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l. Bevezetés és célkitiizés

Az oxigén metabolizmusa soran reaktiv oxigén részecskek (ROS)
képzbédhetnek, melyek koziil a szuperoxid gyokanion (O2™) az egyik
legjelentésebb. Bar kis koncentracidban sziikség van ré bizonyos
bioldgiai folyamatokban, felhalmozddasa karos hatast fejt ki kdvetlendl
karositva a biomolekulakat vagy kdzvetett mddon az altal, hogy tovabbi
ROS-ok képzédnek beléle. A ROS-ok kéaros koncentricidban valo
felhalmozddasat a bioldgiai rendszerek antioxidans hatast enzimekkel
akadalyozzak meg. Ezen enzimek kozul a szuperoxid dizmutazok (SOD)
szabalyozdsa. A SOD-ok az aktiv centrumukban olyan fémionokat
tartalmaznak, melyek egyelektronos oxidécidja/redukcidja konnyen
megvalosul. A SOD-ok ennek megfeleléen harom csoportra oszthatok a
kozponti fémion minésége és a fehérje komplexek szerkezet alapjan:
vas/mangan, réz-cink és nikkel tartalmd SOD enzimek. A NiSOD enzim
ezek kozil a legkésébb izolalt SOD.

A NiSOD enzim egy homohexamer, vagyis hat monomeregységbdl
épil fel, melyek mindegyike tartalmaz egy Kkatalitikusan aktiv
nikkelcentrumot. A tobbi SOD enzimtél eltéréen a monomerek N-
termindlis régidjaban megtalalhaté az 6sszes olyan donoratom, amely a
fémion megkotéséért és a SOD aktivitasért felelds. Ezt a kilenc
aminosavbol alld szekvenciat nikkelk6té huroknak nevezziik (WtNiSOD:
HisCysAspLeuProCysGlyValTyr). Fiziologias pH-n az enzim redukalt
formajaban talalhaté Ni(ll)-iont az N-terminélis aminocsoport, a
peptidvaz els6 amid nitrogénje, valamint a masodik és hatodik helyen
1év6 ciszteinek tiolat-csoportjai koordindljak siknégyzetes geometriat
alakitva ki. A dizmutalasi reakcioban képz6d6 Ni(lll) oxidacios allapot
esetében ezt a koordinacios modot az elsé helyen 1évd hisztidin imidazol
nitrogenjének axialis koordinacidja egesziti ki, igy négyzetes piramisos
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térszerkezet alakul ki. Bar a NiSOD enzimek oxidalt és redukalt
formainak szerkezete ismert, a nikkel-komplexek és a O™ kozott
lejatsz6dd  reakcid6 mechanizmusarél az eddigi  szakirodalmi
kdzlemények alapjan kevés és ellentmondasos informacio Aéll
rendelkezéstinkre.

Munkank soran ezért a wtNiSOD (HCDLPCGVY) kiilonb6z6
pontmutécidit tartalmazé kis tagszamu peptidek (9 aminosav) és nikkel-
komplexeinek szerkezeti és SOD aktivitas vizsgalatat tiiztiikk ki célul,
melyek segithetnek felderiteni a kiilonboz6 funkcios csoportok szerepét
a dizmutéldsi reakciéban. Az igy tervezett ligandumok és a
szakirodalomban eddig k6zolt NiSOD enzimmodellek csak egyetlen
fémion megkotésére alkalmasak. Azonban a NiSOD enzim hat fémiont
koordinal, melyek mindegyike képes katalizalni a O™ bontésat. Ezért
tovabbi célunk volt egy olyan peptid vizsgalata, amely tobb fémion
megkdtéseére is alkalmas.

A szakirodalomban taldlhatd6 SOD aktivitds merési mddszerek
korlatai miatt tovabba célunk volt egy uj, szekvencialis stopped-flow
technikan alapul6 SOD aktivitas mérési modszer fejlesztése.
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1. Alkalmazott mddszerek

Az altalunk vizsgalt peptideket a Synpeptide Co. (Shanghai, Kina)
cég szintetizalta, melyeket tovabbi tisztitas nélkul hasznaltunk fel, a
peptid tdrzsoldatok koncentracidjat pH-potenciometrias titralassal
hataroztuk meg. A NiSOD enzim N-terminalis végének elsé kilenc
aminosavjabol all6 peptid szerkezete az 1. &bran lathatd, mig a
dolgozatban vizsgalt peptidek szerkezete a 2. és 3. &bran szerepel.
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2. dbra: A NiSOD enzim nikkel-k6t6 hurkénak lizinnel kapcsolt dimerjének
szerkezete.
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3. abra: A dolgozatban vizsgalt kilenc aminosavbol 116 peptidek
szerkezete. A szerkezetekben piros szin jel6li a wtNiSOD alapvegyiilet
szerkezetétdl kiilonbdzo funkcids csoportokat és aminosavakat.
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pH-potenciometria segitségével hatdroztuk meg, aminek soran a
pontosan ismert koncentracioji KOH-méréoldatot (~ 0,2 mol/dm?)
Hamilton-fecskenddvel felszerelt Mol-AcS mikrobdretta adagolta. A pH
mérése Metrohm 6.0234.110 kombinalt lvegelektroddal tortént, amely
MOLSPIN pH-méréhoz csatlakozott. Az elektrod egypontos kalibralasa
0,05 mol/dm® koncentracioju kalium-hidrogén-ftalat oldattal tortént
25°C-on, melynek pH-ja ilyen kérilmények kozétt 4,005. A titralas soran
a kevertetést magneses keverdvel biztositottuk, az inert gaztér eléréséhez
a mintaoldat folott argont aramoltattunk at, az allandé 25°C
homérsékletet ultratermosztattal biztositottuk. A kapott titralasi gorbék
kiértékelése SUPERQUAD és PSEQUAD széamitogépes programokkal
tortént.

A peptidek Ni(ll)-komplexeiknek koordinacios modjat pH-fiiggo
UV-lathato és CD spektrumok felvételével vizsgaltuk. Az UV-lathato
spektrumokat Agilent Technologies Cary 8454 UV-VIS diddasoros
spektrofotométer segitségével rogzitettik 250-800 nm hullamhossz
tartomanyban. A CD spektroszkopias vizsgalatokat JASCO-810 tipusu
késziiléken végeztilk 0,100 és 1,000 cm uthosszisagu kivettakban, 200-
800 nm hulldmhossz tartoményban. A spektrumok kiértékelése a
miiszereket gyarto cégek sajat szoftverével és MS Excel tablazatkezeld
program segitségével tortént.

Egyes peptidek és Ni(ll)-komplexeik esetében NMR spektrumokat is
rogzitettink. Ehhez az 'H NMR és 2D (*H-¥C HSQC) spektrumokat
Bruker Advance 400 MHz késziléken rogzitettiik, a kiértékelés soran
TopSpin 3.2 és MestreNova 8.1 szoftvereket hasznaltunk.

Szamos peptid esetében késziltek tomegspektrumok, ahol a
kiilonboz6  Osszetételi  Ni(II)-komplexek vagy azok  kalium-
szuperoxiddal (KOz) oxidalt mintainak vizsgéalata ESI-TOF-MS
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modszerrel egy Bruker maXis Il MicroTOF-Q tipusu Qg-TOF-MS
készuléken negativ ionmodban tortént.

A wtNiSOD-dim ligandum komplexképzodését fiziologias pH-n CE-
MS keszllékkel vizsgaltuk. A kapillaris elektroforézis mérések 7100
Agilent késziilékkel tortentek, mely diddasoros detektorral volt
felszerelve. A hozza kapcsolt tomegspektrométer egy maXis Il UHR
ESI-QTOF MS késziilék (Bruker).

A toémegspektrumok kiértékelése a Bruker Compass DataAnalysis
4.4 szoftverével késziilt, az izotdpeloszlast az IsotopePattern szoftverrel
(Bruker) szdmitottuk ki.

A Ni(Il)-komplexek KO2-dal torténd oxidalasakor keletkezd Ni(III)-
komplexek szerkezetét ESR spektroszkopia segitségével vizsgaltuk. Az
ESR spektrumokat a HUN-REN TTK Szerkezetkutatdé Kdzpontban Dr.
May Nora Veronika segitségével rogzitettik. A mérések soran egy
BRUKER EleXsys E500 spektrométert hasznaltunk, a spektrumokat 77
K hémérsékleten rogzitettiik.

A Ni(Il)-komplexek SOD aktivitas vizsgalata két féle modon tortént.
A szakirodalomban megtaldlhatd McCord-Fridovich  modszer
alkalmazésa soran a spektrumokat Agilent Technologies Cary 8454 UV-
VIS diddasoros spektrofotométer segitségével rogzitettiik. Az altalunk
fejlesztett szekvencidlis stopped-flow technikén alapul6 SOD aktivitas
mérési modszer soran egy Applied Photophysics SX-20 késziiléket
hasznéltunk, az adatok feldolgozésa a vezérlé szoftverrel, illetve MS
Excel tablazatkezel program segitségével tortént. A Kinetikai gorbék
illesztése Scientist program segitségével valosult meg.
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I11.  Uj tudomanyos eredmények

1. Igazoltuk, hogy a wtNiSOD nikkelkomplexeiben a koordinacios
szférat érinto funkcios csoportok modositasa jelentés mértékben
befolydsolja a peptidek Ni(ll) ionnal képzédé komplexeinek
termodinamikai tulajdonsagait és a komplexek Ni(lll)-a torténé
oxidacidjat.

1.1. Bizonyitottuk, hogy a wtNiSOD peptid mésodik és hatodik helyén
lévo cisztein egyiittes jelenléte nélkiilozhetetlen a NiSOD enzim
redukalt és oxidalt formdjaval megegyezd szerkezetii Ni(Il)- és
Ni(Il11)-komplexek kialakulasédhoz, illetve a megfelelé SOD
aktivitashoz.

A WwtNiSOD-HC (HCDLPHGVY) és a wtNiSOD-HH
(HHDLPCGVY) peptidek sav-bazis és komplexképz6dési tulajdonsagai
jelentdsen eltérnek a wtNiSOD alapvegyiilethez képest. Ezen peptidek
azonos 0sszetételliek, de kiilonb6z6 szekvenciajuak. A hisztidinek eltérd
helyzete jelentdsen eltéré koordinacios modot eredményezett, melyet a
[NiL]™ komplexekre meghatarozott UV-lathato és CD spektroszkdpias
molaris abszorbancidk is alatamasztanak (4. abra). Az eredményeink
alapjan megallapitottuk, hogy a hatodik helyen [év6 cisztein
befolyasolhatja a Ni(11)/Ni(l1l) par redoxi tulajdonséagait, mig a masodik
helyen 1évé cisztein a NiSOD enzim redukalt formdjara jellemzo
siknégyzetes térszerkezet kialakitasaban kulcsfontossagu.
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4. dbra: A Ni(I)/wtNiSOD-HC 1:1 (fekete) és a Ni(I1)/wtNiSOD-HH 1:1
(piros) koncentraci6 aranyu rendszerek esetében képz6do [NiL] komplexek
szamitott egyedi A: UV-lathato és B: CD spektrumai.

A Ni(Il)-komplexek oxidalasat kovetéen az ESR spektrumokban
nem jelent meg a NiSOD enzim oxidalt formajara jellemz6 nitrogen
finomszerkezet  (triplett ~ felhasadds). Az  oxidalt  mintdk
tomegspektrumainak elemzésekor megallapitottuk, hogy a Ni(ll)-
komplexek adduktumot képeznek a O -nal. Ezenkiviil a wtNiSOD-HH
peptid Ni(ll)-komplexe a vizben oldott oxigénnel is adduktumot képez
oxidaloszer tavollétében, amit szintén tdmegspektrumok elemzésével
tdmasztottunk ala.

1.2. Bizonyitottuk, hogy az elsé helyen lévé hisztidin cseréjével
jelentésen  befolyasolhatdé a peptidek  komplexképzddési
tulajdonsagai.

A wtNiSOD-CC peptid esetében a hisztidint egy cisztein helyettesiti.
A [NiHL]?* komplexben a Ni(ll)-iont az N-terminalis aminocsoport és a
harom cisztein tiolat-csoportja koordinalja siknégyzetes geometriaban.
Ez a koordinaciés mod kiemelt termodinamikai stabilitdsi komplexet
eredményez, ezért a NiSOD enzim redukalt formajara jellemzd
(NH2, N7, S7, S7) kdtésmod kialakulasa a ligos pH-tartomanyba tolodik
el. Ezzel egyiitt a wtNiSOD-CC peptid rendelkezik a legnagyobb nikkel
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kot6 affinitassal a vizsgalt kilenc tagszamu ligandumok koziil fizioldgids
pH-n.

A wtNiSOD-RC ligandum esetében az elsé helyen 1évé hisztidin
helyett egy arginin talalhatdé. A komplexképzodés 5-0s pH-n kezdddik,
azonban mar ekkor megjelenik a (NHz, N7, S7, S7) koordinacids maodu
[NiL] komplex, amely ezutan széles pH-tartomanyban uralkodd
részecske. A ligandum Ni(ll)-ion ko6té képessége kozel megegyezik
WtNiSOD peptidével.

A Ni(ll)-komplexek oxidalasakor nem jelent meg a Ni(lll)-
komplexekre jellemz6é felhasadds az ESR spektrumokban, ami nem
meglepd, hiszen ez a jellegzetes felhasadds az N-termindlis hisztidin
imidazol nitrogénjenek axialis koordinacidjahoz rendelhetd, amely
ezekben a peptidekben hianyzik. Azonban a KO oldatabol jelentds
mennyiségii O fogyott el a Ni(ll)-komplexek hozzaadasa utan, azaz
ezek a komplexek képesek hatékonyan katalizalni a O2" bomlasat.

1.3. Bizonyitottuk, hogy a nikkelion koordinaciojdban résztvevde
donorcsoportok kdzvetlen kdzelében talalhatd extra metilcsoportok
képesek befolydsolni a peptidek komplexképzodési tulajdonsdgait.

A WtNiSOD-Pen peptid esetében a masodik helyen 1évé L-ciszteint
egy D-penicillamin helyettesiti. A peptid szekvenciajaban talalhatd
aminosavak ezzel ellentétes, L sztereoizomerek, ami lehetévé teszi, hogy
a penicillamin tiolat-csoportjanak koordinaciojat a CD-spektrumokon
szelektiven kovethessik 310 nm-en, amit az 5. abran lathaté CD-
spektrumok dsszehasonlitasa is alatdmaszt.

10
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5. abra: A Ni(Il)/ligandum 1:1 koncentréci6 aranyu rendszerek pH-fiiggé CD
spektrumai az A: wtNiSOD és a B: wtNiSOD-Pen modellek esetében.
(Cwinisop = 1,5 MM; Cwnisop-pen = 2,00 mM; I =1 cm; T = 25 °C;

I =0,2 M KCI)

A witNiSOD-NMe ligandum a wtNiSOD peptid N-terminalis
aminocsoportjanak metilezésével jott létre. A két kiilonb6z6 metilezett
peptid sav-bazis tulajdonsagai szinte azonosak. Ezen felll nagyon
hasonlé komplexképzddési tulajdonsagokat mutatnak. Lugos pH-n
azonban a wtNiSOD ligandumt6l eltéréen egy tovabbi lugfogyasztd
folyamat is lejatszodik. Szakirodalmi adatok alapjan ez egy tovabbi amid
nitrogén deprotonalédasahoz és koordinaciojadhoz kdothetd, melynek
eredményeképp a masodik helyen levé aminosav tiolat-csoportja
kiszorul a koordinacios szferabal.

A Ni(ll)-komplexek oxidaciojakor az ESR spektrumokban
megjelenik a Ni(lll)-komplexekre jellemz6 szuperhiperfinom triplett
felhasadas (6. abra). A meghatarozott ESR paraméterek kis mértékben
eltéernek a wtNiSOD peptid Ni(lll)-komplexétél. Ez a metilcsoportok
elektronkiildé jellegébdl fakad, amely befolyasolhatja az in situ képz6do
Ni(lll)-ionon lokalizalddo spinstiriséget.

11
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6. abra: A Ni(Ill)/L 1:1 koncentrécié aranyd rendszerek mért (fekete) és
szamitott (piros) CW X-savu ESR spektrumai 77 K-en mérve, ahol
L = A: wtNiSOD:; B: wtNiSOD-Pen és C: wtNiSOD-NMe

2. lgazoltuk, hogy a wtNiSOD-dim ligandum képes tébb nikkelion
megkotésére.

2.1. Bizonyitottuk, hogy a wtNiSOD-dim peptid ekvimolarishoz kozeli
fémion/ligandum arany esetén is képez dinuklearis komplexeket.

A peptid Ni(ll)-ion koté képességét fiziologias pH-n CD
spektroszkopia segitségével vizsgaltuk és megallapitottuk, hogy a peptid
tovabbi amid nitrogéneken keresztill akar harom fémion megkdtésére is
képes. Ezutan vizsgéltuk a peptid és a Ni(ll)-ion kozott kialakuld
komplex képz6désének kinetikajat CE-MS technika segitségével 0,9 : 1
fémion/ligandum arany mellett. Az eredmények alapjan megallapitottuk,
hogy a komplexképzddés viszonylag lassu és hogy a dinuklearis
részecske mar ekvimolarishoz kozeli koncentracié aranynal is
megjelenik. A fémion/ligandum 2:1 koncentracio aranyd rendszer
komplexképz6désének tanulmanyozasakor megallapitottuk, hogy
fiziologias pH-n mindkét fémion a NiSOD enzim redukélt formajara

12
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jellemzé (NH2, N7, S, S7) kétésmaddot alakit ki nagy stabilitdsa Ni(ll)-
komplexet eredményezve (7. abra).

[Ni,L]

Ni(Il) moltort

T 0,15
10

7. &bra: A Ni(ll)-ion és a wtNiSOD-dim ligandum 2:1 koncentracio
aranyu rendszerének koncentracio eloszlasi gorbéje, valamint a 450 nm-en
mért UV-lathato abszorbancia a pH fuggvényében. (cigiy = 2,4 mM,;
T=25°C;1=0,2 M KCI)

2.2. Bizonyitottuk, hogy a wtNiSOD-dim Ni(ll)-komplexeinek
oxidalasakor a fémion/ligandum arany és pH jelentosen
befolydsolja a képzédd Ni(III)-komplexek szerkezetét.

A Ni(Il)/wtNiSOD-dim kiilénb6zé koncentracié aranya és pH-ju
rendszereinek oxidacidjaval nyert ESR spektrumok a 8. abra A részén, a
spektrumok szimulacidjaval nyert egyedi ESR spektrumok a 8. &bra B
részén lathatok. A Ni(ll)/ligandum 2:1 koncentraci6 aranyu (e,), illetve a
fiziologias pH-ju 1:1 koncentracio aranyu elegyeiben (a,) a NiSOD
enzim oxidalt formajara jellemz6 koordinacios mod alakul ki. A 9-es pH
feletti 1:1 aranyd rendszerekben a detektalt ESR spektrumok tovabbi
harom Ni(l11)-komplex képzddésével irhatok le: a (b,) spektrumban a két
paramagneses fémion kozotti antiferromagneses csatolas eredményeként
egy kiszelesedett ESR jel detektalhatd; a (c,) spektrumban lathato
szuperhiperfinom pentett felhasadas akkor jelenik meg, ha mindkét
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imidazol nitrogén (In = 1) axidlis pozicidkban koordinalddik a Ni(lll)-
centrumhoz; a (d,) spektrumban az oxidaci6 eredményeképpen a
parositatlan elektron a d,2_,2 palyan helyezkedik el és a donorcsoportok
koordinacidja erds m-viszontkoordinaciot eredményez. Ez a koordinécios
mod feltételezheté abban az esetben, ha a tiolat-csoportok és az amid
nitrogen egy megnyult oktaéderes kristalytérben koordinalédik a Ni(l11)-
ionhoz.

A s # B
7
211 11.80 e
201 786

260 280 300 2320 340 360 380 260 280 300 320 340 360 380
Magneses tér (mT) Magneses tér (mT)

8. dbra: A: A wtNiSOD-dim Ni(lIl)-komplexének mért (fekete) és
szimulalt (piros) ESR spektrumai kiillonbdz6 fémion : ligandum arany €s
pH esetén. B: A Ni(lll) : wtNiSOD-dim 1:1 (a, - d,) és 2:1 (e,)
koncentraci6 aranyu rendszerének egyedi szimulalt ESR spektrumai,
melyek kiillonb6z6 allapota Ni(I1l)-komplexek jelenlétére utalnak.

3. lgazoltuk, hogy a tanulmanyozott modellrendszerek koézil a
wtNiSOD Ni(ll) komplexhez hasonl6 SOD aktivtast mutatnak
azok, amelyekben a peptid két cisztein tiolat-csoportja
koordinalodik a fémionhoz. Az egyik tiolat lecserélése mas
donorcsoporttal jelentésen csokkenti a SOD aktivitast.

A McCord - Fridovich féle SOD madszer alapjan a wtNiSOD peptid
Ni(ll)-komplexéhez képest a wtNiSOD-CC és -NMe peptidekkel

14
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képzodott komplexekre azonos nagysagrendd, de nagyobb, mig a
wtNiSOD-RC komplexére kisebb ICso értékeket hataroztunk meg (1.
tablazat). A wtNiSOD-RC modell kiemelked6 SOD aktivitasanak oka
feltehetden a pozitiv toltésti arginin oldallanc jelenléte, amely
elosegitheti a negativ toltésii Oz kotddését a fémcentrumhoz. A
koordinacios szferaban csak egy tiolat-csoportot tartalmazé wtNiSOD-
HC-vel és  witNiSOD-HH-val  képz6d6  Ni(ll)-komplexekre
meghatarozott 1Cso egy, illetve két nagysdgrenddel nagyobb, mint
wtNiSOD - Ni(ll) rendszerre kapott érték.

1. tablazat: A peptidek Ni(ll)-komplexeinek ICso értékei és a katalizisre
jellemzo sebességi allando értékek pH = 7,8-en.

ICso érték (M) Knecr (Ms)e
WINiSOD 39%0.2 6,9 x 10°
WtNiSOD-HC 374+03 7.2 x 10*
WENiSOD-HH 34145 7,9x 103
WtNiSOD-CC 742 3,8x 10°
WtNiSOD-NMe 630,83 4,6 X 10°
WtNiSOD-RC 17405 1,6 x 10°

2 Kmecr = KneT X [NBT] / 1Cs0, ahol kst = 59400 M-1s?

4. Sikeresen Kkifejlesztettink egy Uuj, szekvencialis stopped-flow
technikan alapulo SOD aktivitas mérési modszert.

A mérésekhez KO, DMSO-ban késziilt oldatat hasznaltuk, mert vizes
kdzegben ez a vegyilet elbomlik. A vizsgalt komplexek vizes oldatban
vannak, ezért a SOD aktivitds méréseket 1:1 térfogataranyd viz : DMSO
olddszerelegyben végeztik oly modon, hogy a reaktansokat csak
kozvetlentil a mérés el6tt a stopped-flow készilékben elegyitettiik. A
modszerfejlesztés soran megallapitottuk, hogy a viz és a DMSO
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keveredése nem pillanatszeri, és a keverékben kialakuld
inhomogenitasok jelentdsen torzitjak az abszorbancia mérését. Ennek a
probléménak az elkertlésére a stopped-flow készuléket szekvencidlis
tizemmodban hasznaltuk. Elészor a KO2-ot tartalmaz6 DMSO oldatot
1:1 aranyban vizzel elegyitettlink, majd 40 s inkubacids id6 elteltével ezt
az elegyet HEPES puffert tartalmaz6 1:1 térfogataranyd viz : DMSO
olddszerben oldott Ni(11)-komplexszel reagaltattuk. A kinetikai gorbéket
260 nm hullamhosszon regisztraltuk 2,00 mm-es optikai Uthosszat
alkalmazva. Ezzel a mddszerrel viszonylag nagy O™ koncentrécid
mellett és valddi katalitikus kortilmények kozoétt, a O koncentracid
valtozasat kozvetlenil kovetve vizsgédlhatd a dizmutélasi reakcio. A
kinetikai gorbék elemzése lehet6séget ad a folyamat részletes
mechanizmusanak a feltarasara.

5. Bizonyitottuk, hogy a NiSOD enzimmodellek és a Oz kdzotti
dizmutélasi reakcié lejatszodasa soran akkor tapasztalhat6
jelentés SOD aktivitas, ha a reakcio lejatszodasa soran a redukalt
Ni(Il)-komplex nagyobb koncentraciéban van jelen, mint a
Ni(lIl11)-komplex. lgazoltuk tovadbba, hogy ezekben a
rendszerekben egy katalitikusan inaktiv komplex képzodése miatt
a SOD aktivitas megsziinik.

Az el6z6 tézispontban leirt madszer alkalmazésaval kapott kinetikai
gorbék illesztése soran megallapitottuk, hogy a dizmutalasi cikluson
kivil egy tovabbi folyamat is lejatszodik. A Ni(11)-komplexeket KO,-dal
oxidaltuk eés tomegspektrometria segitségevel vizsgaltuk a képz6do
termékeket. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy végtermékek nikkel(Il)
tartalma  részecskék, melyekben a tiolat-csoportok oxidalddnak
szulfoxid, szulfonil, szulfonsav tipusu vegyuleteket, illetve kénhidak
kialakul&sat eredményezve. A peptidek Ni(ll)- és Ni(ll1)-komplexeinek
stabilitasa ismeretében feltételeztiik, hogy a Kkatalitikusan inaktiv, Ni*-
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gal jelolt részecske képzédése a Ni(IIl)-komplexek intramolekularis

dizmutélasi reakcio feltételezett mechanizmusa a 9. dbran lathato.

k
0, O, 20,+2H* - H,0,+0,
ks .
Nill Nill 4 [Nl*]
[Nil_L] %PHHL]
0,- H,0,

9. dbra: A dizmutalasi ciklus feltételezett mechanizmusa. A wtNiSOD,
wtNiSOD-Pen és wtNiSOD-CC peptidek (n = 1), és a wtNiSOD-dim peptid
(n = 2) nikkelkomplexei esetén.

A Kkinetikai gorbéket a javasolt mechanizmus alapjan illesztve
meghataroztuk az egyes sebességi allandok értékét, illetve a Kinetikai
paraméterek felhasznalasaval szamitottuk a wtNiSOD, wtNiSOD-Pen,
WtNiSOD-CC és wtNiSOD-dim ligandumok nikkelkomplexeinek
id6fuggd koncentrécio profiljat, ami a 10. &bran lathatd.

A WwtNiSOD és a wtNiSOD-CC modellek esetéen a reakcio
lejatszodasa soran Ni(ll)-komplex koncentracidja nagyobb, mint a
Ni(l11)-komplexszé, és ezzel egyiitt a dizmutalasi reakcio is hatékonyabb.
A wtNiSOD-Pen és wtNiSOD-dim modellek esetén a reakcio kezdeti
szakaszaban felhalmozodik a Ni(ll1)-komplex és ezt kovetden nagyobb
mennyiségben van jelen, mint a Ni(ll)-komplex. A wtNiSOD ligandum
komplexének esetében is lejatszodik az intramolekularis redoxi
degradacio, azonban errél a jelenségrél a NiSOD enzimek esetében eddig
nem szamoltak be. Ennek oka feltételezhetéen az, hogy az enzimben a
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fehérjelancok szerkezetstabilizalé hatdsa megakadéalyozza a tovabbi
oxidacios folyamatokat.

10 4 10
B e

18 18 _
=] =] b3

16 k=) 168 %
x o= =
— pa— I}

14 1 prd 14w
s 5 — |'¢
T M‘M« G

12 M2

000 001 002 003 004 0,05 002 003 004 005

idé (s) 1d6 (s)
5 10
C 16 D: ,/"
4 4 .-' —48
= vz oz P 5
N ° 5 3 bz
- = - - e —
fad 18 — > : L p =
2 e S 2 s, N
5 o < . m o
© T © . '.'""uo... %
1 14 1 . P
R
0 ; - . . 0 0+ " : ; 0
000 001 0,02 003 004 005 0,00 0,01 0,02 003 004 005
id6 (s) id6 (s)

10. dbra: Az egyes részecskék szamitott koncentracidprofilja az id6
fuggvényében a O, katalitikus bomlasa soran az A: wtNiSOD, B: wtNiSOD-
Pen, C: wtNiSOD-CC és D: wtNiSOD-dim peptidek nikkel-komplexeinek
jelenlétében. Kék: Ni'l\L, piros: Ni'',L, zold: Ni*, fekete: O,".
(c(027)° = (9 - 16) X 10™* M; Ckomplex” = (4 - 10) X 10 M; A =260 nm;

[ =2,00 mm; T =25 °C)
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IV. Az eredmények hasznositasi lehetoségei

Munkank soran a NiSOD enzim kiilonb6z6 modellpeptidjeinek sav-
bazis ¢és komplexképzddési tulajdonsagait, valamint ezen ligandumok
Ni(Il)-komplexeinek SOD aktivitasat tanulmanyoztuk.

Az altalunk vizsgalt peptidek és nikkelkomplexeinek jellemzése
hozzajarulhat ahhoz, hogy jobban megértsik a NiSOD enzimben a
fémion koordinaciojéért és a katalitikus aktivitasért felel6s funkcios
csoportok szerepét a dizmutalasi reakcioban.

A szekvencialis stopped-flow késziilékre fejlesztett SOD aktivitas
mérési modszer egyediilallo lehet6séget teremt az egyes komplexek és a
szuperoxid gyokanion kozott lejatszodd reakcié mechanizmusanak
tanulményozésdhoz. Ez a modszer nem csak az A&ltalunk vizsgalt
komplexek esetében alkalmazhat6, hasonld antioxidans tulajdonsagu
vegylletek SOD aktivités vizsgalatara is alkalmas.
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Structural and SOD activity studies of nickel superoxide dismutase enzyme models

. Introduction and objectives

During the metabolism of oxygen, reactive oxygen species (ROS) is
generated, among which, the superoxide radical anion (O2™) is one of the
most significant. Although this species is required at low concentrations
for certain biological processes, its accumulation causes harmful effects
either directly by damaging biomolecules or indirectly through the
formation of additional ROS. Biological systems prevent the
accumulation of ROS to harmful levels by utilizing antioxidant enzymes.
Among these enzymes, superoxide dismutases (SODs) are of particular
importance, as they regulate the concentration of O>". SODs contain
metal ions in their active centers that can readily undergo one-electron
oxidation and reduction processes. SODs can be classified into three
groups on the basis of the the nature of the central metal ion and the
structure of the protein complexes as follows: iron/manganese-
containing, copper/zinc-containing, and nickel-containing SOD
enzymes. Among these, nickel containing superoxide dismutase
(NiSOD) is the most recently isolated SOD.

NiSOD is a homohexamer consisting of six identical monomeric
subunits, each containing a catalytically active nickel center. Unlike other
SOD enzymes, all donor atoms responsible for metal binding and
catalytic activity are located within the N-terminal region of each
monomer.  This nine amino acid sequence (WtNiSOD:
HisCysAspLeuProCysGlyValTyr) is referred to as the nickel-binding
loop. In the reduced form of the enzyme, the Ni(ll) ion is coordinated by
the N-terminal amino group, the amide nitrogen of the first peptide bond,
and the thiolate groups of the cysteine residues at positions 2 and 6 in a
square-planar coordination geometry. Upon oxidation, the coordination
sphere of Ni(lll) is complemented by the axial coordination of the
imidazole nitrogen of the N-terminal histidine, resulting in a square-
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pyramidal geometry. Although the structures of both the reduced and
oxidized forms of NiSOD have been elucidated, the reaction mechanism
between the nickel center and the O™ remains poorly understood. The
available literature results provide only limited and, in some cases,
contradictory information regarding this mechanism.

In this work, we aim to investigate the structural properties and
superoxide dismutase (SOD) activity of nickel complexes formed with
short peptides (nine amino acids in length) containing various point
mutations of the wtNiSOD nickel-binding loop (HCDLPCGVY). These
model complexes may provide valuable insight into the roles of
individual functional groups in the dismutation reaction. Most of the
ligands used in this study, as well as the NiSOD enzyme models reported
in the literature to date, are capable of binding only a single nickel ion.
In contrast, the native NiSOD enzyme coordinates six nickel ions, each
of which is catalytically active in the dismutation of the O.>". Therefore,
an additional objective of this work is to investigate a peptide capable of
coordinating multiple nickel ions.

Furthermore, owing to the limitations of the SOD activity assays
currently available in the literature, another objective of this work was to
develop a novel method for measuring SOD activity using the sequential
stopped-flow technique.
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1. Experimental methods

The peptides investigated in this study were synthesized by
Synpeptide Co. (Shanghai, China) and were used without further
purification. The concentrations of the peptide stock solutions were
determined by pH-potentiometric titration. The structure of the peptide
corresponding to the first nine amino acid residues of the N-terminus of
NiSOD is shown in Figure 1, while the structures of the peptides
investigated in this work are presented in Figures 2 and 3.
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Il Il Il I~ Il
(mNH GH-CNH—CH-C—NH—gH-C—N—CH-C—NH,
o) 0 o)
CH H CH-CH;  CH
TIY [T T Il i e 2
HaN—= =GN GH-C—R—CH-C—N—GH-C—N L CHy
CH, CH, CH, CH,
SH c=o CH=CHj i
N | | wtNiSOD
\ oH CHy OH
NH

Figure 1: The structure of the nickel-binding loop comprising the first nine
amino acid residues of the N-terminal region of NiSOD.
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Figure 2: The structure of the lysine-linked dimer of the NiSOD nickel-
binding loop.
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Figure 3: The structures of the nine-amino acid peptides investigated in this
study. Functional groups and amino acid residues that differ from those of the
wtNiSOD parent peptide are highlighted in red.
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The protonation constants of the peptides and the overall stability
constants of their Ni(ll) complexes were determined by pH-
potentiometric titrations using carbonate ion free KOH solution (~0.2 M).
The headspace over the sample was purged with argon to ensure the
absence of oxygen and carbon dioxide. The samples were stirred using a
VELP scientific magnetic stirrer and the pH measurement were made
using a MOLSPIN pH-meter equipped with a 6.0234.110 combined glass
electrode and a Mol - Acs microburette. The electrode was calibrated by
one-point calibration using a 0.05 M potassium hydrogen phthalate
solution at 25°C (pH = 4.005). The pH reading was converted to
hydrogen ion concentration as described by Irving et al. The titration
curves were evaluated using the SUPERQUAD and PSEQUAD
computer programs.

The coordination modes of the Ni(Il) complexes of the peptides
were investigated by recording pH-dependent UV-visible and circular
dichroism (CD) spectra. UV-visible spectra were recorded in the 250—
800 nm wavelength range using an Agilent Technologies Cary 8454
diode-array = UV-Vis  spectrophotometer. CD  spectroscopic
measurements were carried out with a JASCO J-810 spectropolarimeter
using cuvettes with optical path lengths of 0.100 and 1.000 cm over the
wavelength range of 200—800 nm. The spectra were evaluated using the
software provided by the manufacturer and Microsoft Excel.

For selected peptides and their Ni(ll) complexes, NMR spectroscopic
measurements were also performed. *H NMR and two-dimensional
14 — 13C HSQC spectra were recorded on a Bruker Avance 400 MHz
spectrometer, and the spectra were analyzed using TopSpin 3.2 and
MestreNova 8.1 software.

ESI-TOF-MS measurements were performed for several peptides to
investigate Ni(11) complexes of different compositions as well as samples
oxidized with potassium superoxide (KO2). The ESI-TOF-MS

6
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measurements were carried out using a Bruker maXis Il MicroTOF-Q
Qqg-TOF mass spectrometer. The mass spectra of the complexes were
recorded in the negative ion mode.

The complex formation processes between Ni(Il) and wtNiSOD-dim
ligand was investigated by CE-MS at physiological pH. Capillary
electrophoresis measurements were performed using an Agilent 7100
capillary electrophoresis system equipped with a diode-array detector.
The system was coupled to a Bruker maXis Il UHR ESI-QTOF mass
spectrometer.

The mass spectra were analyzed using Bruker Compass DataAnalysis
4.4 software, and theoretical isotope patterns were calculated using the
Bruker IsotopePattern software.

The structures of the Ni(l11) complexes formed upon oxidation of the
Ni(Il) complexes with KO were investigated by EPR spectroscopy. The
EPR measurements were carried out at the HUN-REN Research Centre
for Natural Sciences, Centre for Structural Science, with the assistance
of Dr. Nora Veronika May. Spectra were recorded on a Bruker
ELEXSYS E500 spectrometer at 77 K.

The SOD activities of the Ni(Il) complexes were evaluated using two
different methods. In the case of McCord-Fridovich assay, spectra were
recorded with an Agilent Technologies Cary 8454 diode-array UV-Vis
spectrophotometer. The method developed in this work was performed
using an Applied Photophysics SX-20 stopped-flow spectrometer. Data
processing was carried out using Microsoft Excel, while Kkinetic traces
were fitted using the Scientist software package.
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1. New scientific results

1. We have demonstrated that modification of the functional groups
involved in the coordination sphere of the wtNiSOD nickel
complexes significantly affects the thermodynamic properties of
the complexes and their oxidation to Ni(ll1).

1.1. We have confirmed that the simultaneous coordination of the
cysteine residues at positions 2 and 6 of the wtNiSOD peptide is
essential for the formation of Ni(Il) and Ni(Il1l1) complexes whose
coordination modes are essentially the same as those found in the
reduced and oxidized forms of the NiSOD enzyme. These amino
acid residues are also crucial for pronounced SOD activity.

The acid-base and metal-binding properties of the wtNiSOD-HC
(HCDLPHGVY) and wtNiSOD-HH (HHDLPCGVY) peptides differ
significantly from those of the wtNiSOD parent peptide. Although these
peptides have identical amino acid compositions, the different positions
of the histidine residues result in markedly different coordination modes,
as confirmed by the individual UV-visible and CD spectra of their [NiL]
complexes (Figure 4). Based on our results, we concluded that cysteine
in the secondary position of the peptide chain is crucial to establish the
square-planar geometry in the reduced form of NiSOD, while the distant
cysteine may affect the redox properties of the Ni(Il)/Ni(Ill) redox
couple.
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Figure 4: Individual UV-Vis (A) and CD (B) spectra of the [NiL]~ complexes
with wtNiSOD-HC (black) and wtNiSOD-HH (red)

The Ni(ll) complexes of wtNiSOD-HH and wtNiSOD-HC remain
intact using KO> as an oxidizing agent, and only the existence of free O2™
anion was observed in the EPR spectra. Analysis of the mass spectra of
the oxidized samples revealed that the Ni(ll) complexes form adducts
with the O.". Furthermore, the Ni(ll) complex of the wtNiSOD-HH
peptide was found to form an adduct with dissolved molecular oxygen
even in the absence of an oxidizing agent, as confirmed by mass
spectrometry.

1.2. We have demonstrated that the substitution of the histidine residue
at position 1 significantly influences the metal binding properties
of the peptides.

In the wtNiSOD-CC peptide, the N-terminal histidine residue is
replaced by cysteine. In the [NiHL]>*~ complex, the Ni(ll) ion is
coordinated in a square-planar geometry by the N-terminal amino group
and the thiolate groups of the three cysteine residues. This coordination
mode yields high thermodynamic stability of the complex and shifts the
formation of the (NH2, N-, S-, S°) coordination mode, characteristic of
the reduced form of the NiSOD enzyme, to the alkaline pH range.
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Consequently, among the nine-residue peptides investigated, the
wtNiSOD-CC exhibits the highest nickel binding ability at physiological
pH.

In the wtNiSOD-RC ligand, the N-terminal histidine residue is
replaced by arginine. The complex formation processes start at
approximately pH 5, however, the [NiL] complex with the (NH2, N, S-,
S7) coordination mode is already formed under these conditions and
remains the predominant species over a broad pH range. The Ni(ll)
binding ability of this ligand is comparable to that of the wtNiSOD
peptide.

Upon oxidation of the Ni(ll) complexes, the formation of Ni(lll)
species was not observed in the EPR spectra. Nevertheless, the addition
of the Ni(ll) complexes to a potassium superoxide (KO2) solution
resulted in substantial consumption of the O.", indicating that these
complexes efficiently catalyze the dismutation of superoxide.

1.3. We have demonstrated that additional methyl groups located in
close vicinity to the donor groups involved in the coordintaion of
Ni(Il) influence the complex formation processes of the peptides.

In the wtNiSOD-Pen peptide, the L-cysteine residue at secondary
position is replaced by D-penicillamine. In contrast to the penicillamine
residue, all other amino acids in the peptide sequence possess the L
configuration. This stereochemical difference enables the coordination of
the penicillamine thiolate group that is selectively monitored by CD
spectroscopy at 310 nm, as demonstrated by the CD spectra shown in
Figure 5.
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Figure 5: The CD spectra of Ni(ll)/ligand 1:1 system as a function of pH for
the wtNiSOD (A) and the wtNiSOD-Pen models (B). (Cwtnisop = 1.5 mM;
CwiNisop-pen = 2.00 mM; I =1cm; T=25°C; 1 =0.2 M KCI)

The wtNiSOD-NMe ligand was obtained by methylation of the N-
terminal amino group of the wtNiSOD peptide. The resulting peptide
exhibits acid—base properties that are nearly identical to those of the
parent wWtNiSOD peptide. Furthermore, the two ligands exhibit very
similar metal-binding properties. However, in the alkaline pH range, an
additional base consumption process is observed with wtNiSOD-NMe
that is absent in the wtNiSOD system. According to literature data, this
process is attributed to the deprotonation and coordination of an
additional amide nitrogen and the thiolate group of the amino acid residue
at position 2 becomes non-coordinating.

Upon oxidation of the Ni(ll) complexes, the EPR spectra exhibited the
superhyperfine triplet splitting characteristic of Ni(Ill) complexes with
axial nitrogen coordination (Figure 6). The determined EPR parameters
differ slightly from those of the Ni(111) complex of the wtNiSOD peptide.
This difference can be attributed to the electron-donating effect of the
methyl group, which influence the spin density localized on the in situ
generated Ni(ll1) ion.

11
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Magnetic field (mT)

Figure 6: X-band EPR spectra recorded at 77 K in the Ni(Il)/wtNiSOD
(A), the Ni(11)/wtNiSOD-Pen (B) and the Ni(ll)/wtNiSOD-NMe (C) systems
after in situ oxidation (black) and the simulated EPR spectra (red).

2. We have demonstrated that the wtNiSOD-dim ligand is capable of
coordinating multiple nickel ions.

2.1. We have confirmed that the wtNiSOD-dim peptide forms dinuclear
nickel complexes even at nearly equimolar metal ion to ligand
concentration ratios.

The Ni(ll)-binding property of the peptide was investigated at
physiological pH using CD spectroscopy. The results demonstrated that
the peptide is capable of bindinig up to three Ni(ll) ions through the
coordination of additional amide nitrogen donor atoms. The kinetics of
the complex formation process between the peptide and Ni(ll) was
subsequently  investigated by capillary  electrophoresis—mass
spectrometry (CE-MS) at a metal ion to ligand concentration ratio of
0.9: 1. The results revealed that the rate of complex formation is
relatively slow and that dinuclear species are formed even at nearly
equimolar solution. The complex formation process was further studied
at a 2:1 metal ion to ligand concentration ratio. At physiological pH, both

12
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nickel ions possess the (NH2, N7, S™, S7) coordination mode characteristic
of the reduced form of the NiSOD enzyme. This leads to the formation
of dinuclear Ni(ll) complex with high thermodynamic stability
(Figure 7).
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Figure 7: The distribution of the complexes formed in the
Ni()/wtNiSOD-dim 2:1 system and the absorbance at 450 nm obtained by
UV-vis spectroscopy as a function of pH (cnigy = 2.4 mM; T = 25 °C;
1=0.2 M)

2.2. We have demonstrated that, upon oxidation of the Ni(Il) complexes
of wtNiSOD-dim, both the metal to ligand concentration ratio and
the pH significantly influence the structures of the resulting
Ni(I11) complexes.

The EPR spectra obtained upon oxidation of Ni(Il)/wtNiSOD-dim
systems at different metal to ligand concentration ratios and pH values
are shown in Figure 8A, while the simulated component EPR spectra are
presented in Figure 8B. In the Ni(ll)/ligand system with a 2:1 metal to
ligand concentration ratio and in the equimolar system at physiological
pH, the Ni(l11) complexes (denoted as (a) and (e) in Figure 8) exhibit the
coordination mode characteristic of the oxidized form of the NiSOD
enzyme. In contrast, the EPR spectra of the 1:1 systems above pH 9 can

13
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be adequatly simulated by considering the formation of three Ni(lll)
species. In spectrum (b), a broadened EPR signal is observed as a
consequence of antiferromagnetic coupling between the two
paramagnetic Ni(lll) centers. The superhyperfine quintet splitting
observed in spectrum (c) arises when both imidazole nitrogens (I = 1) are
bound to the axial position at the Ni(lll) center. In spectrum (d), the EPR
parameters confirm that the unpaired electron is located in the d,2_,2

orbital and the coordination of the donor groups provides strong w
backdonation. This coordination mode is envisioned when the thiolate
groups as well as the amide nitrogen coordinate to Ni(lll) in an elongated
octahedral crystal field.

A CulCy pH B

211 11.80 R
211 7.86

11 11.80

d
n 10.54 v ¢,
14 9.18
u 902 _/\/— AN
171 8 01 a,

260 280 300 320 340 360 380 260 280 300 320 2340 260 280
Magnetic field (mT) Magnetic field (mT)
Figure 8: A: X-band EPR spectra recorded in the Ni(I11)/wtNiSOD-dim
system after in situ oxidation (black) recorded at 77 K and the simulated EPR

spectra (red) after the superposition of the individual spectra. B: Component
EPR spectra of the nickel(I11) complexes (a,-¢,) obtained by the simulation.

3. We have confirmed that the SOD activities of the model systems
are similar to that of the wtNiSOD Ni(Il) complex when the
thiolate groups of two cysteine moieties coordinate

14
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symultaneously to he metal ion. The replacement of one thiolate
group with another donor group significantly reduces the SOD
activity.

According tot the McCord — Fridovich SOD assay, the characteristic
ICso values of the complexes formed with the wtNiSOD-CC és -NMe
peptides are on the same order of magnitude but somewhat higher than
that of the Ni(Il) complex of the wtNiSOD peptide. In the case of the
wtNiSOD-RC complex, smaller 1Cso was obtained (Table 1). This
enhanced SOD activity is probably due to the positively charged arginine
moiety that promotes the binding of the negatively charged O>™ to he
metal center. Only one thiolate group is cordinated to Ni(ll) in the
complexes of wtNiSOD-HC and wtNiSOD-HH and the corresponding
ICso values are one and two orders of magnitude bigger than that of the
wtNiSOD - Ni(ll) system, respectively.

Table 1: ICs values and catalytic rate constants of the Ni(Il) complexes of
the peptides determined at pH 7.8.

ICso values (UM) Kmecr (M 1s1)?
wtNiSOD 3.9+0.2 6.9 x 10°
wtNiSOD-HC 37.4+0.3 7.2 x 10*
wtNiSOD-HH 3415 7.9x10°
wtNiSOD-CC 72 3.8x10°
WtNiSOD-NMe 6.3+0.8 4.6 x10°
WINiSOD-RC 1.7+£05 1.6 x 10°

& Kmecr = Knet X [NBT] / 1Cs0, knet =59400 M-ist

4. We have successfully developed a novel SOD activity method using
the sequential stopped-flow technique.

15
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Potassium superoxide (KO2) is used as a source of the superoxide
radical anion (O.™). KOz is readily soluble in dimethyl sulfoxide
(DMSO) but decomposes in water, whereas the metal complexes
investigated in this work are prepared in aqueous solution. To circumvent
this incompatibility, the SOD activity measurements were carried out in
a 1:1 (V/V) water/DMSO solvent mixture. Mixing water and DMSO is
not instantaneous process, and the inhomogeneities cause spectral
interferences in the absorbance measurements. The problem was resolved
by mixing KOz solution in DMSO with water in 1:1 ratio in the first step
of the sequential stopped flow experiments. After 40 s incubation
periode, this mixture was reacted with the Ni(ll) complex dissolved in
1:1 water : DMSO solution that also contained HEPES buffer. Kinetic
traces were recorded at 260 nm using a 2.00 mm optical path-length. This
method enables the use of high superoxide concentrations, thereby
providing conditions that closely resemble true catalytic conditions.
Furthermore, it allows direct monitoring of changes in the concentration
of O™, and fitting of the kinetic traces provides additional insight into
the mechanism of the superoxide dismutation reaction.

5. We have demonstrated that significant SOD activity is observed in
the dismutation reaction only when the concentration of the Ni(Il)
complex exceeds that of the corresponding Ni(Ill) complex in the
catalytic cycle. Furthermore, we have also identified an additional
reaction step leading to the desactivation of the catalyst via the
formation of an inactive complex.

Analysis of the kinetic traces obtained using the method described
above revealed that, in addition to the catalytic dismutation cycle, an
additional reaction path is also operative. To investigate this process, the
Ni(ll) complexes were oxidized with potassium superoxide (KO2), and
the resulting products were analyzed by mass spectrometry. The final

16
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products were identified as Ni(Il)-containing species in which the thiolate
groups had undergone oxidation, leading to the formation of sulfoxide,
sulfone, and sulfonic acid groups, as well as disulfide bridges. Since the
Ni(Il) complexes are stable in the abscence of the oxidant, we propose
that the catalytically inactive species, denoted as Ni*, is formed through
the intramolecular redox degradation of the Ni(lll) complexes. The
proposed reaction mechanism in the studied systems is shown in
Figure 9.

0, O, 20, +2H" f H; 0, + 0,
ks K
Nill Nill 4 [Ni*]
N i,
0, H,0,

Figure 9: The dismutation reaction of superoxide ion and the degration of
the nickel complexes. L = wtNiSOD, wtNiSOD-Pen or
wtNiSOD-CC (n = 1); L = wtNiSOD-dim (n = 2)
Using the kinetic parameters obtained from fitting of the kinetic traces
according to the proposed kinetic model, the time-dependent

concentration profiles of the Ni(ll) and Ni(lll) complexes as well as Ox™
were calculated. These concentration profiles are shown in Figure 10.

The calculated concentration profiles demonstrate that, for the
WENISOD and wtNiSOD-CC models, the concentration of the Ni(ll)
complex remains higher compared tot he Ni(l11) complex throughout the
reaction, resulting in more efficient superoxide dismutation. In contrast,
for the wtNiSOD-Pen and wtNiSOD-dim models, the Ni(Ill) complex
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rapidly accumulates during the initial stage of the reaction and
subsequently becomes the predominant species, exceeding the
concentration of the Ni(ll) complex. The results also indicate that
intramolecular redox degradation must be considered even for the
wtNiSOD model complex, although this phenomenon has not previously
been reported for the native NiSOD enzyme. This discrepancy is likely
attributable to the structural stabilization provided by the protein matrix
in the enzyme, which is proposed to suppress further oxidative
degradation processes.
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Figure 10: Calculated concentration profiles of each species as a function
of time during the decomposition of superoxide anion in the presence of the
catalyst (L refers to wtNiSOD (A), wtNiSOD-Pen (B), wtNiSOD-CC (C) and
WtNiSOD-dim (D)). Blue: Ni''L, red: Ni"'L, green: Ni* (left axis); black: O,
(right axis). (c(027)° = (9 - 16) X 10™* M; Ceomplex’ = (4 - 10) x 10°® M;

A =260 nm; | =2,00mm; T =25 °C)
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V. Possible utilization of the results

In this work, we investigated the acid—base and metal-binding
properties of various NiSOD model peptides, as well as the superoxide
dismutase (SOD) activities of their Ni(Il) complexes.

The characterization of these peptides and their nickel complexes
contributes to a better understanding of the roles of the functional groups
responsible for metal coordination and catalytic activity in the
dismutation reaction catalyzed by NiSOD.

The SOD activity assay developed for a sequential stopped-flow
instrument provides an unique opportunity to investigate the reaction
mechanism between individual metal complexes and the superoxide
anion radical. Moreover, this method is not limited to the complexes
investigated in the present study but is also applicable to the evaluation
of the SOD activity of other compounds with antioxidant properties.
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