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I. Bevezetés, célkitiizések

Mar régota ismert, hogy egyes fémionok bar csak kis mennyiségben fordulnak el6 az
¢lé szervezetekben, fontos szerepet jatszanak szamos biokémiai folyamat iranyitdsaban. A
bonyolult bioldgiai folyamatok megértésében segitséget nytjthatnak a modellrendszerek
vizsgélata soran szerzett informéciok. Az €16 szervezetekben el6forduld ligandumok koziil a
fehérjék képesek legerdsebben megkotni a fémionokat; e makromolekuldkat peptidekkel
modellezhetjiik. A metalloenzimek aktiv centrumaban a fémiont a protein oldalldncaban
talalhato kiilonb6z6 funkcids csoportok rogzitik. Munkank sordn a leggyakoribbak koziil
kettd: az imidazol- és a tioétercsoport szerepét tanulmanyoztuk.

A tioétercsoport szerepe az enzimekben, illetve a komplexképzddésre gyakorolt hatasa
kevésbé tisztazott. Az irodalombol ismert, hogy ezen soft donoratomot nagyfoku
fémionszelektivitds jellemzi, s a koordinacidja nagymértékben fligg egyéb donoratomok
jelenlététol. Célul tiztik ki tehét a tioétercsoport koordinaciojanak vizsgalatat a fémionok
széles korében, s a donorcsoportot kiilonbozo kérnyezetben tartalmazo ligandumok esetén. A
valasztott kétértéki fémionok kozott talalhatok a 3d (Co™", Ni*', Cu?", Zn®), a 4d (Pd*", Cd*)
és a focsoportbeli elemek (Pb>") kozé sorolhatok is. A ligandumok kére a metionin
aminosavat kiilonb6zé szdmban és helyzetben tartalmazé di- és tripeptidekre terjedt ki
(GlyMet, MetGly, MetGlyGly, GlyMetGly, GlyGlyMet, MetMetAla, MetGlyMet é&s
MetMetMet).

Az emlitett fémionok koziil az Pb(Il)ion peptidekkel valdé kolcsonhatdsara az
irodalomban kevés adat talalhatd, amelyekkel valo Osszevetést neheziti, hogy tobbségiik az
altalunk alkalmazottdl eltérd koriilményekre vonatkozik. Ezen fémion vizsgalatat mérgezo
sajatsaga is indokolja, hiszen a szervezetre gyakorolt karos hatdsdban is fontos szerepet
jatszhat kolcsonhatdsa bioligandumokkal, kiilonosen proteinekkel, peptidekkel. Mindezek
miatt céljaink kozott szerepelt az Pb(Il) aminosav- és peptidkomplexeinek szélesebb korii
vizsgalata is. A tioéterkén szerepe mellett tanulmanyoztuk mds oldallancbeli donoratomok,
nevezetesen a hidroxil- és karboxiloxigén, a tiolkén és az imidazolnitrogén,
komplexképzddésre gyakorolt hatasat is.

Az imidazolnitrogén szinte valamennyi metalloenzim esetén elsddleges
fémmegkotohely, ezért hatasara vonatkozoan igen sok irodalmi adat all rendelkezésre. Ezek

egy része konkrét metalloenzimek vizsgalataval foglalkozik, egy masik csoportja pedig



modell rendszerekben tanulmanyozza az imidazolnitrogén szerepét; ez utobbi csoportba
tartoznak a hisztidintartalmt peptidek fémkomplexeire vonatkoz6 munkak.

Igen érdekes, imidazolhidas szerkezetli enzim a szuperoxid-diszmutdz (SOD), amely a
légzési folyamat koztitermékeként képzd8dd szuperoxid gyodkanion diszproporcionalodésat
katalizalja. Ezen anion, illetve a beldle képzodd szabadgyokok felhalmozodasa olyan
betegségek kialakulasdhoz vezethet, mint a szivinfarktus, az iziileti gyulladés, a rak illetve
egyes idegrendszeri rendellenességek, mint a Parkinson kor. Az enzim egyik csoportjat

képez0, a Cu,Zn-SOD-ok aktiv centrumaban (lasd az

abran) a rézhez és a cinkhez koordinalodo két-két
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Hise 7’“\&,_%69 amelyek a rézkotdhely esetén egy tripeptiddel
i N (HisValHis), mig a cinkkotdhely esetén egy

tetrapeptiddel (HisValGlyAsp) modellezheték. Az
enzim aktiv centrumdban a két iont egy hid hisztidinoldalldnc koti 6ssze, amely a cinkhez a
piridin-, a rézhez pedig a pirrol-tipust nitrogénen keresztiil koordinalodik. Az értekezésben
vazolt munka egyik tovabbi teriilete az elobb emlitett, védett lancvégi amino- ¢&s

karboxilcsoporttal rendelkezé két peptid Cu(Il)- és Zn(II)komplexeinek vizsgalata volt.
I1. Alkalmazott vizsgalati modszerek

A vizsgalt ligandumok koziil a SOD modell vegyiiletek nem kaphatok kereskedelmi
forgalomban, ezeket a loannina-i Egyetemen (Gorogorszag), egy 6 honapos tanulmanyut
soran (Marie Curie 0sztondij) allitottam eld szilardfazisu peptidszintézissel, H-Linker-CLTR
gyantat ¢és Fmoc-véddcsoporttal ellatott aminosavakat hasznalva. A HPLC-s tisztitast
kovetden az eldallitott anyagok tisztasagat NMR spektroszkopids modszerrel, valamint a
szabad ligandum pH-potenciometrias titralasaval ellendriztiik.

Az egyensulyi vizsgalatok soran a ligandumok savi disszociacios allandoéit, valamint a
torzs- €és vegyesligandumt rendszerekben képzddé komplexek Osszetételét és stabilitasi
allandéjat pH-potenciometrias modszerrel hataroztuk meg (T=278K, I=0,2 mol-dm™ (KCI, ill.
KNOs)). A stabilitasi dllandok szamitasat a PSEQUAD szamitdégépes programmal végeztiik.
A képzodé komplexekben megvalosuldo kotésmodok meghatarozasara spekroszkopias

modszereket (UV-lathato spektrofotometria, CD, ESR, 'H NMR, B3cd NMR) alkalmaztunk.



I11. Uj tudomanyos eredmények

1. A tioéterkén donoratom koordinaciéjanak fémionfiiggése

A peptidek oldallancaban taldlhatd tioétercsoport komplexképzddésre gyakorolt hatdsa
jelentdsen eltér az egyes fémionok esetén. A kialakulé komplexben a tioéterkén donoratom ¢€s
a fémion kozott 1étrejovo kolesonhatas erdssége alapjan az alabbi csoportok kiillonboztethetok

meg:

1.1. A Zn(Il)-, Co(Il)-, Cd(II)- és Pb(Il)ionokkal képzédd [ML]" 6sszetételid
komplexben a vizsgalt metionintartalma peptidek (NH,,CO) koordinacidja valosul meg, a

tioéterkén donoratom kotédése gyakorlatilag kizarhato.

1.2. A Cu(IT)- és Ni(I)ionnal valé komplexképzddés soran a tioétercsoport hatasa
csak masodlagos, a meghataroz6 szerepet a peptidlanc tolti be.

e Valamennyi vizsgalt tripeptid [NiLH.,]" Osszetételli komplexében, a peptidekre
altalanosan jellemzé koordindciés mod ((NHp,N,N,COQO’)) valosul meg. A
tioétercsoport gyenge koordindcidja csak az N-termindlis helyzetben metionint
tartalmazo tripeptidek [NiL]" 6sszetételii, oktaéderes komplexében mutathaté ki.

e Cu(Il)ion esetében a tioétercsoport térbeli helyzetétdl fiiggben a kénatom is
kotodhet egyes komplexekben, melyek sztochiometriai Osszetétele és a peptid
aminosavszekvencidja kdzott szoros Osszefiiggést mutattunk ki.

Az N-terminalis helyzetben glicint tartalmazé peptidek [CuL]" dsszetételii komplexében
az aminonitrogén és a szomszédos karboniloxigén koordinalédik a fémionhoz. Utobbi
donoratomot a tioéterkén valtja fel a fémion koordinaciés szférajaban, ha metionin
talalhato N-terminalis helyzetben (MetGlyGly, MetMetAla, MetGlyMet ¢és
MetMetMet). Az eltéré koordinacidé nem eredményezi a stabilitasi alland6 jelentOs
valtozasat, de az UV-lathat6 és CD spektrumokban 320-330 nm koriil megfigyelheté CT
sav bizonyitja a Cu(I)-S kolcsonhatés 1étrejottét.

Ha a tripeptid kozbensé helyzetben tartalmaz metionint (GlyMetGly, MetMetAla és
MetMetMet) a CT sav (az UV spektrumban ~310 nm-nél, mig CD spektrumban 340-
360 nm tartomanyban) a [CuLH.;] komplex képzddésével parhuzamosan jelentkezik. Az
ESR spektrumok és az CD atmenet ellentétes eldjele a tioétercsoport ekvatorialis

koordinacidjat valosziniisitik.



A GlyGlyMet, MetGlyMet ¢és MetMetMet [CuLH.,]” 0Osszetételi komplexeiben a
(NH,,N,N,COQ) és a (NH,,N",N",S) koordinacios mod is megvalosulhat. A kétféle, egymassal
egyensulyban 1évé izomer ESR paraméterei eltérdek, igy oldatbeli aranyuk meghatérozhatod

volt az egyes ligandumok esetén.

1.3. A Pd(ID)ion szdmara a tioétercsoport az elsodleges fémionkotohely, amely pH-
tol fiiggetleniil koordinalédik.

e A peptid oldallancaban talalhato tioéterkén donoratom kotddése a képzddod
komplexek kiemelked6 termodinamikai stabilitasat ¢és az atmenetifém-ionok
peptidkomplexeire jellemzo6tdl eltérd szerkezetek kialakulasat eredményezi.

e A C-terminalis, illetve kozbensd helyzetben metionint tartalmazo tripeptidek
tioétercsoportja horgonydonorként viselkedik, igy az amidnitrogén deprotonaldédasa €s
koordinalédasa mar erdsen savas kozegben bekovetkezik, (NH,, N ,N',S) illetve (NHo,N',S)
koordinéci6 alakul ki.

e Ezzel ellentétben a tioétercsoport kotddése gatolja a téle a C-termindlis lancvég
iranyaban taldlhatd peptidcsoport deprotonalddasat, igy ez a folyamat a MetGlyGly
esetében nagyobb pH-n jatszodik le, mig a GlyMetGly masodik amidnitrogénje a teljes
vizsgéalt pH-tartomanyban protonalt marad, vagyis dipeptidszeri viselkedés
tapasztalhato.

e Utobbi ligandum esetén egy- és haromfogt molekulékat tartalmazo6 biszkomplexek
képzddését is kimutattuk, ezek kotési izomereit a tioéter/amino-koordinacié pH-fiiggése
¢s az NMR spektrumok alapjan azonositottuk.

e N-termindlis metionint tartalmazé peptidekkel képz6dd biszkomplexekben

ellenben az amino- és a tioétercsoport kotddésével hattagt kelatgytr képzodik.

1.4. A donorcsoport fémionszelektivitdsat kihasznalva tioéterhidat tartalmazé vegyes
fémkomplexek allithatok elo.

Koordinative telitetlen Pd(Il)komplexek ([Pd(dien)]*" illetve [Pd(GlyMetH.,)]) szabad
koordinaciés helyére Cu(Il)- illetve Ni(Il)komplexek nem koordinalodd oldallancaban
talalhato tioétercsoport kotddésével képzddd vegyes fémkomplexeket is vizsgaltunk. A
kolcsonhatas igazoldsara és egyensulyi allandé szamitasara kozvetlen modszerként a
spektrofotometria, illetve siknégyzetes, diamagneses Ni(Il)komplexek esetében az NMR

spektroszkopia alkalmazhato.



Megallapitottuk, hogy a képzédé vegyes fémkomplex stabilitdsa kisebb, ha a
Pd(ID)térzskomplex tartalmaz kén donoratomot ([Pd(dien)]*" és [Pd(GlyMetH. )] eredményeit
Osszevetve), ami a két komplexbeli Pd(Il)ion eltérd soft karakterével magyarazhato. A
kolcsonhatas mértékét az is befolydsolja, hogy a hid szerepét betdltd tioétercsoport mely
fémion (Cu(Il)- vagy Ni(Il)) komplexének nem koordinal6d6 oldallancaban talalhat6. Pd(II)-
¢s Cu(Il)iont tartalmaz6 vegyes fémkomplex stabilitasi allandoja kisebb, mint a megfeleld
Pd(II)- ¢és Ni(Il)iont tartalmazdé komplexé. Ennek oka feltehetden az oldallancbeli

donorcsoport és a Cu(Il)ion kozotti igen gyenge axialis kolcsonhatas.

2. Aminosavak és peptidek Pb(II)komplexei

Az Pb(Il)ion az aminosavakkal és peptidekkel igen kis stabilitdsu komplexeket képez,
a peptidek amidnitrogénjének deprotonalddasa és koordinalédasa nem kovetkezik be. Egyes
oldallancbeli donoratomokkal kialakuld kolcsonhatas azonban ndveli a komplexképzddés
mértékét.

e Kimutattuk, hogy a tioéter-, a karboxil- és az imidazolcsoportot tartalmazo
aminosavak komplexének stabilitasa nagyobb, mint a legegyszerlibb aminosav, a glicin
megfeleld komplexéé. A tioéterkénatom és a fémion kozotti gyenge kolcsonhatds azonban
csak abban az esetben valosulhat meg, ha az Pb(Il)iont a ligandum masik két donoratomja
kelatként koti, s a kénatom koordinaldédasaval még egy ottagu kelat alakulhat ki (példaul az S-
metil-cisztein Pb(Il)komplexében). A hisztidin és az S-metil-cisztein esetében az oldallancbeli
donorcsoport koordinalodasat NMR  spektroszkopids modszerrel is igazoltuk. Az
eredményeink az irodalmi adatoktdl egy ponton térnek el jelentdsebben: a biszkomplexek
képzddését, az irodalommal ellentétben, nem tudtuk kimutatni.

e A Pb(IDkomplex kismértékli stabilitasndvekedését eredményezi, ha a peptid N-
terminalis helyzetben aszparaginsavat illetve hisztidint tartalmaz. Utobbi esetén az
oldallancbeli donoratommal kialakul6 kdlcsonhatdst az NMR spektrumok is bizonyitjak.

e A vizsgalt harom tiolcsoportot tartalmaz6 peptid a tiolatkén donoratommal kialakuld
erds kolcsonhatds kovetkeztében a tobbi peptidnél 1ényegesen jobb komplexképzd. A {6
koordinacios hely szerepét a tiolcsoport tolti be, emellett a kénatommal kelatképzé helyzetben
1évo egyéb donoratomok is koordinalédnak, a peptidnitrogén deprotonalédasa azonban ezen

ligandumok Pb(I)komplexeiben sem kovetkezik be.



A tiolokhoz val6 nagy affinitdsa kovetkeztében az Pb(Il)ion a Zn(IT)ionnal valod
kompeticid sordn kiszorithatja a Zn(II)-t a tiolcsoportot tartalmazd metalloenzimekbdl,
valamint a cinkujjakbol. Tobbek kozott ez a kodlcsonhatas is okolhatdo az Pb(Il)ion €16

szervezetre gyakorolt karos hatasaért.

3. A Cu,Zn-SOD aktiv centrumat modellezé peptidek Cu(Il)- és Zn(II)komplexei

Megallapitottuk, hogy az enzimbeli aminosavszekvenciat kiugré fémmegkotd
képesség jellemzi. Az AcHisValHisNH; és AcHisValGlyAspNH; jé komplexképz6 a Cu(Il)- és
Zn(IT)ion szamara.

e Az enyhén savas oldatban jelenlévd, ML 0Osszetételii komplexekben az enzimhez
hasonlé modon, makrokelat szerkezet jon 1étre.

e Az amidnitrogén deprotondloddsa a ligandumok Zn(II)komplexeiben nem
kovetkezik be. A Cu(Il)ion esetén azonban az oldallancbeli donorcsoportok horgonydonor
szerepet toltenek be, azaz kotddésiik eldsegiti az amidnitrogének deprotonalodasat és
koordinalédasat. Az AcHisValHisNH,-dal lagos kozegben [CulLH.;] és [CuLH_;]" komplexek
képzddnek, melyekben a peptid négy nitrogén donoratomja koordinaldédik a fémionhoz. Mig
az elébbiben a két deprotonalddott peptidnitrogén mellett a két imidazolnitrogén koétddik, az
utébbiban a deprotonalodd acetamidocsoport felvaltjia az N-termindlis hisztidin
imidazolcsoportjat. Az AcHisValGlyAspNH, erésen ligos oldatban képz3ds, [CuLH.4]*
Osszetételli komplexében pedig a négy deprotonalodott amidnitrogénen keresztiili koordinacio
kialakulasat feltételezziik.

e Az N-acetil-hisztaminnal képzddd vegyesligandumti komplexek stabilitisa nem
kiugrd, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az enzimbeli tobbmagvu szerkezet 1étrejittében

nem specifikus fémion-ligandum kolcsonhatas kialakuldsa, hanem az enzimfehérje

crer



IV. Az eredmények hasznositasi lehetdségei

Munkank soran egy bioldgiai szempontbol igen jelentds vegyiiletcsoport, a peptidek
komplexképzd sajatsagait vizsgaltuk. Eredményeink és a bel6liik levonhatd kovetkeztetések
egyes biologiai folyamatok, hatdsok megértéséhez, 1) ligandumok tervezéséhez
szolgaltathatnak hasznos informaciokat. A fémion-tioéterkén kolcsonhatas vizsgalatanak
fontossagat tamasztja ala a kék rézproteinekben betoltott szerepiik mellett az is, hogy a
daganatos megbetegedések kezelése soran alkalmazott platinatartalmu kemoterapikumok (pl.
ciszplatin) hatasmechanizmusaban, a szervezeten beliili transzpontjaban és mérgezd hatasaban
is a Pt-tioéterkén kotést tartalmazo komplexek kialakuldsdnak fontos szerepét valoszinisitik.
A platinat modellezé Pd(II)komplexekre kapott eredményeink azt mutatjak, hogy a tioéter
kénatom elsédleges fémmegkotdhely, s amennyiben nitrogén donoratomokkal kelatképzo
helyzetben van, koordinéacidja termodinamikailag is stabilis lehet.

A vegyes ligandumu, vegyes fémkomplexek elektrontranszfer rendszerek modelleinek
tekinthetdk, a folyamatok értelmezése soran szolgéltathatnak hasznos informaciodkat.

A természetes enzimfunkcidt utdnzo kismolekulatomegli vegyiiletek, szintetikus
enzimek a betegségek kezelése soran potencialis gyogyszerek lehetnek. Az enzimhez hasonlo
szerkezetli és koordindcidos modu komplex esetén jelentds enzimaktivitast varhatunk, tehat
modell ligandumok Cu(Il)- és Zn(Il)ionnal képezett komplexeinek oldategyensulyi vizsgalata

segitségiinkre lehet potencialis SOD mimetikus komplexek kivalasztasa soran.
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