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I. BEVEZETES, CELKITUZESEK

Régota ismert, hogy bizonyos fémek Iétfontossagliak az €16 szervezet szamara. Szerepet
jatszanak a szerves molekuldk szintézisében és szallitdsaban, illetve bioldgiai rendszerek sav-
bazis- és redoxifolyamatainak katalizalasaban.

A metalloproteinekben a fémionok megkotésére leggyakrabban a peptidlanc oldallancbeli
donorcsoportjai szolgalnak. Ezek koziil gyakori kotéhelyek az aszparaginsav €s a glutaminsav
karboxilatcsoportja €s a hisztidin imidazolgytirije.

Az irodalomban mar nagyrészt ismert, hogy ezen aminosavak helyzete hogyan
befolyasolja a komplexképzddést. Ugyanakkor a tobb oldallancbeli karboxilatcsoport
jelenléte jelentdsen megvaltoztatja a ligandum, és igy a képz6dd komplexek toltését is.
Munkank soran tobb aszparaginsavat ¢s glutaminsavat tartalmazo peptidek réz(Il)- ¢és
nikkel(IT)ionokkal valdé komplexképzését vizsgalva arra kerestiik a valaszt, hogy az
aszparaginsav, illetve glutaminsav lancbeli helyzete mellett hogyan hat a komplexképzodésre
a negativ toltés novekedése.

Az aszparaginsav ¢és a glutaminsav oldallancbeli karboxilatcsoportja nem csak
fémmegkotdhelyként szerepelhet, hanem a peptidkotés kialakitasaban is részt vehet. Ez a
peptidvdz modosuldsat eredményezi. Hasonld tulajdonsaggal rendelkezik a lizin, amely
oldallancbeli aminocsoportjaval is 1étesithet peptidkotést. Ez valosul meg az altalunk vizsgalt
Asp-e-Lys dipeptidben. Arra is lehetdség van, hogy a lizin mindkét aminocsoportja részt
vegyen a peptidkotés kialakitasdban. A legegyszerlibb ilyen tripeptid a Gly-Lys(Gly). E két
szokatlan szerkezetli peptid réz(Il)-, nikkel(II)- és cink(II)ionokkal valé komplexképzését
tanulmanyoztuk. Azt vizsgaltuk, hogy az egyszerli di- és tripeptidek komplexképzd
sajatsagaihoz képest milyen kiilonbségeket okoz a peptidviz modosulasa.

A metalloenzimek masik fontos kotddési helye a hisztidin imidazol-oldallancbeli
nitrogénje. Ilyen kotddés van példaul a szénsavanhidrazban, ahol harom imidazolgytirithz, a
karboxipeptiddazban, ahol két imidazolgylirthoz és egy karboxilatcsoporthoz kapcsolodik
cink(Il)ion. Ezen enzimek aktiv centrumaban a peptidlancok haromdimenzids szerkezete az
imidazolgytriiket olyan kozeli helyzetbe hozza, hogy ugyanahhoz a fémionhoz tudnak
koordinalodni. Igy ezeknek az enzimeknek jo modelljei lehetnek azok az egyszerii
bisz(imidazol-2-il)-szarmazékok, amelyekben a két imidazolgyliri egy metilén-csoporton
keresztiil kapcsolodik egyméshoz.

A bisz(imidazol-2-il)-metil-csoportot tartalmazd vegyiiletek vizsgalata kb. 15 éve
kezdddott el. Eloszor a legegyszeriibb vegyiiletek, majd a védett aminocsoportot tartalmazé
tripeptidszdrmazékok komplexképzését tanulmanyoztak. Ezt kovetden szisztematikusan
vizsgaltak, hogy hogyan befolyasolja egy kelatképzd csoport jelenléte az aminosavak, illetve
a peptidvaz komplexképzd tulajdonsagait. Az oldallancban gyengén koordinal6dé csoportot
tartalmazé bisz(imidazol-2-il)-szarmazékok komplexképzési tulajdonsdgai azonban még nem
voltak ismertek. Ezek a vegyiiletek lehetdséget adtak annak vizsgdlatdra, hogy hogyan
valtozik a komplexképzd sajatsdg olyan vegyiiletekben, amelyek C-terminalisan egy
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kelatképzé csoportot, ugyanakkor oldallancban koordinaléd6 csoportot tartalmaznak, ha
azokat egyszerii dipeptidekhez, illetve a legegyszeriibb aminosav-bisz(imidazol-2-il)-
szarmazékokhoz hasonlitjuk. Ugyanakkor ezek a vegyiiletek a metalloenzimek aktiv
centrumat is modellezhetik.

fgy a vizsgalatok két iranyba folytatodtak. Egyrészt aszparaginsavat, illetve glutamin-
savat tartalmazd bisz(imidazol-2-il)-szdrmazékok komplexképzd tulajdonsagait vizsgaltuk.
Ennél a ligandumcsaladnal célunk az volt, hogy az oldallancban gyengén koordinalodo
karboxilcsoportot tartalmazo a-aszpartil-bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (oa-Asp-BIMA), o-
glutamil-bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (a-Glu-BIMA) és y-glutamil-bisz(imidazol-2-il)-metil-
amin (»Glu-BIMA) kiilonbozé  atmenetiféem-ionokkal valo komplexképzését tisztazzuk.
Masrészt a Cu,Zn-SOD modellezését egyéb peptidek vizsgéalataval folytattuk.

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim aktiv centrumaban mindkét fent emlitett kotddési
hely megtalalhatd: az aszparaginsav karboxildtcsoportja és a hisztidin imidazolnitrogénje is
részt vesz a fémionok koordindldsaban. Az enzim fémmegkotésben résztvevd fehérjerésze
kiilonb6z6 oligopeptidekkel modellezhetd. Ennek vizsgélatira hisztidint és aszparaginsavat
tartalmazo ligandumokat (Ac-His-Ala-His-Val-His-NH>, Ac-His-Val-His-Ala-His-NH,, Ac-
His-Pro-His-Ala-His-NH>,, Ac-His-Ala-His-Pro-His-NH, Ac-His-Val-Gly-Asp-His-NH, és
Ac-His-His-Val-Gly-Asp-NH>) allitottunk elo és ezek réz(Il)ionnal valo komplexképzését
tanulmanyoztuk.

II. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

A ligandumok protonalodasi allandoit és a kiillonbozd sztdochiometridji komplexek
stabilitdsi allandoit pH-potenciometrids modszerrel hataroztuk meg (T = 278 K, I = 0,2
mol-dm KCI). A kiértékeléshez a PSEQUAD és a SUPERQUAD szamitogépes programokat
hasznaltuk. A protonalodasi mikroallandok meghatarozasahoz 'H-NMR, a komplexek
Osszetételének és szerkezetének megallapitasahoz UV-lathato spektrofotometrias, CD és ESR
spektroszkopias méréseket végeztiink.

Az aszparaginsav- ¢és glutaminsav-tartalmi peptideket, valamint az e-Lys-kotést
tartalmazé peptideket (/. dbra) a svajci BACHEM Feinchemikalen AG cégtdl vasaroltuk. A
bisz(imidazol-2-il)-szarmazékokat (2. dbra) az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportjaban
allitottak el6. A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumat modellezé ligandumokat a Ioanninai
Egyetemen (University of loannina, Gordgorszag) szilardfazisu peptidszintézissel allitottam
eld.
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2. abra: A bisz(imidazol-2-il)-csoportot tartalmaz6 vizsgalt vegyliletek szerkezete

I11. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A vizsgalt ligandumok négy csoportba sorolhatéak, a legfontosabb eredményeket
csoportonként foglalom 6ssze.
1. Aszparaginsav- és glutaminsav-tartalmu peptidek

Ebben a csoportban 2-5 karboxilatcsoportot tartalmazé ligandumok (Asp-Ala, Ala-Asp,
Asp-Val, Val-Asp, Glu-Val, Val-Glu, Asp-Glu, Glu-Asp, Asp,, Gluy, Asps, Glus és Aspy) réz(1)-,
valamint az utébbi 6t ligandum nikkel(II)ionokkal valé komplexképzését tanulményoztam.
1.1. Altaldban elmondhatd, hogy ennck a funkcidscsoportnak a jelenléte megnoveli a peptid
fémion-megkotd képességét, kiilondsen az aszparaginsav-tartalmi oligopeptidek esetén. Az
N-termindlis aszparaginsavat tartalmazo peptideknél ez az ML komplexek stabilitdsaban
mutatkozik meg. Az ezeknél kialakulé (NH,,-COO") koordinaci6 sokkal stabilisabb
komplexeket eredményez mint az egyszerli peptideknél megvalosuld (NH,,CO) kotésmod.
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1.2. A masodik helyen levdé aszparaginsav (NH,N ,B-COO"), a harmadik helyen levo
(NH2,N " ,N",B-COO") kotodést tesz lehetové. Az elobbi az MLH ; Osszetételii komplexek
stabilitasdnak novekedését okozza, mig az utébbi az Asps esetén megakadalyozza a harmadik
amidnitrogén deprotonalodasat. Ez utdbbi esetben a kialakuld tobbszords negativ toltés
szintén akadalyozo tényezo.
1.3. A glutaminsav oldallancbeli karboxilatcsoportjaval csak héttagh kelatgytrti alakulhat ki,
amelynek képzédése nem kedvezd, igy a y-karboxilatcsoporttal megvalosuld gyenge
kolesonhatds a komplexek stabilitdsat csak kis mértékben noveli, ugyanakkor a komplexek
negativ toltésének novekedése stabilitascsokkenést okoz.
1.4. Az oldallancbeli karboxilatcsoportok gyengén savas és semleges pH-tartoméanyban
karboxilato-hidas dimer/polimer szerkezetli komplexek kialakulasat eredményezik. Az oligo-
merizacid mértéke a koncentracid novelésével és a hdmérséklet csokkenésével novekszik.
2. e-lizinkotést tartalmazo vegyiiletek

Két olyan ligandum (Asp-e-Lys és Gly-Lys(Gly)) réz(Il)-, nikkel(Il)- és cink(II)-
ionokkal vald komplexképzését tanulméanyoztam, amelyekben a lizin e-aminocsoportjaval
vesz részt a peptidkotés kialakuldsaban. Ez a peptidvaz modosulasat eredményezi és Uj
koordinaciés moédokat teremt.
2.1. Az Asp-g-Lys ambidentat ligandum, tobbféle koordinacios mod kialakulasara is lehetdség
van. A molekula lizinrésze szubsztitualt a-aminosavnak, az aszpartilrésze szubsztitualt [3-
alaninnak tekinthet6. Ennek megfeleléen &t-, illetve hattagi kelatgytrti alakulhat ki
(NH,,COO") koordinacioval. Emellett az aszpartilrész szubsztitualt glicinamidnak is
felfoghato, (NH,,CO) és (NH2,N") koordinacio is létrejohet. Ennek megfelelden a ligandum
komplexkémiai viselkedése igen Osszetett. Az egyszerii dipeptidektdl eltéréen dimer
szerkezeteket képez. Az [M,L;] komplexben mindkét fémion koriil egy-egy ot-, illetve hat-
tagt kelatgytrt alakul ki 2(NH,,COO") koordinaciéval (3.a. abra). Ez a koordinaci6 a réz(II)-
ionok esetén akadalyozza, mig a nikkel(II)- és cink(Il)ionok esetén teljesen meggatolja az
amidnitrogén deprotonalddasat. gy csak réz(Il)ionokkal alakul ki a 2[(NH,,N )(NH,,COO )]
koordinaciét tartalmazo [M,L,H 1> sszetételti komplex (3.b. dbra).

(@) o
7/\(:u2+ANH2 N, o O-M N\ﬁ
o NH, NH; C\u NHZC/)\ N/\/SZ]/O 3. abra: A Cu(Il)-Asp-e-Lys
NH/\/\/KH/O- %&ON' rendszerben képz6do [Cu,l,;]
° a o o b © (@) é a [CwLH, " (b)

komplexek szerkezete

2.2. A Gly-Lys(Gly) komplexképz6 tulajdonsagai jelentdsen eltérnek az egyszert tripeptide-
kétdl. A Gly-Lys(Gly) peptidben a ligandum két vége a-, illetve B-aminosavszerli koordina-
ciot tesz lehetdve, és emellett az amidnitrogének deprotonalodasa utdn szubsztitualt dipeptid-

nek vagy szubsztitualt glicinamidnak tekinthetd. Ez izomerek képzédéséhez vezet, Cu(Il)- és
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Ni(IT)-ionokkal = (NH,,CO)(NH,,N"), illetve (NH,,N ,COO )(NH,,CO) koordinaciot
tartalmaz6 [MLH_,] makrokelatok alakulnak ki. A Cu(Il)-Gly-Lys(Gly) rendszerben ez a 6
komponens (4.a. és 4.b. abra), az ESR spektrum jelzi az izomerek jelenlétét és arra utal, hogy
azok 1:1 aranyban vannak jelen.

2.3. Az oktaéderes geometriaji nikkel(Il)- és cink(II)ionokkal lehet6ség van arra, hogy a
ligandum két vége egyidejiileg ugyanahhoz a fémionhoz koordinalédjon, ami [ML]"
Osszetételli makrokelat (4.c. abra) képzodéséhez vezet.

v )
CH,—C CH,—C NH .
/ N e CH—c~  CH—-COO
NHz, NS NH - Vatk |
N2l CH 2\\ ztf"N—_—CHz NH2 .0 CH2
o -\ O ! ONET \
g O“é,c S NE o T M2 4. dbra: A Gly-Lys(Gly)-nel
|\CH2/NH2 CH, CHZ—C\ Ch, \CHZ—C//\ /CHZ képz6d6é [CuLH ;] izomerek
M cr Tk NH—CH,  (aésb)ésa [NiL]" komplex
a b i:o‘ ¢ (c) szerkezete

3. Bisz(imidazol-2-il)-metil-csoportot tartalmazo aminosavszarmazékok

Héarom oldallancban karboxilatcsoportot tartalmazé aminosavszarmazék (o-Asp-BIMA,
o-Glu-BIMA és y-Glu-BIMA), valamint 0Osszehasonlitasként a p-Ala-BIMA  réz(1I)-,
nikkel(II)-, és cink(IT)ionokkal valé6 komplexképzését tanulmanyoztam.
3.1. Réz(ll)ionokkal valamennyi ligandummal mar erésen savas kozegben (pH < 2) a
bisz(imidazolil)-részen megkezdddik a koordinacio.
Ha a karboxilatcsoport kelatképzd helyzetben van, azaz az aminocsoporttal 6t-, vagy hattagu
kelatgytrti alakulhat ki (a-Asp-BIMA ¢és v-Glu-BIMA), akkor az aminosavszera
koordinaciéval izomer szerkezetii Cu,L, komplexek képzddnek (5.a. és 5.b. dbra).
Azoknal a ligandumoknal, ahol az amidnitrogén kelatképz6 helyzetben van (a-Asp-BIMA, o-
Glu-BIMA ¢és B-Ala-BIMA), peptidszeri koordinaciéval imidazolhidas Cu,L.,H , komplex
(5.c. abra) jon létre. A y-Glu-BIMA-nal, ahol (NH,,N) koordinicioval csak héttagh
kelatgytirti alakulhatna ki, nem képzdédik ez a komplex.
3.2. A lugos kozegben jelentkezd extra lugfogyasztd folyamat a nemkoordinal6do oldallancot
tartalmazo -Ala-BIMA-nal hidroxokomplex-képzddéssel, a két a-aminosavszarmazéknal a
pirroltipusit  nitrogének deprotondlodasaval értelmezhetd. Feltételezésiink szerint  az
oldallancbeli karboxilatcsoport axialis irdnyl koordinacidja révén képes megakadalyozni a
komplex hidrolizisét. A pirroltipust nitrogén deprotonalodasa 0j fémion-kotdhelyet nytjt, ami
a negativ toltésti imidazolato-hidat tartalmazé CusL,H 4 komplex (5.d. dbra) képzédéséhez
vezet. Ez a komplex fémionfelesleg esetén a B-Ala-BIMA-ndl is kialakul.
3.3. Nikkel(Il)- és cink(Il)ionokkal hasonld Osszetételli komplexek képzddnek, azonban ezek
termodinamikai stabilitasa kisebb, aminek eredményeként a komplexképzddés a nagyobb pH-
tartomanyok felé tolodik el. Ennek kovetkeztében a protondlt komplexek koncentracidja
kisebb, kiilondsen cink(Il)ionok esetén, és a komplexek stabilitdsa az Irving-Williams sornak
megfeleléen a Cu(Il) > Ni(Il) > Zn(II) sorrendben csokken.
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3.4. Ezekkel a fémionokkal is a bisz(imidazolil)-rész a f6 fémmegkotohely savas kézegben,
azonban a IépcsOzetes stabilitasi allandok alapjan a kotésmddban kiilonbség van. A réz(Il)ion
protonalt biszkomplexeiben a 4N donoratom az ekvatorialis kdtohelyeket foglalja el, mig a
nikkel(IT)- és a cink(I)ionok szabélyos oktaéderes geometridja flexibilisebb kotddést tesz
lehetdvé. Ennek kovetkeztében e két fémionnal nagyobb mennyiségben képzddnek bisz-
ligandumt komplexek. Ugyanakkor ezen komplexek viszonylag nagy stabilitdsuk kdvetkez-
tében akadalyozzak az amidnitrogén deprotondlodasat. A dimer szerkezetli komplexek
koncentracioja szintén kisebb, mint a réz(Il)ionok esetén, és a Ni(Il)-a-Asp-BIMA rendszer-
ben, az amidnitrogén deprotonalodasa utan monomer <= dimer egyensuly alakul ki.

3.5. Az a-glutamil-BIMA ¢és a y-glutamil-BIMA deprotonaldédasi makroallandéi mellett a
deprotonalddasi mikrodllandokat is meghataroztuk. Az elébbi ligandumnal az egyes
csoportok deprotonalédasi sorrendje: Im; > —COOH = Im, = —NH3', és az egyes deproto-
nalodasi 1épések egymassal jelentdsen atfednek, a y-glutamil-BIMA-ndl a sorrend: -COOH —>
Im; = Im,—> —NH3", és ezek a 1épések jol elkiiloniilnek egymastol.

HNT Y Y HNTX 7 “NH .
—N.__ 2{,~O—C\ =N.. N= | o
ol CH, el H,C Il
TN | AU NH \ /C\

NH =N’ “NH,—CH NH V=N~ N= >\\<
o{ A >: O{ AN~ N >:O HzN qﬁ*. NH ]

HC—HN N= NH HC\/HZN . X,NHZ\/CH N
. 24 S 2% HN ‘CU +
CQZ _/,Cu\\ CHy _./,Cu\\_ CH, >\\( lile
O N= Ne—0 0o’ NH CH_N\ _cH
/ C
o &/NH d b g ?HZ
C - (0]
a b Coo 7
'p"C\
';+ CH
5. 4bra: Az a-Asp-BIMA-val képz8dd D LN Y
[Cusz]2+ izomerek (a és b), a [Cu,L,H ;] (¢) (‘:H\ N N"/CU\“N \‘(
, ! - o
és a [CusL,H 4] (d) komplexek szerkezete FON-—- G
[ 1(d) p HZC\ > u @ §/NH
c—0 d

4. A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumat modellez6 peptidek

A Cu,Zn-SOD enzim fémkotdhelyeinek modellezésére eldallitott peptidek, az Ac-His-
Ala-His-Val-His-NH,, Ac-His-Val-His-Ala-His-NH,, Ac-His-Pro-His-Ala-His-NH,, Ac-His-
Ala-His-Pro-His-NH,, Ac-His-Val-Gly-Asp-His-NH, és az Ac-His-His-Val-Gly-Asp-NH,
réz(Il)ionnal valé komplexképzését tanulmanyoztuk.
4.1. Ezek a ligandumok igen hatékony fémmegkotdk. Savas pH-tartomanyban valamennyi
ligandumnal megjelenik a Cul makrokelat, amelyben 2-3 hisztidinnitrogén, esetleg az
aszparaginsav karboxilatcsoportja koordinalodik (6.a. dbra). A komplex képzddése a korabbi
modellekhez képest a nagyobb pH-tartomanyok felé tolodik el.
4.2. pH 7 felett minden rendszerben lejatszodik az amidnitrogén deprotondlodésa, ami az Ac-
His-Ala-His-Val-His-NH,, az Ac-His-Val-His-Ala-His-NH, és az Ac-His-His-Val-Gly-Asp-
NH; ligandumok esetén izomer szerkezeti CuLH , és CulLH ; Osszetételi komplexek
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képzddnek, ugyanakkor a prolintartalmu peptideknél és az Ac-His-Val-Gly-Asp-His-NH;
csak egyféle komplexszerkezet valdosulhat meg.

4.3. Az Ac-His-Ala-His-Val-His-NH, ¢és az Ac-His-Val-His-Ala-His-NH, peptidek két
ekvivalens réz(Il)ion megkdtésére is képesek, amikoris Cu,LH ,, CuLH 4, CuLH 5 €s
Cu,LH ¢ komplexek (6.b. és 6.c. abra) jelennek meg az oldatban.

H H
N N H

o ) N Ly
) N L o

Iz

6. abra: A Cu(Il)-Ac-His-Ala-His-Val-His-NH,
rendszerben képz6d6 [CuL]* (a), [Cu,LH 4] (b) és
[Cu,LH ¢ (c) komplexek feltételezett szerkezete

IV. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

Vizsgalataink célja az volt, hogy kiillonb6zd 4atmenetifém-ionok aminosav- ¢és
peptidszarmazékokkal vald kolcsonhatdsat tanulmanyozzuk. A vizsgalt ligandumok
oldallancukban a metalloenzimek f6 fémmegkotohelyéiil szolgald karboxil- és/vagy
imidazolilcsoportot  tartalmaznak. A  bisz(imidazol-2-il)-szdrmazékok komplexképzd
tulajdonsagainak tanulmanyozéasa soran sikeriilt olyan komplexet kimutatni az oldatban,
amelyben a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumaban is megtalalhaté imidazolato-hidas szerkezet
alakul ki. Ebben a komplexben a pirroltipusu nitrogének deprotonalodéasa szokatlanul kis pH-
n, mar fizioldgias pH-tartomanyban lejatszodik, igy ezen ligandumok atmenetifém-komplexei
potencialis SOD modellek lehetnek.

A hisztidintartalmi  vegyiiletek vizsgalataval szintén a Cu,Zn-SOD enzim aktiv
centrumaban talalhato fehérjelanc fémionokkal valod kolcsonhatasat probaltuk modellezni. A
vizsgalt ligandumokkal kialakulnak az enzim fémmegkotéhelyénél megfigyelhetd torzult
szerkezetek, és ezen komplexek képzodése a korabbi modellvegyiiletekhez képest a nagyobb
pH-tartomanyok felé tolodik el.

Munkank alapkutatds, azonban a nyert informaciok hozzajarulnak a fémionok és
proteinek kozotti kdlcsonhatas megértéséhez.
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