdhelyeként. Ez Gsszhangban van azzal, hogy a

Cu(I)-SOD-ES5-N10 rendszer CD spektruma eltér a masik két peptidétdl és alakja

hasonl6 az Ac-SarHAH-NH, peptidéhez. Ezen peptid esetében a kotdhelyek

aranyanak becslése a két kotohelyet modellez6 két peptid (Ac-SarHAH-NH, és

Ac-PHAAA-NH; [146]) megfelel aranyban torténd Osszegzésével kaphatd. Ez
alapjan a Cu(Il)-ion -FHVH- és —GPHFN- ké&t6helyekhez valo kotddésének
aranya az SOD-ES5-N10 peptid esetében koriilbeliil 60%:40% (36. a) abra).
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15 - —Cu(Il) : SOD-E5-N10 = 1:1; pH=8,3 1,5
Cu(Il) : Ac-SarHAH-NH2 = 1:1; pH=8,4

Lo —Cu(ll) : Ac-PHAAA-NH2 = 1:2; pH=8,3 1,0

0,5 —Ac-SarHAH-NH2 : Ac-PHAAA-NH2 = 60 : 40 0,5

0,0 N ‘ s
'§ '0’53 » \W (nm)
TE 1.0 u(Il) : SOD-5E-D16 ='1:15 pH=9,7
E 1.5 ==Cu(II) : Ac-SarHAH-NH2 =1:1; pH=9,4
2.0 ﬁ Cu(Il) : Ac-GNGAHKPG-NH2 = 1:1; pH=9,0
-2,0 25 ~=Cu(Il) : Ac-PHAAA-NH2 = 1:2; pH=9,4

—Ac-SarHAH-NH2 : Ac-PHAAA-NH2 :
Ac-GNGAHKPG-NH2 =25:5:70

a) b)

36. abra: a) Cu(ll)-SOD-E5-N10 (fekete), Cu(ll)-Ac-SarHAH-NH, és Cu(ll)-
Ac-PHAAA-NH; komplexek CD spektrumai pH ~ 8-ndl, valamint a Cu(ll)-Ac-
SarHAH-NH; és Cu(ll)-Ac-PHAAA-NH: CD spektrumaik 60:40 %-os aranyi
osszegzésevel kapott CD spektrum (piros). b) Cu(ll)-SOD-E5-D16 (fekete),
Cu(l)-Ac-SarHAH-NH;, Cu(ll)-Ac-GNGAHKPG-NH, és Cu(Il)-Ac-PHAAA-
NH; komplexek CD spektrumai pH ~ 9-nél, illetve a Cu(ll)-Ac-SarHAH-NH.>,
Cu(ll)-Ac-GNGAHKPG-NH; és Cu(ll)-Ac-PHAAA-NH, CD spektrumainak
25:70:5 %-os aranyu 6sszegzésével kapott spektrum (piros).

Hasonloképpen, a SOD-A5-GI5 és a SOD-E5-D16 ligandumok
kiilonb6z6 fémkotohelyekre koordinalt réz(Il)ionok aranya a modellpeptidek
(Ac-SarHAH-NH,, Ac-GNGAHKPG-NH: [213] és Ac-PHAAA-NH, [146])
Cu(Il)-komplexei CD spektrumainak szuperpozicidja alapjan becsiilhetd
(36. b.) abra és 37. a) abra). Ezek a szamitasok azt mutatjak, hogy ekvimolaris
oldatokban, valamint a lagos kozegben a Cu(Il)-ion nagy része a -GGHVG(D)—
motivumhoz koordinalodik (31. a) abra). Ha a fémiont kétszeres feleslegben
alkalmazzuk, a réz(Il)ion jelentds aranyban kotddik a két f6 kotéhelyhez, a
—HVH- és - GGHVG(D)- szekvenciakhoz (37. b) és 31. b) abra), ugyanakkor a
kdzbens6 hisztidin imidazolnitrogénhez valo koordinacioé sem zarhato ki.

Mivel mind az 15-tagi, mind a 16-tagi ligandumok legalabb harom
potencialis fémion kotéhellyel rendelkeznek, ezért mindkét ligandum képes
ketténél tobb fémiont megkotni. Ezt szemlélteti a 38. abra, ami a CD

spektrumokat kiilonb6z6 Cu(I)-SOD-ES5-D16 aranyok mellett abrazolja.
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3
B
5
g
g
>
5
>
) -2,0 .
==Cu(ll) : SOD-E5-D16 = 1:1; pH=11,1 ==Cu(ll) : SOD-E5-D16 =2:1; pH=11,0
-2,5 } ==Cu(Il) : Ac-SarHAH-NH2 = 1:1; pH=11,1 -2,5 }—C"(") : Ac-SarHAH-NH2 = 1:1; pH=11,1
_3,0 Cu(Il) : Ac-GNGAHKPG-NH2 = 1:1; pH=11,1 _3,0 Cu(Il) : Ac-GNGAHKPG-NH2 = 1:1; pH=11,1
Cu(ll) : Ac-PHAAA-NH2 = 1:1; pH=11,1 Cu(ID) : Ac-PHAAA-NH2 = 1:1; pH=11,1
——Ac-SarHAH-NH2 : Ac-PHAAA-NH2 :Ac-GNGAHKPG-NH2 =5: 15 : 80 ~—Ac-SarHAH-NH2 : Ac-PHAAA-NH2 : Ac-GNGAHKPG-NH2 =45: 5 : 50
a) b)

37. abra: a) Cu(ll)-SOD-E5-D16 = 1:1 (fekete), Cu(ll)-Ac-SarHAH-NH,,
Cu(ll)-Ac-GNGAHKPG-NH; ¢s Cu(ll)-Ac-PHAAA-NH, komplexek CD
spektrumai pH ~ 11,1-nél, valamint Cu(ll)-Ac-SarHAH-NH;, Cu(Il)-Ac-
GNGAHKPG-NH; és Cu(ll)-Ac-PHAAA-NH, CD spektrumainak 5:80:15%-
os osszegzésevel kapott spektrum (piros). b) Cu(ll)-SOD-E5-D16 =2:1,
Cu(l)-Ac-SarHAH-NH;, Cu(ll)-Ac-GNGAHKPG-NH, és Cu(1l)-Ac-PHAAA-
NH; komplexek CD spektrumai pH ~ 11,1-nél, valamint Cu(Il)-Ac-SarHAH-
NH;,  Cu(ll)-Ac-GNGAHKPG-NH, és  Cu(ll)-Ac-PHAAA-NH,  CD
spektrumainak 45:50:5% aranyu osszegzésével kapott spektrum (piros).

A 38. abra tiikrozi az 1:1, 2:1

és 3:1 fémion-ligandum aranyok
mellett felvett gorbék  kozotti

kiilonbséget. Ekvimolaris oldatok-

Ae (M 'em™)

ban intenziv pozitiv Cotton-effektus

—Cu(ll) : SOD-E5-D16 = 2:1; pH = 11,1

figyelhetd meg 500 nm koriil, ami a
—Cu(ll) : SOD-E5-D16 = 3:1; pH=11,1

-1,0 J Cu(Il) : SOD-E5-D16 = 1:1; pH=11,1
15

—GGH- szekvenciara jellemzd. Ez

38. dbra: Cu(1l)-SOD-E5-D16
rendszerben  kiilonb6z6  aranyoknal
komplexekben  talnyomorészt a | rogzitett CD spektrumok pH = 11,1-nél

alapjan a réz(Il)iont az egymagvi

C-termindlis imidazolnitrogén koor-
dinalja. A 2:1 fémion-ligandum aranynal a CD spektrumokban egy 0j pozitiv sav
jelenik meg 650 nm koriil, ami arra utal, hogy az egyik fémiont az N-terminalis
hisztidilcsoport, mig a masik Cu(Il)-iont a molekula C-terminalis része koti meg.

Haromszoros fémionfelesleg esetén a ligandum harom Cu(Il)-iont képes
megkotni. Az 520 nm koriili negativ Cotton-effektus az [Nm, N, N7, N]

koordinacios modra jellemz6, ami alatdmasztja, hogy nemcsak az N- és
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C-terminalis imidazolnitrogének, hanem a kdzbensd hisztidin imidazolnitrogén is
kotéhelyként szolgdl a fémionok koordindciojahoz. Tehdt a harommagvi
komplexek képzddése is lehetséges az ersen lagos tartoméanyban, de
pH-potenciometridas méréseket nem végeztink a stabilitdsi allandoik
kiszdmitasara, hiszen ez az ardny nem relevans a bioldgiai rendszerek esetében,

ahol a fémion-fehérje ardny joval kisebb, mint az 1:1 arany.
4.2.3. Zn(I1I)-komplexek

A vizsgalt peptidek egymagvi Zn(Il)-komplexeinek stabilitasi allandoit a
17. tablazat tartalmazza, mig a harom ligandum ekvimolaris oldataban képz6dott
komplexek koncentracié-eloszlas gorbéit a pH-fliggvényében abrazolva a 39. abra

mutatja be.

17. tablazat: A kiilonbozo Zn(ll)-multihisztidin peptid rendszerekben képzodott
komplexek stabilitasi allando értékei (logh) (T = 298 K, I = 0,20 M KCl)

) ==
o W ) Z Z.
o o o 1 :
Z. Q 2 - a
v v v
log3 [M,H,L,] 2 < o = z
=] Q = =« om
=] =) o = a
< <
[ZnHaL| _ 17,38 (6) | 18,51 (16) _ 18,18 (3)
[ZnHL] 11,54 (8) | 12,08(2) | 1322(6) | 1091 | 12,80 (2)
[ZnL] 6,12 (2) 6,06 (2) 7,36 (4) 563 | 697Q)
[ZnH-1L| “128(6) | —095(2) | —080(7) | —240 | -0,72(3)
[ZnH-L| 11,42 (8) | -10,60(3) | —1020(7) | 11,23 ~
logK(Zn(I1)+3Nim) 6,12 5,25 5,37 5,63 5,63
logK(Zn(I1)+4Nim) - 6,06 7,36 _ 6,97
logK([ZnL]/[ZnH-1L]) 7,40 7,01 8,16 8,03 7,69
logK(IZnH—1L)/[ZnH-L]) | 10,14 8,65 9,40 8,83 -
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[ZnH_,L|~ (ZnH_,LJ*

[ZnL]* 208
[ZnL]?*

pu !l 4 5 6 7 8

T 2
0.9 Znan®, (ZnL] [ZnH_,L]

208 .
o1 [ZnH_,L]
T06
N0S5 -
£04
TE g:g[nnzuzf

0,1 -

A

)
39. abra: Zn(11)-SOD-E5-N10 (a)), Zn(11)-SOD-A5-G15 (b)) és Zn(11)-SOD-
E5-DI16 (c¢)) ekvimolaris oldataban képzodott komplexek koncentracio-
eloszlas gorbéi a pH-fiiggvényében (c, = cy =8 x 107* M).

A [ZnL] sztochiometria minden esetben megfelel a hisztidil
oldallancokon keresztiili koordinacionak. Az imidazolnitrogén altal koordinalt
részecskék logK(Zn(I)+3Nm,) értékeinek Osszehasonlitasa azt mutatja, hogy az
aszparaginsavat és/vagy a glutaminsavat tartalmazé ligandumokkal alkotott
komplexek képzddési allanddi nagyobbak, mint a karboxilat oldallancokkal nem
rendelkezéké (Ac-HVHAH-NH; logK(Zn(I1)+3Nm) = 5,09; Ac-HHGH-NHMe
logK(Zn(ID)+3Nim) = 4,70) [210]. Ezek az informaciok arra utalnak, hogy a
karboxilatcsoportok  kolcsonhatisa ndveli az  imidazol-N  koordinalt
cink(Il)komplexek stabilitasat. Ugyanakkor a csak egy negativ toltési oldallancot
tartalmazé 10-tagu peptid fémkomplexére kapott logK(Zn(I)+3Nim) érték
koriilbeliil 0,5 log egységgel nagyobb, mint a Zn(II)-SOD-E5-D16 ligandumra
szamitott képzOdési allandok. Ez azt jelzi, hogy a molekuldk mérete és az emlitett

oldallancok helyzete hatdssal van az imidazolkoordinalt komplexek stabilitasara.
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Ez a megallapitas 0Osszhangban van a 4.1. fejezetben 0Osszefoglalt
eredményeinkkel és a kutatocsoportunk korabbi eredményeivel [148].

Enyhén lugos oldatokban [ZnH_L] és [ZnH-,L] komplexek képzddnek,
amelyek nem elég stabilak ahhoz, hogy megakadalyozzak a fémion hidrolizisét és
csapadéklevalas torténik. Ez azt mutatja, hogy ezek a részecskék vegyes
hidroxidokomplexek ¢és az amidnitrogénatomok fémionok altal kivaltott
deprotonalodasa nem torténik meg. Ugyanezt a jelenséget figyelhetjiik meg a

korabban vizsgalt Zn(I1)-Ac-HXHZH-NH; rendszerekben is.

4.2.4. Vegyes Cu(Il)-Zn(II)-komplexek

Az eddig emlitett eredmények egyértelmilen tiikrozik, hogy a
SOD-AS5-G15 és a SOD-E5-D16 peptidek Cu(Il)-komplexeiben a C-terminalis
hisztidin a f6 kotohely a réz(Il)ion szamara a deprotonalt amidnitrogénatomokkal
egylitt, mig a Zn(Il)-ion esetében a fiziologias pH-tartomanyban a négy imidazol-
koordinacioji komplexek a f6 részecskék. Mivel a nativ CuZnSOD enzimben
mindkét fémion kotdédik a specifikus peptidszekvenciak egyikéhez, érdemesnek
talaltuk megvizsgalni, hogy mindkét fémion jelenlétében valtozik-e a fémionok
kotohelypreferencidja. Ezért pH-potenciometrids és spektroszkopiai vizsgalatokat
végeztiink a Cu(Il)-, Zn(Il)-ionokat és a SOD-A5-G15 vagy a SOD-E5-D16
peptideket ekvimolaris koncentracidban tartalmazo rendszereken.

A SOD-AS5-G15 peptid esetében csak egy, a lugos tartomanyban
képzodott komplex stabilitdsi allandojat lehetett meghatarozni, mert a
7 és 9 kozotti pH-tartomanyban csapadék volt tapasztalhato.

A SOD-E5-D16 peptid vegyes fémkomplexeit pH ~ 10 alatt lehetett
vizsgalni, mivel ebben az esetben a csapadéklevalds pH = 10 felett kovetkezett be.
A csapadék csak erGsen bazikus oldatban oldddott ujra. A képzodott vegyes

fémkomplexek stabilitasi allandé értékeit a 18. tablazatban gyijtéttem Ossze.
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18. tablazat: A kiilonbozo Cu(ll)-Zn(ll)-L rendszerekben képzodott komplexek
stabilitasi allandoi (logp) (T = 298 K, I = 0,20 M KCl)

logB[M,H,L,] | SOD-A5-G15 | SOD-E5-D16
[CuZnH-L] - 6,6 (4)
[CuZnH-,L] - 0,11 (5)
[CuZnH_;L] - =795 (7)
[CuZnH_4L] — -17,15(9)
[CuZnH_sL] =227 (5) -

A vegyes fémkomplexekben a réz(Il)ion a [(N)y, Nm] koordinacios
moddal ko6tédik, mig a cink(I)ion az imidazolgytiriik N-donoratomjan keresztiil.
A [CuZnH_sL] komplexben a Zn(Il)-ionhoz egy deprotonalddott vizmolekula
koordinaciogjat is feltételezziik. A 40. abra az ekvimolaris vegyes Cu(Il)-Zn(II)-L
rendszerek (L = SOD-A5-G15 és SOD-E5-D16) koncentracio-eloszlas gorbéit
mutatja a pH-fiiggvényében, ahol a Cu(Il)- és Zn(Il)-komplexek, illetve a vegyes

fémkomplexek Osszesitett molaranyat abrazoltam.

1,0 Cu(II)-komplexek Cu(Il),Zn(1)- 1,0 1 Cu(IT),Zn(11)-
0,9 komplexek 09 - Komolexek
Eo0,8 Zos Cu(ll)-komplexek omplexe
~50,7 207 -
50,6 £ 0.6
205 =05
E04 E 04
=03 Zn(11)- g3
£0,2 komplexe 0,2
0,1 0,1
0,0 + - - . . : — 0,0 : ‘Zn(ll)-‘komple‘xek
4 5 6 7 8 9 10 4 5 6 7 8 9 10
pH pH
a) b)

40. abra: A Cu(ll)-Zn(11)-SOD-A5-G15 (a)) és a Cu(ll)-Zn(11)-SOD-E5-D16
(b)) rendszerek (c. = cy = 8 x 107* M) ekvimolaris oldatiban képzédott
komplexek koncentracio-eloszlas gorbéi a pH-fiiggvényében. (A szaggatott
vonal jelzi azt a pH-tartomanyt, ahol csapadeék képzodott).

A koncentracio-eloszlas gorbékbdl azt latjuk, hogy pH = 6 alatt mindkét
ligandum nagy aranyban Cu(Il)-komplexben kotott, mig a fizioldgias és lugos
pH-tartoményban a vegyes fémkomplexek dominalnak. A vegyes fémkomplexek

képzddése a fiziologias és lugos pH-tartomanyban modosithatja a fémionok
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eloszlasat a potencialis kotdhelyek kozott. A CD spektroszkopiai vizsgélatok

lehetdséget adtak e folyamatok kovetésére.

Cu(II) : SOD-A5-G15 = 1:1; pH=9,2 Cu(Il) : SOD-E5-D16 = 1:1; pH=9,7
-1,0 - =—Cu(Il) : SOD-A5-G15 = 2:1; pH=9,0 1,0 - =—Cu(Il) : SOD-E5-D16 = 2:1 ;pH=9,5
,
=Cu(II) : Zn(II) : SOD-A5-G15 = 1:1:1; pH=9,4 ~—Cu(II) : Zn(II) : SOD-E5-D16 = 1:1:1; pH=9,4
a) b)

41. abra: A Cu(ll)-SOD-A5-G15 = 1:1 (sziirke), Cu(Il)-SOD-A5-G15 = 2:1
(fekete) es Cu(ll)-Zn(1l)-SOD-A5-G15 = 1:1:1 (piros) rendszerekben (cL = 8
x 107* M) (a)), illetve a Cu(I)-SOD-E5-D16 = 1:1 (sziirke), Cu(Il)-SOD-E5-
Di16 = 2:1 (fekete) és Cu(ll)-Zn(ll)-SOD-E5-D16 = 1:1:1 (piros) rend-
szerekben (b)) (c. = 9 x 10~* M) rogzitett CD spektrumok

A 41. 4bra szemlélteti, hogy az enyhén lugos pH-tartomanyban a
Zn(Il)-ion jelenlétében megvaltozik a CD spektrum a Cu(Il)-L (L = SOD-A5-G15
¢s SOD-E5-D16) ekvimoldris oldatadban felvett spektrumhoz képest. Ezenkiviil a
Cu(I)-Zn(IT)-L = 1:1:1 arényban tartalmazo rendszerek spektrumai hasonloak a
Cu(Il)-L = 2:1 aranyban (L = SOD-A5-G15 és SOD-E5-D16) felvett spektrumok-

hoz. Ezek megerésitik az elobbi feltételezést, miszerint a Zn(Il)-ion hozzaadasa a

Cu(Il)-ion Gjracloszlasat eredményezi 0.8 05 Z0ctl)
% Zn

a potencialis kotéhelyek kozott,

illetve a Zn(II)-ion részben a peptidek

C-terminalis részéhez kotddik.

Hasonld kovetkeztetés vonhatd le a

|
]

0 % Zn(Il) 10% Zn(Il) —20 % Zn(I)

—30 % Zn(Il) —40 % Zn(Il) —50 % Zn(II)

—60 % Zn(Il) —70 % Zn(Il) —80 % Zn(II)

-0.
42. abrabol, ahol a Cu(Il)-Zn(II)- 0.8 1 o Zadl —100 5 Zny

SOD-E5-D16 CD spektrumat abra-

) ) 42. dbra: A Cu(ll)-Zn(Il)-SOD-ES5-
zoltuk a Cu(I)-Zn(ll) arany figg- | D6 rendszerben régzitett CD-speki-
vényében pH ~ 11-nél. Az dbran az | "wmok a Zn(Il)-ion fiiggvényében
(cL = ccumy=9 * 107" M, pH = 11,2)

lathato, hogy a Cu(II)-SOD-E5-D16

94



Székely Eniké doktori (PhD) értekezés

ekvimolaris rendszer CD spektruma lefutdsa modosul a Zn(II)-ionok
hozzdadéasaval. Ez arra utal, hogy a réz(Il)ion koériili koordinacios kdrnyezet
megvaltozik a masik fémion hatdsara. Egytttal azt is alatamasztja, hogy vegyes
Cu(Il)-Zn(Il)-ligandum rendszerben a Zn(Il)-ion szdmara a C-terminalis
imidazolcsoport a f6 kotdhely, ami megfelel a CuZnSOD enzim Zn(II)-
kotdhelyének.

4.2.5. A SOD-A5-G1S peptid Ni(II)-komplexei

A nikkel(Il)ionok jelenlétében bekdvetkezd komplexképzddést is
tanulmanyoztam a SOD-AS5-G15 peptid esetében. Az eredmények azért lehetnek
érdekesek, mert az irodalomban talaltunk arra hivatkozast, hogy a nikkel(II)ion
képes a cink(Il)ionok, de akar még a réz(Il)ionok helyettesitésére is a CuZnSOD
mimetikumokban [94].

A Ni(II)-SOD-A5-G15 rendszer titralasa soran csapadék valt ki az
oldatbol mar fiziologids pH-tartomanyban, mely a nagyobb pH-értékeken
(pH > 10) visszaoldédott, ugyanakkor a jelentds csapadékképzddés miatt a
rendszer kvantitativ jellemzdit nem tudtuk meghatarozni. Azonban az UV-lathato
¢és CD spektrumokbol mégis nyerhetiink informécidkat arrdl, hogy erésen lugos

kozegben milyen koordindciés kornyezet ¢€s szerkezet jellemzi ebben a

rendszerben a nikkel(II)iont. 200

180
160

—3,295
3,662
4,595
5,169

Az UV-lathato spektrumok

. L osyn ~140
(43. abra)  megemelkedésébol T120 —Z,g ‘15 ;
= 100 -
. . . = —6,422
lathatjuk, hogy mar ~ 6-os pH-n < 80 \ 0074
. 60 \ —10,648
csapadék valt ki az oldatban, amely 40 —10,919

20
0

—11,205

az amidnitrogének deprotonalddasa 550 350 450 550 650 730

7 (nm)

és koordinacigja kovetkeztében

oldodott fel ismét. A spektro- | 43- dbra: A Ni(I))-SOD-A5-G15
L o rendszer pH-fiiggd UV-Ilathato spekt-
fotometrids vizsgélat aldtdmasztotta, | ,.,.04i (cniap= 1,32 % 107° mol/dn?’,

hogy a csapadékképzddés ellenére | ¢1=1,35 x I 07 mol/dm’)
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a ~ 10-es pH felett a Ni(Il)-ionok kotddnek a ligandumhoz. A spektrumon

~ 435 nm, valamint a ~ 490 nm hullamhosszakon két abszorpcios maximum jelent

meg és ezen abszorpcids maximumoknak a pH emelésével nem véltozik az

intenzitdsa. Ez azt mutatja, hogy er0sen lugos kozegben bekovetkezik az

amidnitrogének deprotonalddasa és koordinacioja a fémionhoz és az uralkodd

részecske, az eddigi ismereteink alapjan, a [NiHsL] komplex. A jelentkezd két

abszorpcids maximum koordinacios izomer szerkezetek jelenlétére utalhat.

A spektralis paraméterek
alapjan  Ni(Il)-ionok jelenlétében
keletkez6 [NiHsL] koordinacios
modja a kdvetkezoképpen irhato le:
NG N3 N

Ac-HGFHVH-NH,-hez hasonloan a

Nlm] éS az

—GXH- szekvenciarész a Ni(Il)-ion
preferalt kotohelye. (44. abra)
Ezutan
vegyes réz(Il)-nikkel(I)-SOD-AS-
G15 = 1:1:1 rendszert is. Ebben az

megvizsgaltuk a

esetben is a pH ~ 7,4 felett megjelend
csapadékképzodés miatt cirkularis
dikroizmus vizsgalatok segitségével
hataroztuk meg a fémionok f6 koto-
helyét. A fiziologias pH-tartomany-
ban a Cu(Il)-Ni(II)-SOD-AS5-G15 ¢és
a Cu(I)-SOD-A5-G15 rendszerek
CD spektru-mainak lefutasa hasonld
(45. abra), tehat a CD spektrumok

alapjan ezen a pH-tartomanyban

6,00
4,00
2,00
_5 0,00
=-2,00
“©
<1-4,00
-6,00 . _ _
—Ni(II)-Ac-HGFHVH-NH2=1:1; pH=10,2

-8,00 E Ni(II)-Ac-HGGH-NH2=1:1; pH=11,6
=—Ni(II)-SOD-A5-G15=1:1; pH=11,1

340 390 440 590
2 (nm)

44. abra: Ni(ll)-multihisztidin peptidek
rendszerének ekvimolaris oldataban rog-
zitett CD spektrumok 10,2-11,6 pH-n

—Cu(II)-Ni(II)-SOD-A5-G15=1:1:1; pH=11,2
—Ni(II)-SOD-A5-G15=1:1; pH= 11,1
—Cu(II)-Ni(II)-SOD-A5-G15=1:1:1; pH=7,4
—Cu(II)-SOD-A5-G15=1:1; pH=11,5

45. abra: A Cu(ll)-Ni(ll)-SOD-A5-G15
= [:1:1 rendszer CD spektrumanak
osszehasonlitasa a Ni(Il)-SOD-A45-G15
= [:1 rendszer spektrumaval pH ~ 11-
nél, valamint a Cu(ll)-SOD-A5-G15 =
1:1 rendszer spektrumaval pH ~ 8 kériil

Cu(Il)-komplexek jelennek meg az oldatban. A lagos pH-tartomanyban a CD-

spektroszkopiai mérések alapjan, hasonléan mint a Ni(Ill)-Ac-HGFHVH-NH,
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fém-ligandum rendszerben, a Cu(II)-Ni(Il)-SOD-A5-G15 rendszerben képzddo
komplexekben a C-terminalis —GXH-rész a Ni(Il)-ion szamara a preferalt
kotéhely, mig a 680 nm-nél megjelend pozitiv csucs a Cu(Il)-ion —HVH-
szekvencidjdhoz valo kotddésére utal. Ez azt is jelenti, hogy a Ni(Il)-jelenlétében
a réz(Iion a Cu(ll)-kotdhelyet modellezd szekvencidhoz kotddik, hasonldan,
mint a Cu(Il)-Zn(Il) vegyes rendszerben.

Osszességében elmondhaté, hogy a Zn(II)-ligandum és a Cu(II)-Zn(II)-
ligandum rendszerek vizsgalatai, illetve a Ni(Il)-ligandum és a Cu(I)-Ni(II)-
ligandum rendszereinek spektralis eredményei alapjan azt tapasztaltuk, hogy a
korabban kozolt eredményekkel [94] Osszhangban, a nikkel(Il)ion képes a

cink(I)ionok helyettesitésére az altalunk vizsgalt CuZnSOD mimetikumban is.

4.2.6. SOD aktivitas vizsgalatok és eredményiik

Munkam folytatasaként meg- 0,3

mértem a SOD-A5-G15 és SOD-E5- | 02 ¥~ 0,0040x0,0868

D16 ligandumok Cu(I)- és Cu(Il)- ;50’2 ]
. . (% S I

Zn(I)-komplexeinek, valamint a négy N

S i 0,1 AN Komplex

hisztidint  tartalmazé  heptapeptid 0.0 ] Vak minta

(Ac-HDHAHDH-NH;)  Cu(II)-komp- 01 2 3 45 6Id67(per§)

lexeinek SOD-aktivitasat is. A méré-

46. dabra: Az abszorbancia valtozdsa
egy adott koncentraciora az idé
technikat hasznaltam a kisérleti részben | fiiggvényében (Cu(ll)-SOD-E5-D16
rendszer, pH = 6,8)

sekhez az irodalombdl ismert kdzvetett

leirtak szerint (3.10. fejezet). A

vizsgalatokat  Cu(Il)-ligandum, illetve Cu(Il)-Zn(Il)-ligandum rendszer
ekvimolaris mennyiséget tartalmazé mintaiban végeztem (¢ = ccyan = 2 pmol/dm?
és cL = ccuany = Cznan = 2 pmol/dm?), a mintdk pH-jat pedig foszfatpufferrel
(Cfosztation = 50 mol/dm?) 4llitottam be 6,8-ra. A SOD aktivitds mérésekor 8 percig
vizsgaltam az abszorbanciavaltozast. Az elsé 4 percben a vak minta (sziirke

négyzeteken athaladd egyenes), majd a kovetkez6 4 percben a hozzaadott
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komplex (fekete négyzeteken 4thaladdé egyenes) abszorbanciavaltozisait

kovettem, mindezeket a 46. dbra mutatja. Az egyenesek meredeksége a vak

. ) IVARLLY ) ) A4\ komplex
mintanal a ) o mig komplex esetén a (—

I értékei. Ezen értékeket az

inhibicios egyenletbe ((31) egyenlet) behelyettesitve szamithato ki a kiillonbozo
Cu(Il)-komplexek koncentracidéihoz tartozo inhibicid. Ezeket az értékeket
47. dbran feltiintetett inhibicios goérbékhez. Az abrak a Cu(Il)-SOD-AS5-G15 és a
Cu(II)-SOD-E5-D16 rendszerek esetében felvett inhibicios gorbéket szemléltetik.

100 - . . 100 - . .
80 - 80 -
S 60 - S 60 -
g 40 | g 40 o
= £
E 20 - E 20 -
0 : : : 0 | ; : :
0,00 0,50 1,00 1,50 0,00 050 1,00 1,50 2,00
Ccu(iny-komplex (WMD) Ccu(in-komplex (V)
a) b)
47. abra: Az inhibicio-koncentrdacio adatsorok a Cu(ll)-SOD-A5-G15 (a)) és
Cu(1l)-SOD-E5-D16 (b)) komplexekkel pH = 6,8-on (a mért pontokat jelolik
a vonalakon megjelend szimbolumok).

Az altalam vizsgalt rendszerekre meghatarozott ICso értékeket a
19. tablazat tartalmazza. Ezen kiviil a tdblazatban szerepelnek a korabban vizsgalt
multihisztidin peptidekre €s néhany mas réz(Il)- és mangan(Ill)komplexre
vonatkozé adatok is. A jobb Gsszehasonlitast megkonnyiti a relativ aktivitas
kiszamitasa ((32) egyenlet alapjan), ahol a mért értékeket a SOD enzim azonos

korilmények kdzott mért 1Cso értékéhez viszonyitjuk.
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19. tablazat: Az altalam vizsgalt Cu(ll)-komplexekre jellemzé ICso és relativ
aktivitas értékek, valamint a komplexek katalitikus SOD-aktivitdsa, kiegészitve

néhany irodalmi adattal (pH = 6,8).

Relativ p
Komplex pH ICso (nM) | aktivitas Keal 10
(M 's™h
(%)
CuZnSOD [120] 6,8 0,0030 100 914
CuZnSOD [97] 0,010 430
Cu(I)-SOD-ES5-D16 6,8 | 0,017 +0,004 17,6 161
Cu(ID-Zn(I1)-SOD-E5-D16 6,8 | 0,014+ 0,002 21,4 196
Cu(I)-SOD-A5-G15 6,8 | 0,021 + 0,007 14,3 131
Cu(ID)-Zn(I)-SOD-A5-G15 6,8 | 0,019 +0,008 15,8 144
Cu(Il)-Ac-HDHAHDH-NH, 6,8 | 0,020 + 0,006 15,0 137
Cu(I)-Ac-HAAHGH-NH; [120] | 6,8 0,072 4,17
Cu(II)-Ac-HGGGHGH-NH; [120] | 6,8 0,071 4,22
Cu(ID)-PydiTyr [97] 0,028 96,2
[Mn(PI),](PFe)(CH3CN) [200] 7,0 0,87 6,6
[Mn(II1)Cl4 TE-2-PyP] [214] 0,0065 400

Az adatok azt tiikrozik, hogy a vizsgalt 15- és 16-tagi peptidek
réz(IDkomplexeinek SOD-aktivitdsa kiemelkedéen jo, ¢és hasonléan jo
ICso-értékeket kaptunk a négy hisztidint tartalmazo heptapeptid esetében is.
Gyakorlatilag azonos aktivitds értékeket mértiink azonban az ekvimolaris
Cu(I)-Zn(I)-SOD-AS5-G15 ¢és Cu(Il)-Zn(II)-SODES5-D16 rendszerekben is. Bar
varhat6 volt, hogy a fémionok kotésének atrendezddése Zn(Il)-ion jelenlétében
hatassal lesz a SOD aktivitasara, a valaszt a mérési koriilményekre szamitott
eloszlas gorbék adjak meg (48. abra).

A 48. abra a Cu(Il)-SOD-A5-G15, Cu(II)-SOD-E5-D16, illetve
Cu(ID-Zn(I)-SOD-A5-G15, Cu(Il)-Zn(I1)-SOD-E5-D16 eloszlasat mutatja a
SOD aktivitas mérések soran hasznalt koncentraciokra. Az abrak egyértelmiien

mutatjak, hogy a Cu(II)-SOD-A5-G15 és a Cu(II)-SOD-E5-D16 rendszerekben a
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1,0 . [CuH_,LJ*-

4 . Cu(Il 3
_og €MD [CuH_,LJ’;
g08

0,7 "-.{CuHP04] [CuL]

[CuH_,L]-
[Cu,H_L]*

61tort (Cu(ll)-i
N
wn

£ 02 -
0,1 - | «:lfHLl'
0,0 =
3 4 5 6 7 8 9
pH
a)
’E‘ 1’0 .......................... Cu(II)- El’o ................ Cll(ll)-
T 0,9 |SOD-A5-G15™, komplexek £ 0,9 SOD-E5-D16 komplexek
5 0,8 - | —— 50,8 -.
E 0’7 i 0’7 \
30,6 506
205 50,5
204 204 . Cu(II),Zn(11)-
=l Cu([Il),Zn(II)-
% 0.3 k((,m)plex(ek) 78_/0’3 . Zn(ID- Komplexek
5 0,2 Zn(Il)- - 502 “komplexek
S 0,1 komplexek =" =0,1 - e
0.0 : : vede R el
4 5 6 7 pH 4 5 6 7 8 o 9
c) d)

48. abra: A Cu(ll)-SOD-A5-G15 (a), Cu(ll)-SOD-E5-D16 (b)), Cu(ll)-
Zn(1l)-SOD-A5-G15 (c)) és Cu(ll)-Zn(1l)-SOD-E5-D16 (d)) rendszerekben
H>PO,-HPO/ puffer jelenlétében képzédott komplexek eloszlds gorbéi a
pH-fiiggvényében (cr = ccumy = cznay = 2 % 10°° mol/dm’; cpuyper = 5 % 1072

mol/dm’).

kizarolag imidazol-koordinacioji Cu(ll)-komplexek (Cul) dominalnak ezen

koriilmények kozott, mig a Cu(Il)-Zn(Il) vegyes komplexek aranya sokkal kisebb

a Cu(Il)-Zn-L (L = SOD-A5-G15 vagy SOD-E5-D16) rendszerekben. gy a

cink(Il)ionok jelenléte pH = 6,8-nal nem befolyasolja a SOD-aktivitas értékeit.
Bar a vizsgalt komplexek relativ SOD-aktivitasa kisebb, mint a nativ CuZnSOD

enzimé, fontos megjegyezni, hogy a komplexek nagyobb aktivitast mutattak a

szuperoxid anion lebontasaban, mint mas SOD modellkomplexek. fgy a

CuZnSOD enzim aktiv centrumat modellez6 specifikus aminosav szekvenciak

beépitése novelheti a réz(Il)-multihisztidin peptid komplexek hatékonysagat a

szuperoxid anion katalitikus lebontasaban.
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5. OSSZEFOGLALAS

A természetben el6forduld metalloenzimek, koztik a szuperoxid-
dizmutaz (SOD) enzimek szerkezeti és funkciondlis modelljeinek létrehozésa a
bioszervetlen kémia kiemelt kutatasi teriilete. Doktori dolgozatom {6 célja, olyan
oligopeptid eldallitasa volt, amely mind szerkezetében €s mind funkcidjdban is
képes utanozni a CuZnSOD enzim aktiv centrumat. Ezt megel6z6en a munkam
soran részletes Osszehasonlitd elemzést végeztem a hisztidin oldallancok
szdmanak és térbeli elrendezddésének szerepére a réz(Il)-, cink(Il)- és
nikkel(IT)ionok komplexképzddésének sajatsagaiban.

A kutatasi irany elézményei a kutatocsoportunk korabbi eredményeire
vezethet6k vissza, hiszen vizsgaltdk korabban a CuZnSOD enzim aktiv
centrumdban a Cu(Il)-ion kotéhelyének (Ac-HVH-NH, tripeptid), illetve a
Zn(ID)-ion kotdhelyének (Ac-HVGD-NH, tetrapeptid) modellezésére szolgalo
kiilonb6zd tagszamu és szekvencidju multihisztidin peptideket. Ezt kdvetden
tanulmanyoztdk a kiilonb6zd oldallancok jelenlétének hatdsdt a —HXH- és
—HXYH- motivumot tartalmazé multihisztidin peptidek komplexképzo
sajatsagaira a Cu(Il)-, Zn(II)- és Ni(Il)-ionokkal. A korabbi munkak soran szerzett
tapasztalatokra épitve alakitottam ki a kutatd6 munkam irdnyat, mely a
fémionokhoz szelektiven kot6do, stabil és egyidejileg nagy SOD aktivitast
mutatdé modelleket célozta meg.

A vizsgalt peptideket szilardfazisu peptidszintetizatorral allitottam eld,
majd ezek réz(Il)-, cink(I)-, és nikkel(Il)komplexeinek sztdchiometriajat,
stabilitasat és szerkezetét pH-potenciometria és kiilonboz6 spektroszkopiai
modszerekkel (UV-lathato, CD, sziikség szerint 'H-NMR, ESR és MS)
vizsgaltuk. Néhany réz(Il)komplex redoxipotencial értékei meghatarozasat
ciklikus voltammetrids mérésekkel végeztem, mig a szuperoxid-dizmutaz
aktivitas mérését kozvetett modszerrel, spektrofotométerrel hatdroztam meg. E
modszerek kombinalt alkalmazasa lehetdvé tette a kiilonbozo részecskék pontos
szerkezeti és funkcionalis jellemzését. Az eredményeinket két f6 csoportra osztva
foglalom 6ssze a tovabbiakban.

1. Aszparaginsavat tartalmazo peptidek: A két, harom és négy hisztidint
tartalmazo védett peptidek (Ac-SarHAH-NH,, Ac-HADH-NH», Ac-HDAH-NH,,
Ac-HXHYH-NH; (X, Y = A, D), AccHADHAH-NH,, Ac-HDHAHDH-NH>)
réz(11)-, nikkel(I)- és cink(I)komplexeire kapott eredmények megmutattak, hogy
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az aszparaginsav oldallanca hogyan befolyasolja a komplexképzodési
folyamatokat és a réz(Il)komplexek elektrokémiai paramétereit. Az eredmények
lehetdséget adtak arra is, hogy Osszehasonlitasokat végezziink a korabban
vizsgalt, hasonld szekvencidju peptidekkel, illetve hogy tablazatokba
rendszerezziik az egyensulyi, spektroszkdpiai és elektrokémiai paramétereket.
Ezen informaciok alapjan megallapitottuk, hogy az aszparaginsav oldallancanak
van a legnagyobb hatasa a peptidlancban jelenlevd egyéb aminosav
oldalldincokhoz (alanin, valin, fenilalanin, lizin) képest. A negativ toltési
oldallanc jelenléte és a karboxilatcsoport gyenge axialis koordinacidja ndveli a
mindharom vizsgalt fémionnal képzOodott imidazolkoordinalt komplexek
stabilitasat. A karboxilatcsoport koordinacidja az amidnitrogén koordinalt
Cu(Il)-komplexekben is feltételezhetd volt. Ez a [CuH._;L] és [CuH.-L]
komplexek redoxipotencial értékeinek novekedését és a nagyobb mértékii torzult
geometria miatt nagyobb redukalhatosagot eredményezi. Az aszparaginsavat
tartalmazo peptidek esetében a [CuH..L] (x = 1-3) komplexek koordinacios
izomerjei képzédnek, amelyek aranyat befolyasolja az aszparaginsav aminosav
helyzete. Az aszparaginsav karboxilatcsoportjanak axialis kolcsonhatdsa miatt az
Ac-HADHAH-NH, hexapeptid esetén a réz(Il)ion kotddése a kozbensod
hisztidinhez kedvezményezett, mig a heptapeptid (Ac-HDHAHDH-NH>)
esetében a —HDH— motivumok a fémion 6 kotohelyei. Emellett az aszparaginsav
jelenléte jelentés hatassal van a cink(Il)ionok jelenlétében lejatszodo
komplexképzodési folyamatokra. A —HADH- és —HDAH- szekvenciakat
tartalmazo peptidek esetében a karboxilatcsoport koordinécidja stabilizalja a
cink(I)komplexeket a fizioldgias pH-tartomanyban, illetve eldsegiti a cink(Il)ion
altal kivaltott amidnitrogén deprotonalddast és koordinaciot.

2. SOD modellpeptidek vizsgalata és eredményiik: A CuZnSOD enzim
réz(Il)- és cink(I)kotohelyeit egyarant tartalmazo 10-, 15- és 16-tagi modell-
peptidek vizsgalata azt mutatta, hogy az Gsszes hisztidin-imidazolgyiiri képes
horgonycsoportként  viselkedni a Cu(ll)-ion szamara. A fiziologias
pH-tartomanyban az imidazolkoordinalt komplexek dominalnak, mig a lugos
pH-tartomanyban bekdvetkezik az amidnitrogének deprotonalodasa, ahol
[N, N7, N, Nim| donoratomokkal telitédik a Cu(II)-ion koordinacios szféraja. Az
UV-lathato és CD spektroszkdpiai vizsgalatok alapjan az ekvimolaris oldatban a
peptidek —-GGHVG(D)- szekvenciaja a preferalt kotohely, amely a nativ enzim
Zn(II)-kot6helyét modellezi. A tobb hisztidin jelenléte miatt azonban a peptidek
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egynél tobb Cu(Il)-iont is képesek megkotni. Ezaltal a Cu(Il)-ionok feleslegét
tartalmazoé oldatokban kétmagvi komplexek képzodését figyeltik meg,
amelyekben a réz(Il)ion kozel ekvimolaris aranyban kotdédik az -FHVH- ¢és a
—GGHVG(D)- szekvenciakhoz.

A Ni(II)-SOD-A5-G15 rendszerben ligos pH-tartoméanyban a spektralis
paraméterek alapjan kialakul a [NiH_;L] komplex, amelyben a fémion preferalt
kotohelye a C-terminalis -GXH- szekvenciarész.

A Cu(ID)-Zn(II)-L (L = SOD-A5-G15 vagy SOD-E5-D16) vegyes
rendszerekben a Cu(Il)-Zn(Il)-komplexek jelenlétét csak a ligos tartomanyban
lehetett kimutatni. A spektroszkopiai mérések azonban megerdsitik, hogy a
a potencialis kotéhelyek kozott és a cink(Il)ion a peptidek C-terminalis részéhez
kotddik, ami megfelel a CuZnSOD enzim Zn(II)-kdt6helyének.

A Cu(I)-Ni(II)-SOD-A5-G15 vegyes rendszer CD spektroszkdpias
vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy fizioldgias pH-tartomanyban a Cu(Il)-
komplexek a meghatarozo részecskék, mig lagos oldatban a réz(Il)ion a Cu(Il)-
kotohelyet modellezé szekvencidhoz, a nikkel(I)ion pedig a Zn(II)-kdtohelyet
modellez6 szekvencidhoz kotddik.

A vizsgalatokat kiegészitettik a Cu(Il)- ¢és Cu(Il)-Zn(Il) vegyes
rendszerében kialakuldé komplexek SOD aktivitasanak mérésével pH = 6,8-on. A
15- és 16-tagn peptidek Cu(Il)-komplexei kiemelkedden jo SOD-aktivitas értéket
mutattak. A Zn(II)-ion jelenléte azonban nem befolyasolta az aktivitast, mivel a
mérések soran alkalmazott koncentracidkban a koncentracid-eloszlas gorbék
alapjan pH = 6,8-nal a Cu(Il)-komplexek az uralkodo részecskék.

A kutatds egyik legjelentésebb eredménye, hogy a szintetizalt
multihisztidin peptidek alkalmasak lehetnek a CuZnSOD enzim aktiv
centrumanak modellezésére. Olyan multihisztidin peptideket sikeriilt eldallitani,
amelyek imidazolkoordinalt [CulL] komplexe kiemelked6 SOD aktivitast
mutatott. Az aktivitas értékek tobb esetben meghaladtak az irodalomban kozolt
hasonld modellek eredményeit, amelyek jelentds elérelépést jelenthetnek a
mesterséges antioxidans rendszerek fejlesztésében. A vizsgalatok hozzajarulnak a
peptidalapu metalloenzimek modellezésével kapcsolatos ismeretek pontosabb
megértéséhez, 1j lehetéséget nyitnak meg a bioaktiv komplexek kutatasaban és
potencialis alapot szolgaltatnak a jovObeni terapias célokra is alkalmazhato
antioxidans anyagok kifejlesztéséhez.
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6. SUMMARY

The design of structural and functional models of naturally occurring

metalloenzymes, including superoxide dismutase (SOD) enzymes, represents an
important area of research in bioinorganic chemistry. The primary objective of my
doctoral work was to develop an oligopeptide capable of mimicking the active site
of the CuZnSOD enzyme both structurally and functionally. As a preparatory step,
I conducted a detailed comparative analysis of how the number and spatial
arrangement of histidine side chains influence the complex formation
characteristics of copper(Il), zinc(II), and nickel(II) ions.
This research direction builds upon the earlier findings of our research group.
Before the present study, multihistidine peptides with varying lengths and
sequences had been investigated as models of the Cu(ll)-binding site
(Ac-HVH-NH; tripeptide) and the Zn(II)-binding site (Ac-HVGD-NH»
tetrapeptide) of the CuZnSOD enzyme’s active center. In subsequent studies, the
influence of additional side chains on the complex formation behavior of
multihistidine peptides bearing -HXH— and ~-HXYH- motifs was examined with
Cu(Il), Zn(II), and Ni(II) ions. Building upon these findings, I directed my
research toward the development of selective and stable metal-binding peptide
models exhibiting high superoxide dismutase activity.

The synthesized peptides were produced using a solid-phase peptide
synthesizer. The stoichiometry, stability, and structure of their copper(Il), zinc(II),
and nickel(Il) complexes were investigated using pH potentiometry and various
spectroscopic techniques (UV-Vis, CD, and — when necessary — '"H NMR, ESR,
and MS). The redox potentials of selected copper(Il) complexes were determined
via cyclic voltammetry, while SOD activity was measured by an indirect method
using spectrophotometry. The combination of these techniques allowed for the
precise structural and functional characterization of the resulting species. The
findings are summarized in two major groups as follows.

1. Peptides containing aspartic acid: The results obtained for the
copper(1l), nickel(II), and zinc(I) complexes of the protected peptides containing
two, three, or four histidine residues (Ac-SarHAH-NH,, Ac-HADH-NH,
Ac-HDAH-NH,, Ac-HXHYH-NH: [X, Y = A, D], Ac-HADHAH-NH,,
Ac-HDHAHDH-NH,) revealed how the side chain of aspartic acid influences
complex formation processes and the electrochemical parameters of copper(1l)
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complexes. These findings provided an opportunity to compare the studied
systems with previously investigated peptides of similar sequence, and to
systematically present the equilibrium, spectroscopic, and electrochemical
parameters in tabular format. These results clearly indicate that the side chain of
aspartic acid has a significantly stronger impact than those of other amino acids
present in the peptide backbone (alanine, valine, phenylalanine, lysine). The
presence of the negatively charged side chain and the weak axial coordination
ability of the carboxylate group increase the stability of the imidazole-coordinated
complexes formed with all three studied metal ions. Coordination of the
carboxylate group was also presumed in amide nitrogen-coordinated Cu(Il)
complexes. This interaction results in higher redox potentials for the [CuH-L]
and [CuH.,L] complexes, and due to the more pronounced distorted geometry,
these species exhibit greater reducibility. In the case of aspartic acid-containing
peptides, coordination isomers of the [CuH_.L] (x = 1-3) complex were observed,
and the ratio of these isomers was influenced by the position of the aspartic acid
residue within the peptide sequence. Due to the axial interaction of the aspartic
acid carboxylate group, Cu(ll) binding is favored at the central histidine
in the hexapeptide Ac-HADHAH-NH,, whereas in the heptapeptide
Ac-HDHAHDH-NH,, the —-HDH— motifs serve as the primary binding sites.
Additionally, the presence of aspartic acid significantly affected the complex
formation processes in the presence of Zn(Il) ions. In peptides containing the
—HADH- and ~-HDAH- motifs, coordination of the carboxylate group stabilized
the zinc(Il) complexes at physiological pH and facilitated the deprotonation and
coordination of the amide nitrogen induced by Zn(II).

2. Investigation of SOD model peptides and their results: The study of
model peptides containing both the copper(Il)- and zinc(Il)-binding sites of the
CuZnSOD enzyme — specifically the 10-, 15-, and 16-residue sequences —
demonstrated that all histidine imidazole rings are capable of acting as anchoring
groups for the Cu(Il) ion. At physiological pH, imidazole-coordinated complexes
dominate, while under alkaline conditions, deprotonation of the amide nitrogens
occurs, resulting in the coordination sphere of Cu(Il) being saturated with
[N-, N, N, Nim] donor atoms. In equimolar solutions, the —-GGHVG(D)—
sequence of the peptides serves as the preferred binding site according to UV-Vis
and CD spectroscopic data, modeling the Zn(II)-binding site of the native enzyme.
However, due to the presence of multiple histidine residues, the peptides are able
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to bind more than one Cu(Il) ion. Consequently, in solutions with an excess of
Cu(Il), the formation of dinuclear complexes was observed, in which the Cu(II)
ions bind in approximately equimolar ratios to the -FHVH- and -GGHVG(D)—
motifs.

In the Ni(II)-SOD-A5-G15 system, spectral parameters indicated the
formation of the [NiH ;L] complex under alkaline conditions, where the preferred
binding site is located in the C-terminal -GXH- segment.

In the mixed Cu(ll)-Zn(Il)-L systems (L = SOD-A5-G15 or

SOD-E5-D16), Cu(Il)-Zn(Il) complexes were detected only at alkaline pH.
Spectroscopic measurements confirmed that increasing the concentration of
Zn(Il) induced rearrangement of the Cu(Il) ion between potential binding sites,
and that Zn(II) binds preferentially to the C-terminal region of the peptides, which
corresponds to with the Zn(II)-binding site of the CuZnSOD enzyme.
CD spectroscopic studies of the Cu(II)-Ni(I)-SOD-A5-G15 mixed system
showed that Cu(Il) complexes are the dominant species at physiological pH.
However, under alkaline conditions, the Cu(Il) ion binds to the sequence that
models its own binding site, while Ni(I) binds to the sequence that mimics the
Zn(I)-binding site.

The investigations were complemented by measuring the SOD activity of
the Cu(Il) and Cu(II)-Zn(Il) complexes at pH 6.8. The Cu(Il) complexes of the
15- and 16-membered peptides showed exceptionally high SOD activity. The
presence of Zn(Il), however, did not affect this activity, since, based on the
concentration distribution curves and the conditions used in the measurements,
the Cu(Il) complexes remained the dominant species at pH 6.8.

One of the most significant outcomes of this research is the demonstration
that the synthesized multihistidine peptides may serve as suitable models for the
active site of the CuZnSOD enzyme. Multihistidine peptides were successfully
developed whose imidazole nitrogen-coordinated [Cul] complexes showed
outstanding SOD activity. In several cases, the observed activity values exceeded
those reported in the literature for similar models, representing a potential
advancement in the development of artificial antioxidant systems. These studies
contribute to a deeper understanding of the modeling of the peptide-based
metalloenzymes, open new avenues in the study of bioactive metal complexes,
and may provide a basis for the development of antioxidant agents with potential
therapeutic applications in the future.
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F1. tablazat: A két hisztidint tartalmazo peptidek Cu(ll)-komplexeinek UV-lathato

és CD spektralis paraméterei (Amax (nm), € (dm’ mol™ em™); v = vdll, sz = széles)

[CuL] [CuH L] [CuH L]

Uv CD Uv CD Uv CD
690 (35) - 530 (126) | 585 (0,82) | 530 (126) | 560 (-0,60)
Ac-HVH-NH, 480 (+1,15) 470 (+0,30)
[118] 340 (-2,20) 335 (-0,90)
680 (44) | 621 (+0,07) | 560 (118) | 646 (+0,27) | 525 (126) | 635 (+0,91)
325 (-0,07) 550 (-0,59) 491 (~1,38)
) ) 234 (-2,29) 482 (+0,39) 362 (-0,14)
Ac-SarHAH 337 (-2.34) 320 (+0.91)
NH: 246 (+6,75) v 294 (-0,14)
259 (+5,67)
241 (+2,83)
720 (38) . 610 (87) 625 ((0,15) | 510 (115) | 615 (+1,06)
Ac-HAAH-NH:; 535 (+0,63) 490 (-1,61)
[120] 335 (-0,92) 355 (-0,17)
315 (+133)
679 (40) - 610 (87) | 646 (+0,30)v | 516 (125) | 628 (+0,92)
483 (-0,22) 497 (~1,34)
Ac-HADH-NH: 374 (+0,05) v 320 (-0,88)
307 (-0,25) 295 (-0,67)
252 (+5,86) 260 (+6,76)
673 (63) | 251 (+0,31) | 606 (131) | 605 (-0,24) | 517 (158) | 609 (+1,21)
229 (-1,62) 521 (+0,43) 487 (-1,74)
Ac-HDAH-NH: 334 (-0,54) 318 (+1,74)
243 (+5,06) 288 (-0,26)
257 (+7,65)

121




Az oldallancok hatasa a CuZnSOD enzimet modellezé peptidek komplexképzo sajatsagaira

F2. tablazat: A harom és négy hisztidint tartalmazo peptidek Cu(ll)-komplexeinek

UV-ldthaté és CD spektralis paraméterei (Amax (nm), € (dm’ mol™ cm™); v = vdll,

sz = széles)

[CuL] [CuH_,L] [CuH_;L]
UV CD Uv CD Uv CD
Ac- 655 (69) - 550 (131) 670 (+0,15) | 530 (121) 640 (+0,75)
560 (-0,79) 500 (—0,81)
HAHVH- 480 (+0,60) 350 (-0,45)
NH:[156] 340 (-2,88)
Ac 655 (65) - 560 (123) 680 (+0,06) | 520 (116) 630 (+0,97)
560 (-0,61) 490 (-1,38)
HVHAH- 480 (+0,56) 360 (-0,17)
NH: [156] 340 (-2,12) 320 (+0,95)
640 (71) | 255(+043)v | 576 (91) 614 (+0,51) | 503 (116) 627 (+0,72)
Ac- 228 (~4,09) 539 (-0,05) 492 (-0,69)
HAHDH- 489 (+0,14) 351 (-0,22)
NH 336 (-1,37) 315 (+0,25)
2 246 (+5,82) v 259 (+4,28) v
631(73) | 696 (+0,10) 560 (91) 609 (+0,74) | 547 (103) 641 (+0,84)
Ac- 498 (+0,03) 537 (+0,13) 499 (-0,92)
HDHAH- 376 (+0,09) 493 (+0,24) 358 (+0,17)
NH 265 (+0,94) 334 (-1,61) 313 (+0,80)
2 229 (-5,59) 247 (+7,20) v 257 (+6,20) v
Ac- 640 (63) - 530 (118) 580(—0,78) 515 (115) 495 (-1,25)
HAAHVH- 485(+1,03) 360 (-0,17)
NH: [120] 345(-2,74) 315 (+0,91)
626 (71) | 591(=029) | 565(117) 756 (-0,13) | 524 (116) 605 (+1,31)
325 (+0,30) 586 (+0,48) 561 v 482 (-1,16)
Ac- 245 (+2,80) 505 (+0,17) v 321 (+1,86)
HAAHGH- 349 (+1,57) 288 (~0,48)
NH: [120] 300 (~1,30) 253 (+5,93)
263 (+0,54)
605(57) | 623(=0,07) | 529 (100) 676 (+0,07) | 518 (120) 677 (+0,21)
Ac- 529 (+0,05) 578 (=0,30) 586 (~0,33)
HGFHVH- 233 (-3,74) 484 (+0,44) 506 (+0,54)
341 (-0,97) 309 (-1,72)
NH: 248 (+4,06) 264 (+1,31) sz
615(85) | 620(=0,09) | 575(108) 645 (+0,22) | 532(132) 636 (+1,04)
Ac- 517 (+0,09) 553 (0,32) 496 (-1,33)
HADHAH- 262 (+0,29) 489 (+0,36) 319 (+1,13)
NH 231 (-9,07) 337 (-2,13) 294 (-0,19)
2 248 (+6,08) v 258 (+7,50)
Ac-S3H4-
NHa[148] | 2 ©Y
605 (60) | 664 (+0,05) 570 (72) 609 (+0,85) | 538 (103) 623 (+1,00)
A 372 (+0,05) 533 (+0,17) 491 (-0,71)
¢ 255 (+1,04) 494 (+0,18) 347 (-0,26)
HDHAHDH 334 (-1,19) 317 (+0,11)
NH: 251 (+5,88) v 256 (+6,15)
240 (+4,82)
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F3. tablazat: A Cu(ll)-Ac-HADH-NH, 1:5 ardanyu rendszerben képzodo Cu(ll)-

komplexek elektrokéemiai paraméterei

pH Tartomany Psisbzzjszéégﬁ Epe | Epa | AE Ipe Ipa ToalIe Ewx | E°
V) (mV/s) M M ™M @A A ™ | V)
600-(—400) 200 0,028 (0,333 0,305 |-1,768 | 1,574 | 0,890 | 0,181 | 0,390

541 600-(—400) 100 0,052 0,297 | 0,245 | -1,492 | 1,355| 0,908 | 0,175 | 0,384
600-(—400) 50 0,072 {0,289 | 0,216 |-1,182{0,995| 0,842 | 0,180 | 0,389
600-(—400) 25 0,088 |0,2851 0,196 |—0,889 | 0,738 | 0,830 | 0,187 | 0,396
700-(—600) 200 -0,118 [ 0,355| 0,472 | 0,954 | 1,070| 0,903 | 0,118 | 0,327

7.40 700-(—600) 100 —-0,045 | 0,335| 0,380 | —0,999 | 1,050 | 1,051 | 0,145 | 0,354
700-(—600) 50 -0,037 0,286 | 0,324 | -0,890 | 0,840 | 0,944 | 0,125 | 0,334
700-(—600) 25 0,003 |0,298 | 0,295 | -0,789 | 0,645 | 0,818 | 0,151 | 0,360
800-(-800) 200 -0,260 | 0,356 | 0,616 |—0,520| 0,779 | 1,498 | 0,048 | 0,257

8.35 800-(—800) 100 -0,223 10,288 | 0,511 | -0,506 | 0,794 | 1,569 | 0,032 | 0,241
800-(-800) 50 -0,102 | 0,304 | 0,406 |-0,609 | 0,857 | 1,407 | 0,101 | 0,310
800-(-800) 25 -0,054 | 0,268 | 0,322 |-0,536| 0,520 | 0,969 | 0,107 | 0,316
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F4. tablazat: A Cu(ll)-ligandum 1:5 aranyu rendszerekben képzods Cu(ll)-

komplexek redoxi paraméterei

. Ix I. Ex Ea AE E°’
Ligandum | Komplex H L/Ix | Eiz (V
g plex PH @) | v | v | v k| B | (v
Ac- [Cul] 4,80 | —5,90 | 4,45 0,053 0,234 | 0,181 | 0,75 0,144 0,353
SarHAH- [CuL:] 6,00 | —3,51 | 3,28 | —0,057 | 0,232 | 0,289 | 0,94 0,088 0,297
NH: [CuH-2L] 8,70 | —0,36 | 0,39 | —0,081 | 0,149 | 0,230 | 1,09 0,034 0,243
Ac-HADH- | [Cul] [541|—149] 1,36 | 0052 [ 0297 | 0245 | 0,91 | 0,175 | 0,384
NH: [CuH-2L] 8,35 —0,63 | 0,67 | —0,123 | 0,276 | 0,399 | 1,07 0,077 0,286
[CuL] 541|-205| 1,31 0,079 | 0,271 | 0,192 | 0,64 0,175 0,384
Ac-HDAH-
NH» [CuH-iL] 6,90 | —1,37 | 1,00 0,064 | 0,259 | 0,191 | 0,73 0,162 0,371
[CuH-2L] 8,33 |-0,30 | 0,38 | —0,078 | 0,235 | 0,313 1,29 0,079 0,288
Ac- [CuL] 5,82 (—1,23 | 1,01 | —0,099 | 0,268 | 0,367 | 0,82 0,047 0,294
HAHDH-
NH: [CuH-iL] 7,20 { —1,22 | 1,17 | —0,142 | 0,186 | 0,328 | 0,96 0,022 0,231
Ac- [CuHL] | 4,69 | —2,12 | 1,54 0,023 0,212 | 0,189 | 0,73 0,118 0,327
HADHAH- [Cul] 6,51 (—1,33 | 0,85 | —0,090 | 0,199 | 0,289 | 0,64 0,055 0,264
NH: [CuH-2L] 8,40 | —0,45| 0,19 | —0,108 | 0,151 | 0,259 | 0,42 0,022 0,231
Ac-
HDHAHDH [Cul] 8,67 | —2,53 | 1,738 | —0,390 | 0,209 | 0,599 | 0,69 | —0,091 | 0,119
-NH:2
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F5. tablazat: A két hisztidint tartalmazo peptidek Ni(Il)-komplexeinek UV-lathato

és CD spektralis paraméterei (Amax (nm), € (dm’ mol™ cm™); v = vdll, sz = széles

[NiL] [NiH-zL] [NiH-sL]
uv CD uv CD uv CD

Ac- 635 (12) - 470 (166) - 445 (208) | 499 (+3,69)

HGH- 485(176) v | 422 (-2,85)

NHMe 278 (+4,44))
[157]

645(5)v | 481(-0,02) | 41022)v | 512(+0,22) | 429(150)v | 539 (+0,14)

Ac- 386 (10) | 420 (+0,02) 407 (-0,75) 419 (-3,06)

SarHAH 259 (+0,09) 295 (-0,41) 261 (+12,87)

-NH; 233 (-0,93) 260 (+4,21) 232 (=5,50)

237 (+1,00)

631 (31) | 231(-1,44) | 435(165) | 505(+1,22) | 433(235) | 505 (+0,93)

Ac- 449 (40) 419 (-2,68) 419 (-2,68)

HAAH- | 372 (46) 260 (+5,53) 261 (+6,94)

NH: 244 (+3,08) 241 (+2,10)

231 (+6,84) 233(+2,76) v

641 (11) | 230 (-1,66) - - 440 (120) | 513 (+0,79)

Ac- 384 (26) 420 (-2,46)

HADH- 262 (+6,83)

NH: 241 (+2,55)

234 (+2,87)

647 (4) | 230(=1,45) | 435(80)v | 500 (+3,66) | 437(135)v | 504 (+0,95)

Ac- 388 (11) 420 (-1,10) 420 (=3,05)

HDAH- 264 (+1,45) 262 (+5,31)

NH: 221 (=8,11) 243 (+2,38)

235 (+3,45)
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F6. tablazat: A harom és négy hisztidint tartalmazo peptidek Ni(Il)-komplexeinek

UV-ldthaté és CD spektralis paraméterei (Amax (nm), € (dm’ mol™ cm™); v = vall

[NiL] [NiH-2L] [NiHsL]
UV CD UV CD uv CD

e 615 (25) - 450 (121) 505 (+1,24) 440 (196) 535 (+0,41)
HAHVH. | 365D 425 (+0,40) 425 (-2,19)
NH, [157] 295 (-3,82) 260 (+7,83)

255 (+11,5)

Ac- 626 (6) 348 (—0,03) 447 (107) 510 (+0,50) | 436(124)v | 520 (+0,32)
HFHAH- | 383 (15) | 254 (+0,08) v 421 (-0,84) 418 (-2,10)
NH; [163] 258 (+3,33) 259 (+7,88)

639 (26) 561 (—0,20) 479 (126) 530 (+0,77) 456 (29) 540 (+0,54)

Ac- 382 (55) 487 (+0,07) 476 (+0,22) 426 (-2,84)
HAHFH- 343 (-0,29) 442 (+0,46) 261 (-7,67)
NH; [163] 249 (+1,88) v 297 (-1,50) 245 (+6,52)

231 (+124) v 239 (+8,70) v
634 (10) | 257 (+0,09)v | 445(89) | 508 (+038)v | 442 (129) 507 (+0,38)

Ac. 383 (27) 232 (~1,20) 291 (-0,60) 423 (-1,07)
HAHDH- 215 (+2,65) 257 (+2,88) 259 (+3,31)

NH 239 (+2,09) 224 (+2,59)

2 221 (+4,41) 216 (+6,63) v
213 (-5,14)
627 (8) | 275 (+0,30)sz | 439(77)v 520 (+0,17) | 434(132)v | 546 (+0,10)

Ac- 386 (20) 233 (-1,70) 421 (+0,90) 421 (-1,91)
HDHAH- 212 (+3,94) 262 (+6,80) 263 (+9,66)

NH, 233 (-1,30) 236 (+1,97)

219 (+9,52)
631 487 (=0,04) 441 v 526 (+0,19) 441 v 511 (+0,74)
Ac 380 418 (+0,02) 417 (-3,84) 419 (-1,66)
HAAHVH. 261 (+0,08) v 308 (—0,06) 260 (+3,53)
NH, [120] 230 (-3,46) 259 (+1,38) 244 (+2,42)
233 (+0,15) 231 (+4,02)

226(+2,82)
630 (14) 513 (+0,05) - - 440 (220) 501 (+3,42)

Ac- 380 (38) 416 (-0,09) v 421 (-4,29)

HAAHGH- 259 (+0,20) v 277 (5,78)
NH; [120] 234(-1,16) 230 (13,35) v

216 (+9,08) v

. 618 (5) 233 (-1,60) - - 483 (46) 499 (-3,41)
HGFHVH. | 3790D 435 (52) 421 (+5,05)
NH, 269 (-5,57)
245 (+0,79)

630 (9) 231 (-2,93) 438(97) v 551 (+0,04) | 433(147)v | 509 (+1,15)

Ac. 380 (21) 421 (-0,73) v 420 (-3,78)
300 (=0,33) 260 (+14,23)

HAggAH' 263 (+4,99) 230 (~1,98)
2 235 (—0,94) 221 (+10,73)

221 (+8,01)

620 (20) 482 (-0,06) - - 445(136) v | 512 (+1,03)

Ac- 380 (39) 418 (+0,03) 426 (-2,27)

HDHAHDH 261 (+0,09) v 260 (+7,23)
-NH, 228 (—6,48) 250 (+6,98)
225(+11,94) v
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Székely Eniké doktori (PhD) értekezés

F1. abra: A Cu(ll)-Ac-HADHAH-NH,
1:5 aranyu rendszer voltammogramjai
kiilonb6z6  pH-értékeken  100mV/s
pasztazasi sebességgel mérve.

200mV/s
100mV/s
50mV/s

’ 25mV/s

b)

200mV/s
100mV/s
S50mV/s
25mV/s

F2. abra: A Cu(ll)-Ac-HADHAH-NH: 1:5 aranyu rendszer négy pdsztdizadsi
sebességgel mért voltammogramjai a) pH = 4,69 b) pH = 6,52 és ¢) pH =

8,40 esetén
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Az oldallancok hatasa a CuZnSOD enzimet modellezé peptidek komplexképzo sajatsagaira

f g h
a b d ! -
e 1 A___pH=10,12 )\ N pH=10,12
B d f 4 2 h
¢ =
a4 4 PH=851 A A pH=8,51
3 ¢ f 5 g h
b < — (& -
| A pH=632 " e pll=6.52
£ h
2 n ¢ g l T F i m B
pH=5, pH=5,74
A oAb A g\
e f g
b ¥ g Ho483 | A H= 4,83
A _an AN pE4ES | pH=4,
i) % o
a) b)

F3. dbra: Az Ac-HADHAH-NH: (c; = 5,00 x 107 mol/dm’) pH-fiiggé 'H-
NMR spektrumai alifas (a)) és az aromas régioja (b)), ahol a: Asp H,, His(1),
(4), (6) Hy, b: Ala H,, c: His(1), (4), (6) Hp; d: Asp Hp; e: Ac-CH3, f: Ala Hp;
g: His (1), (4), (6) Hs; h: His (1), (4), (6) H..

Zn(l)-Ac-HADHAH-NH. g h Zu():Ac:HADH-NH; 2 h
\ | A A P
\ M pH=1082 N e
b e g h
EADEAN - N Ac-HADH-NH; | '
. I\ A pH=829
} | pH-102 — \ &
g A
h Zn(IT):Ac-HADH-NH: || |
n(Il):Ac. 2 |\ I\ pH= 683
J pH= 6,40 A k‘__//
h ] B
‘ Ac-HADH-NH: g h
Il s e A shirnd
4 . 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6
o) f1 (ppm)
a) b)

F4. dbra: a) Az Ac-HADHAH-NH, és Zn(1l)-Ac-HADHAH-NH, = 1:3 (¢, =
5,00 x 107 mol/dm’) pH-fiiggé 'H-NMR spektrum aromds régiéja, valamint
b) Az Ac-HADH-NH, és Zn(Il)-Ac-HADH-NH, = 1,2:1 (c, = 5,00 x 107°
mol/dm’) pH-fiiggé 'H-NMR spektrum aromds régicja, ahol g: His (1), (4),
(6) Hs; h: His (1), (4), (6) H..
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