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Az értekezésben eléfordulo roviditések magyarazata

SOD szuperoxid-diszmutdz (enzim)

SPARC Secreted Protein, Acidic and Rich in Cystein

N(Im) imidazolnitrogén

N- deprotonalt amidnitrogén

PrP prion protein

Ha hisztamin

V4 benzil-oxi-karbonil (védécsoport)

Ac acetil-csoport (véddcsoport)

Fmoc 9-fluorenil-metiloxi-karbonil (véddcsoport)

BIM bisz(imidazol-2-il)metan

BIMA bisz(imidazol-2-il)metil-amin

BIP 3-[bisz(imidazol-2-il)]-propionsav

DMF dimetil-formamid

TBTU 2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium tetrafluoroboratot
HOBt N-hidroxi-benztriazol

TIS triizopropil-szilan

DIEA N,N-diizopropil-etilamin

EDT etilén-diamin-tetraccetsav

PMDT pentametil-dietiléntriamin

Et,O dietil-éter

TFA trifluor-ecetsav

ACN acetonitril

DCM diklérmetan

NHE normal hidrogén elektrod

SCE telitett kalomel elektrod

NBT nitroblue-tetrazdlium-klorid

PEG polietilén-glikol

Me metil

A vagy Ala alanin T vagy Thr treonin
D vagy Asp aszparaginsav V vagy Val valin
E vagy Glu glutaminsav W vagy Trp triptofan
F vagy Phe fenilalanin Y vagy Tyr tirozin
G vagy Gly glicin

H vagy His hisztidin

K vagy Lys lizin

M vagy Met metionin

N vagy Asn aszparagin

P vagy Pro prolin

Q vagy GIn glutamin

R vagy Arg arginin

S vagy Ser szerin
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1. BEVEZETES

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

A fémionok koziil a fehérjék elsdsorban a réz(Il)-, nikkel(Il)-, cink(II)-
¢és kobalt(II)ionok szamara jelentenek fontos kotéhelyet. Ezen fémionok koziil
a kotott formaban eléforduld réz(Il)ion tobbféle szerepet is betolt az ¢€lo
szervezetben. A kiilonb6zo réz(Il)iont tartalmazd proteinek funkcidja a réz
széllitasahoz (ceruloplazmin), tarolasdhoz (metallothionein), illetve redoxi
folyamatok kataliziséhez kapcsolodik (szuperoxid-diszmutdzok, oxidazok,
oxigendzok, elektron-transzferproteinek). Ezekben a réz fdleg +2, illetve +1
oxidacios allapotban fordul eld.

A réz(Il)komplexek vizsgalata mellett érdemes tanulmanyozni a
ligandumok nikkel(Il)komplexeit is. A nikkel(Il)ion biologiai szerepét csak
1975-ben ismerték el, amikor az ureaz enzim nikkeltartalmat azonositottak. A
karbamid hidrolizisét katalizaldé uredzok szamos ndvényben és baktériumban,
de magasabb rendii él6lényben is megtalalhatok. Aktiv centrumuk két
nikkel(IT)iont tartalmaz, melyekhez két-két imidazolgyiiri és egy-egy
vizmolekula kotédik'. A két fémiont egy aminocsoportjan karbamilalt lizin koti
Ossze. Az uredzok mellett ma mar egyre tobb nikkeltartalmu enzim ismeretes.
Ezek kozott emlithetjiik meg a nikkel-vas hidrogenazokat®, amelyek a hidrogén
vizzé torténd oxidaciojat katalizaljak, valamint a metil-koenzim M-reduktazt’,
amelynek nikkeltartalmi koenzime, az F30 a szén-dioxid metanna alakulasaban
vesz részt. Szintén nikkelt tartalmaz a CO-dehidrogenaz®, ami katalizalja a
szén-monoxid reverzibilis oxidacidjat szén-dioxidda, valamint a nemrégiben
azonositott Ni(IT)-szuperoxid-diszmutaz enzim is>°.

A kobalt(Il)ion kisebb mennyiségben fordul el az €16 szervezetben,
jelenlétének  felismerése a  juhok és  szarvasmarhak  sorvadasos
megbetegedésének (amit Ausztralidban ,,partvidéki kornak” neveznek)
kezelésé¢hez kothetd. A Bjp-vitamint — amely kobalt(Ill)iont tartalmaz -
extrahdltdk a nyers majbol, és kimutattdk hatékonysagat a vészes
vérszegénység kezelésében. Ma mar ismeretes, hogy a Bj,-vitamin szamos
biokémiai folyamat koenzimje, melyek koziil a legfontosabb a vords vértestek
képzédése’. A Bj,-vitamin modellvegyiileteiben az is megfigyelhetd, hogy a
kobalt koordinacids szférdja sok tekintetben hasonlit a vas kotésmodjahoz a
hemben. Ugyan a kobalt bioldgiai szerepe nem olyan széleskord, mint a



Timidri Sarolta doktori (Ph.D) értefeeziés

nikkelé, a kobalt(Il)komplexek viselkedése analogiat mutat a cink(Il)iont
tartalmazd rendszerek viselkedésével, mely ion komplexei nehezen
vizsgalhatok. Igy a kobalt(IT)iont tartalmazé rendszerek vizsgalata értékes
informaciot adhat.

A kiilonb6z6 fémtartalmi enzimek, proteinek és egyéb peptidlancot
tartalmazo vegyiiletek legegyszeriibben olyan rendszerekkel modellezhetdk,
melyek kozponti ionként valamilyen atmenetifémiont, ligandumként
aminosavat, peptidet vagy azok szarmazékat tartalmazzak. Az elmult
évtizedekben szamos vizsgalatot végeztek, amelyek soran a fémion-fehérje
kolcsonhatasrol a modellvegyliletek segitségével gytijtottek informaciot.
Mindezen vizsgalatok azt mutattak, hogy a metalloproteinekben a fémionok
megkotésére leggyakrabban a peptidlanc oldallancbeli  donorcsoportjai
szolgalnak. Ezek kozott emlithetjiik meg a hisztidin imidazol oldallancat, mely
az egyik legfontosabb kotohelynek tekinthetd, ennek kdszonheten viselkedését
mar kiterjedten vizsgaltak.

A fémion — hisztidin imidazolnitrogén kolcsonhatasra szdmos példat
talalunk a metalloenzimek korében. A szénsavanhidrazban példaul a cink(IT)ion
harom imidazolgytirthdz®, mig a karboxipeptiddzban két imidazolgyiriihéz és
egy karboxilatcsoporthoz’ kapcsolodik. A fémion koordinacidja szintén részben
az imidazolnitrogéneken keresztiil valésul meg a kiilonb6z6 tipusu szuperoxid-
diszmutaz enzimekben is. Ezek koziil a baktériumokban Mn- és/vagy Fe-SOD-
ot azonositottak, amelyek szerkezete hasonlosagot mutat'™'"'2. Mindkét fémion
koriil trigonalis bipiramisos elrendezddés alakul ki, az ekvatoridlis sikban két
hisztidinnitrogén és egy aszparatil rész koordinalodik, a harmadik hisztidin és
egy oldoszermolekula axialisan kotodik. Minddssze néhany évvel ezelott
azonositottak a Streptomyces seoulensisben a legijabb SOD-enzimet, amely
cisztein kénatomokhoz kotve egy axialis hisztidin kapcsolodasaval nikkelt
tartalmaz™®. Az eukariotik sejtieiben miikodé Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz
enzim aktiv centrumaban is hasonlo koordinacios viszonyokkal taldlkozunk; a
réz(Il)ion négy imidazolnitrogénhez, mig a  cink(Il)ion harom
imidazolnitrogénhez és egy aszparaginsav karboxilatcsoportjahoz kapcsolodik.

Ezen enzim modellezésével az utdbbi években tobb kutatocsoport is
foglalkozott beleértve a Debreceni Egyetem Bioszervetlen Kémiai
Kutatocsoportjat is. Kisérleteik eredményeit dolgozatom irodalmi attekintés
cimi részében részletesen targyalom. Mivel egy adott modellkomplex szdmos
feltételnek kell, hogy eleget tegyen, a mai napig kihivast jelent a kutatok
szamara egy minden szempontbol megfeleld modellvegyiilet megtalalasa. A
kutatas kozel sem tekinthetd lezartnak, amely részben annak is koszonhetd,
hogy egyre inkabb hangsulyt kap a szervezetben felhalmoz6do szabad gyokok
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egészségkarositd hatasa. Ezen szabad gyokok a lebontd folyamatok soran
keletkeznek. A szervezet Oregedéséért is feleldsek, felhalmozodasuk kirivo
esetben idegrendszeri rendellenességekhez, tumorok kialakuldsdhoz, illetve
mas sejtkarosodas kovetkeztében fellépd betegségekhez vezethet.

A Cu,Zn-SOD enzim egyike azon specifikus enzimeknek, amelyek a
sejtekben a szabad gyokok elbontasat végzik. Szamos észrevétel bizonyitja,
hogy tobb szabad gyok termelddik az iddsebb allatokban, mint a
fiatalabbakban'’. Kimutattak, hogy az enzim mennyisége nagyobb a hosszabb
¢élettartamu allatokban, mint a rovidebb ideig ¢lokben. A legmagasabb szintet
az emberben mérték. Azok az alacsonyabb rendii 4llatok, amelyek extra
mennyiségben tartalmaztak bizonyos sejtjeikben a szuperoxid-diszmutazt, 40
%-kal tovabb éltek a kontrollallatoknal ™.

Munkénk soran célunk volt a kutatocsoportunkban kordbban eldallitott
lehetséges Cu,Zn-SOD modellvegyiiletek tovabbi jellemzése és a vizsgalatok
kiegészitése.

Harom 6 célt tiztiink ki. Mivel a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak
Cu(Il)-kotéhelyét  modellezd  peptidek  komplexképzd  sajatsagainak
tanulmanyozasat Cu(Il)-ionokkal mar korabban elvégezték, igy ezen ionok
jelenlétében csak néhany kiegészitd mérést végeztink. A tovdbbiakban
kiterjesztettiik a peptidlancban kiilonboz6 helyen és szamban hisztidint
tartalmazo védett peptidek oldategyensulyi jellemzését olyan fémionokra,
amelyek az élo szervezetben nyomelemként fordulnak eld; valasztasunk a
nikkel(1l)- és a kobalt(Il)ionokra esett.

Ezen vizsgalatokat kovetden az emlitett ligandumok Cu(Il)-
komplexeinek kémiai kisérleti modszerekkel kivitelezhetd hatasvizsgalatat
végeztik el. Munkank mdasodik fazisaban a peptidek és a bisz(imidazol-2-il)
szarmazékok Cu(ll)-ionokkal valo komplexképzodesének ismereteben azon
komplexek redoxi paramétereit hataroztuk meg, amelyekben a fémion
koordinacioja az oldallancban taldalhato imidazolnitrogéneken keresztiil
valosul meg. Célunk a Cu(ll)-komplexek redoxi sajatsagainak jellemzése volt
egy szisztematikus ciklikus voltammetrias kisérletsorozaton keresztiil.
Vizsgélataink soran valaszt kerestiink arra, hogy a peptidlancban helyet foglald
hisztidinek szama és elhelyezkedése hogyan befolyasolja a redoxipotencial
értékeket. A  mérések lehetdséget adtak annak eldontésére, hogy
redoxipotencial értékeik alapjan alkalmasak lehetnek-e ezek a komplexek a
szuperoxid gyokanion elbontasara.

A munka harmadik szakaszaban a szerkezeti és redoxi szempontbol
igéretesnek  bizonyulo  Cu(ll)-komplexeket vizsgaltuk tovabb, a SOD-
aktivitasukat hatdaroztuk meg. Ezen komplexek kézott imidazolnitrogénes
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koordindciot tartalmazo komplexeket és egy imidazolatohidas komplexet is
tanulmanyoztunk.  Kiilonb6z6 — pH-értékeken — végeztiink  méréseket  a
szakirodalombol — ismert  indirekt  SOD-aktivitist ~ méré  modszer
felhasznaldasaval, spektrofotometridas technika segitségével. A SOD-aktivitas
mérések soran kivancsiak voltunk arra, hogy megfigyelhet6-e korrelacio egy
komplex stabilitasa, redoxipotencial értéke és SOD-aktivitasa kozott.

Eredményeinket dolgozatomban az egyes kisérleti technikak szerint
csoportositva targyalom.
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2. IRODALMI ELOZMENYEK
2.1. A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz enzim és lehetséges modelljei
Ahogy azt a dolgozat bevezetdjében is emlitettem, a szuperoxid-
diszmutdz enzimeknek tobb tipusa is ismert. Ezek koziil részletesen csak a

Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzimet mutatom be, kisérleti munkam soran
ugyanis ezen enzim aktiv centrumanak modellezésével foglalkoztam.
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1. abra: A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim aktiv centrumanak
szerkezete

A Cu,Zn-SOD enzim két alegységbdl épiil fel, amelyeket hidrofob
kolcsonhatas tart Ossze (1. abra). Alegységenként egy-egy aktiv centrumot
talalunk, amelyekben egy réz(I)- és egy cink(I)ion foglal helyet'>'®. A
réz(Il)ion négy imidazolnitrogénhez koordindlodik, mig a cink(Il)ion harom
imidazolnitrogénhez €s egy aszparaginsav karboxilatcsoportjahoz kapcsolodik.
Ezzel a réz(Il)ion koriil torzult tetragonalis piramisos, a cink(Il)ion koriil pedig
tetraéderes geometria alakul ki. A fémionok megkotése mellett un.
hidszerephez is jut az imidazolgylrli az enzimben; az aktiv centrumban
Osszekoti a réz(Il)- illetve a cink(Il)-kotohelyet. A cink(Il)ionnak elsdsorban
szerkezetalakitd szerepe van, de TUjabban a kiils6szférds elektron-
transzferfolyamat gyorsitasat tulajdonitjdk neki. Az enzim mikodése a
réz(Il)ion oxidacios allapotanak megvaltozdsaval jar egyiitt. Els6 1épésben a
réz(Il)ion redukalddik réz(I)ionna, majd egy ujabb szuperoxid-gydkanionnal
val6 reakcidoban visszaképzddik a réz(Il)ion. A réz(Il)ion redoxi atalakulasa
kdzben a szuperoxid-gydkanion oxigénné és hidrogén-peroxidda alakul at az
alabbi egyenletek szerint:
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0, +Cu"Zn" SOD — O, + Cu' Zn" SOD (1)
O; +2H" +Cu'Zn" SOD — H,0, + Cu" Zn" SOD Q)

A katalitikus reakcid sebességi allandoja és a spektroszkopiai
tul?;'donségok széles pH-tartomanyban (5,0-9,5) csaknem fliggetlenek a pH-
tol .

Az elmult években szamos kozlemény sziiletett, amely a Cu,Zn-SOD
enzim aktiv centrumanak modellezésével foglalkozik. A  vizsgalt
modellvegyiiletek kiilonb6zé szempontok alapjan tobb csoportba sorolhatok;
beszélhetiink szerkezeti és funkcionalis modellekrdl is. Szerkezeti modell alatt
értjiik azokat a komplexeket, amelyeket ugy allitottak el6, hogy az aktiv
centrumban a koordinalodott fémion koriil kialakuld kdtésmodot modellezték.
Szintén szerkezeti szemponti modellezésnek tekinthetok azok a munkak,
amelyek sordn a fémion kotOhelyénél megjelend aminosav-szekvenciat
modellezik  kiilonb6zé tagszamu peptidek segitségével. Funkcionalis
modellekrdl akkor beszéliink, amikor egy komplex szerkezete ugyan nem
feltétleniil koveti az enzim aktiv centrumaban kialakuld kotésviszonyokat, de
aktivitast mutat a szuperoxid gydkanionnal szemben.

Mindezen modellkomplexek koziil azok a leghatékonyabbak, amelyek
tobb szempontbol is megfelelé modellek. Egyrészt hasonld aminosav-
szekvenciat tartalmaznak, mint ami az aktiv centrumban is megjelenik,
masrészt olyan redoxipotencial érték jellemzi Oket, amely alapjan képesek
lehetnek a szuperoxid gyOkanion elbontasara. Ahhoz, hogy ez megvalosuljon
az adott komplex redoxipotencial értéke —0,16 V és +0,89 V kozé kell, hogy
essen'®. Természetesen akkor mondhatjuk egy komplexre, hogy hatékony SOD
modell, ha egy kozvetlen vagy kozvetett SOD-aktivitast mérd technika
segitségével is bizonyitjuk, hogy a komplex elbontja a szuperoxid gyokaniont.
Mivel az utobbi években szamos vegylletet allitottak eld ezen enzim
modellezésére, a dolgozat kovetkezd alfejezetében egy attekintést kivanok
nyUjtani a kiilonboz6 tipustt modellkomplexekrol.

2.1.1. A vizsgalt SOD modellek tipusai

A SOD enzim modellezésére az elmult évek soran eldallitott komplexek
igen valtozatos képet mutatnak. A vizsgalt komplexek kozott megtalalhatdak
-19,20

polipeptidek Cu(Il)-komplexei ", polidentat Schiff-bazis
ligandumok®'**%** &5 vegyes ligandumiti komplexek™*’.
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Tobb vizsgalat is azt mutatta, hogy a makrociklusos ligandumok Cu(Il)-
komplexei hatékony SOD modellek lehetnek. Zhu és szerzétarsai egy
dinuklearis Cu(Il)-komplexeket tanulméanyoztak, ahol az alapligandum egy
makrociklusos vegyiilet volt™. Azt talaltdk, hogy a fémion koriil torzult
tetragonalis-piramisos geometria jon létre, amely hasonld a nativ enzimben
megjelend koétésmodhoz. A kialakuld imidazolatohid ugyan felbomlik, de
abban a pH-tartomanyban, amely a nativ enzimre is jellemzd. Késébb Shu-an
Li és tarsai allitottak elé egy olyan makrociklusos ligandumot, amely esetében
mar a molekulan beliil kialakulhatott az imidazolatohid®”. Megallapitottak,
hogy hatékonyabb SOD modell az a komplex, amely egy Cu(Il)-, illetve egy
Zn(Il)-iont tartalmaz. A jelent0s aktivitist a makrociklusos ligandum
flexibilitasaval magyaraztak.

Hasonlo kovetkeztetésre jutottak tovabbi heterodinuklearis komplexek
vizsgalata soran is’. A két Cu(I)-iont tartalmazé komplexek kozill azok
mutattak jelentés SOD-aktivitast, amelyekben a természetes enzim aktiv
centrumaban megjelend torzult szerkezet alakult ki a fémionok koriil, illetve a
két fémiont imidazolatohid kapcsolta 6ssze’' .

Emlitésre mélto SOD-aktivitast mutattak kiilonféle, piridingytiriiket
tartalmazo ligandumok Cu(Il)-komplexei is”. Kiilonboz6 poli-piridilamin
ligandumok vizsgalata soran azt talaltdk, hogy ha a ligandum szerkezetének
koszonhetéen lehetéség van hidrogénkotés kialakulasara, akkor né a komplex
SOD-aktivitasa. A hidrogénkd6tés kialakitasara képes csoport ugyanolyan
szerepet tolt be, mint a természetes enzim Arg4 egysége, azaz segiti a
szuperoxid gyokanion kapcsolddasat a Cu(Il)-ionhoz. Azt is megfigyelték,
hogy az 06tds koordinacidju komplexek aktivabbak voltak, mint a négyes
koordinaciés szamuak, azaz a Cu(ll)-ion koriil kialakulo torzult geometria
kedvez a SOD-aktivitasnak. Emellett a kétmagva komplexek jobb modellnek
bizonyultak, mint az egymagvuak.

Patel és munkatarsai olyan kétmagvi komplexeket vizsgaltak, amelyek
ligandumként bipiridilt vagy fenantrolint tartalmaztak®. Az eléallitott
komplexekben kialakult az imidazolatohid, amely 8,5-10-es pH-tartomanyban
maradt stabilis. A heterodinuklearis komplexek nagyobb SOD-aktivitast
mutattak, mint a két Cu(Il)-iont tartalmazo komplexek. A mért SOD-aktivitas
értékek azonban elmaradtak azoktol, amelyeket makrociklusos ligandumok
jelenlétében mértek. Vizsgalataik eredményei alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy egy komplex SOD-aktivitasa 0sszefiigg a fémcentrum koriil
kialakuld6 geometria megvaltozasaval, torzuldsaval, valamint azzal, hogy
sztérikusan mennyire gatolt a szuperoxid anion kapcsolodasa a ligandumhoz. A
szuperoxid bekdtodését az is befolyasolja, hogy milyen gyorsan tud cserélni az
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axialisan koordinalt oldoszer molekulaval.

Tobben is foglalkoztak szalicilatot tartalmazé ligandumok Cu(Il)-
komplexeinek vizsgalataval®***7. Ezek kozott leghatékonyabbnak a hexakisz-
(N-metilimidazol) Cu(Il)-szalicilat komplex bizonyult, amelyben a fémion
négy nitrogénen keresztiil koordinalodik®’.

Mindezen megemlitett modellkomplexekkel a fémionok kortili
geometriat igyekeztek megvaldsitani, az enzim szerkezetét és miikodését
probaltak modellezni. Egy masik lehetséges irany az enzim aktiv centrumaban
talalhato fehérjelanc modellezése hisztidintartalma oligopeptidek segitségével,
illetve a két fémkotohelyet Osszekdtd imidazolatohid beépitése kiillonbozo
komplexekbe. Ahhoz, hogy ezen vegyiiletek SOD-aktivitasat vizsgalni tudjuk,
ismerniink kell a ligandumok Cu(Il)-iont tartalmaz6 rendszereinek oldatbeli
viselkedését. Ezért miel6tt ezen modellvegyiiletek SOD-aktivitasardl szot
ejtenék, osszefoglalom az imidazolcsoport hatasat az egy- illetve tobb hisztidint
tartalmazé peptidek koordinacios kémiai sajatsagaira.

2.2. Az imidazolcsoport hatisa a peptidek koordinaciés kémiajara

Ahogy azt a bevezetOben is emlitettem, a szervezetiinkben megtalalhato
fémionok legerdsebben a fehérjék oldallancaban taldlhaté donoratomokhoz
kotédnek. Ilyen oldallancbeli donoratom lehet az imidazolnitrogén (His),
tiolkén (Cys), karboxilatoxigén (Asp, Glu) és a tioéterkén (Met). Mindezen
donorcsoportok viselkedését mar kiterjedten vizsgaltdk az elmult évtizedek
alatt. Mivel a Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz enzim aktiv centrumdaban is a
fémionok elsésorban a hisztidin imidazolnitrogénjéhez ko&tddnek, munkank
szempontjabdl kiemelt jelentdséggel bir ezen donorcsoport hatdsa a peptidek
komplexképz0 sajatsagaira.

2.2.1. Hisztidintartalmu peptidek komplexkémiija

A metalloproteinekben a hisztidin aminosav meghatarozo szerepet jatszik
a fémion koordinalodasa szempontjabol. A kialakulé komplexek koordinacios
viszonyait nagymértékben befolyasolja a hisztidinek szama, pozicioja €s tobb
hisztidin aminosav esetén azok egymashoz viszonyitott elhelyezkedése a
peptidlancban. Ezen tényezok mellett a fémkomplexek Osszetétele fligg a
mérések soran alkalmazott fémion/ligandum aranytol valamint attol, hogy a
ligandum N- vagy C-termindlis vége tartalmaz-e véddcsoportot. A kiilonb6zd
hisztidintartalmu peptidek komplexképzodési folyamatait réz(Il)- illetve
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nikkel(IT)ionok jelenlétében két részre bontva targyalom, attol fiiggden, hogy
az aminosavlancban hany hisztidin foglal helyet.

2.2.1.1. Egy hisztidint tartalmazé peptidek komplexképzo sajatsagai

Szamos olyan kozleményt talalunk az irodalomban, amelyekben egy
hisztidint tartalmazé peptidek komplexeinek vizsgalatarol szamolnak be,
valamint rendelkezésiinkre allnak 6sszefoglald jellegii miivek is**"*4!.

Az N-terminalis részen hisztidint tartalmazé di- és oligopeptidek
esetében mind a Cu(Il)- mind a Ni(II)-ionok hisztaminszeri koordinacioval
kotédnek a peptidhez (2.a) abra).

H B

} H 2 N\ H o

ooc. /N\c/\CH‘H/ N CH, A {
0 ) L

2. abra: a) Az M(Il) — HG rendszerben (1:2 arany) képz6dé [ML;]
komplex szerkezete (hisztaminszeri koordinaci6, M: cu”, Ni*') b) A
Cu(Il) — GH rendszerben képz6d6 [CuLH_;] komplex szerkezete

Ez a koordinacios mdd olyan stabilis, hogy a kialakuld 6-tagu kelat a
nikkel(Il)komplexek esetében képes megakadalyozni az amidnitrogének
deprotonalédasat. Igy a HG, HM* és HGG™* ligandumok esetében [NiL] és
[NiL,] komplexek képzddnek. Réz(Il)komplexek esetében a kialakuld kelat
visszaszoritja az amidnitrogének deprotonalodasat, de nem tudja
megakadalyozni azt. Az els6 amidnitrogén deprotonalodasa 6-os pH felett
jatszodik le, ami kozel egy egységgel nagyobb pH értéket jelent annal, mint
amit az oligoglicinek esetében meghataroztak. Ligandumfelesleg mellett
[CulL,] komplex képzédik. Egy, a kozelmultban elvégzett szisztematikus
vizsgalat soran (melynek keretében kiilonb6z6 HXX szekvenciat tartalmazo
peptidek Cu(Il)-komplexeit vizsgaltak, ahol X= G vagy A volt) azt allapitottak
meg, hogy a két kapcsolodd ligandum kozott nemkovalens vagy sztérikus
kolecsonhatas van. Ez magyardzza a CD spektrumokban megjelend szokatlanul
nagy A€max értékeket™.

Az aminosavlancban masodik helyen hisztidint tartalmazo peptidek
esetében lehetéség nyilik arra, hogy 5,6-tagu kelatrendszer alakuljon ki az
amino-, imidazol- €és deprotonalddott amidnitrogén koordinalodasaval (2.b)

10



Timidri Sarolta doktori (Ph.D) értefeeziés

abra). Ezen peptidek legegyszeriibb képviseléje a GH, amelynek esetében mar
4-es pH-n kimutattak a [CuLH ] részecskét, amely 10-es pH-ig a legfontosabb
komplex a rendszerben”. A Cu(Il)-ion koriili négy ekvatorialis koordinacios
helyb6l csak harmat foglalnak el a donoratomok, igy a negyedik helyet egy
tovabbi GH molekula vagy egy masik ligandum is elfoglalhatja. Ugyanilyen
koordinacidju, nagy stabilitassal rendelkez6 [CuLH ] részecskét mutattak ki
t5bb, a hisztidint masodik helyen tartalmazé peptid esetében is: AH, AHA®,
GHG*", GHK®, GHa", AHa®. A Ni(Il)-iont tartalmazé rendszerek
hasonléan viselkednek a Cu(ll)-iont tartalmazé rendszerekhez, de a
nikkel(I)ion kisebb mértékben képes eldsegiteni az amidnitrogén
deprotonalodasat, igy az nagyobb pH-n megy végbe (pH 6-7, mig a réz(Il)
esetében pH 4).

Azok a peptidek, amelyek a harmadik helyen tartalmaznak hisztidint az
XXH illetve XXHX altalanos képlettel jellemezhetok. Ezen peptidek
komplexképz6 sajatsagait is kiterjedten tanulmanyoztak®'">*** ugyanis ez
az N-termindlis aminosav-szekvencia jelenik meg a human szérum albumin
esetében is. Az albumin a vérplazmdban legnagyobb mennyiségben eléfordulo
fehérje, feladata kiilonb6z6 kismolekuldk és ionok szallitasa. A szervezetben
talalhato réz(Il)- és nikkel(Il)ion is féleg az albuminhoz kotve fordul el6. Az
XXH szekvenciaval rendelkez0 peptidek emellett még szadmos élettani
szempontbol fontos helyen megjelennek; példaul a SPARC (Secreted Protein,
Acidic and Rich in Cystein) peptidfragmensében”, valamint képesek a DNS-
lanc szekvenciainak felismerésére és a hibas DNS-lanc kivagasara™. A szamos
vizsgalt ligandum koziil a legegyszeriibb a GGH, amely mind Cu(II)- mind
Ni(Il)-ionok jelenlétében nagy stabilitasi [CuLH ,] komplexet képez, amely
mar pH 4-5 kozott megjelenik. A komplexben a fémionok négy nitrogénen
keresztiil, [NH,, 2N, N(Im)] tipust koordinacioés moddal kétédnek (3. a) abra).

a) o Ox b) (|)| ©)
Vi C\N/CHz CH/C\
HC—C [ W o N Ne—cy
/ ~ _CH, = / \2
RN N HN “NH o=¢ e t=0
s CH: =0 / \ QUi . /
v é [ 4 HeCcoo e NH
u | —co0”~
/§N N/ \\O HZC\ CH, H /C
HN N N N CH,
A H 4 \\ /)
S “coo
2 N
H H

3. abra: a) A Cu(Il)-GGH rendszerben képz6dé [CuLH_,] komplex
szerkezete; b) A Cu(I)-GGGH rendszerben képz6doé [CuL] komplex
szerkezete, illetve ¢) [CuLH 3] komplex szerkezete
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Az amidnitrogének deprotonalddasa kooperativ modon megy végbe, melynek
eredményeképpen 5,5,6-tagl csatolt kelatrendszer jon 1étre. Ez magyarazza a
komplex kiugro stabilitasat. Ugyanilyen osszetételit komplex alakul ki a Cu(II)-
GGH-N-metilamid®* és a Cu(II)-GGHa™* rendszerben is.

Ugyanezen ligandumok Ni(II)-iont tartalmazé rendszereiben a csatolt
kelétrendszer kialakulasa egyiitt jar egy térbeli szerkezetvaltassal is; az
oktaéderes paramagneses komplexbdl siknégyzetes diamagneses komplex
képzodik. Emellett az amidnitrogének deprotonalédasa nagyobb pH-n megy
végbe a Cu(Il)-komplexekhez képest.

Abban az esetben, ha a hisztidin az N-termindlis végtol szamitva a
negyedik, vagy annal tavolabbi pozicidban foglal helyet, az imidazolnitrogén és
az N-terminalis aminocsoport két- vagy tobb aminosav tavolsagba keriilnek
egymastol. gy mér nincs meg a lehetdség a csatolt kelatrendszer egyidejii
kialakulasara, de a komplexképzodés Osszetett képet mutat. A savas pH-
tartomanyban a makrokelat szerkezetli komplexek az uralkodd részecskék (3.
b) 4&bra), melyekben a termindlis aminocsoport és az imidazolnitrogén
koordinalédik, valamint az aminocsoporttal kelatképzd helyzetben 1évo
karboniloxigén is kotddhet’’. A makrokelat stabilitisa a gyiiri méretének
novekedésével csokken. A pH novelésével kimutattdk az amidnitrogének
1épesbzetes  deprotonalodasat mind a  nikkel-*, mind a rézkomplexek
esetében’”’; ennek eredményeképpen [MLH,], [MLH.,] és [MLH.;]
komplexek (3. c) abra) képzodnek. A deprotondlodas iranyat illetden azonban
kétféle nézetet is talalunk az irodalomban. Egyes kdzlemények arrol szamolnak
be, hogy a hisztidin el6tti amidnitrogén deprotonalddik, azaz a deprotonalddas
a peptid N-terminalis vége felé halad, mig masok azt irjak, hogy az
aminonitrogént kovetd amidnitrogének a C-terminus iranyaba haladva
deprotonaldédnak. Tobb kutatocsoportban is azt talaltadk’”>*', hogy kisebb
peptidek (penta-, hexapeptidek) esetében az [NH,, 3N7] koordinaciés mod
alakul ki, nagyobb peptidmolekulaknal pedig a [N(Im), 3N ]*".

Mindezen ismertetett koordinaciés modok €s komplexszerkezetek olyan
peptidek fémiont tartalmazd rendszereiben jottek létre, amelyek szabad N-
illetve C-termindlis véggel rendelkeztek. Abban az esetben, ha véddcsoportot
helyeziink el egy peptid valamelyik vagy mindkét végén, atalakulnak az
oldatbeli viszonyok; az aminocsoport blokkoladsdval az imidazolnitrogén
horgonydonorként viselkedhet, a fémionhoz koordinalodva eldsegitheti az
amidnitrogén deprotonalodasat.

Ezen hisztidint tartalmazo vegyiiletek vizsgalatat azokkal a peptidekkel
kezdték, amelyek az N-terminalis végen véddcsoportot tartalmaztak. El6szor az
Ac-GH, az Ac-GGH, az Ac-GGGH ¢és az Ac-GHG ligandumok
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réz(Ilkomplexei esetében végezték el a vizsgalatokat®™®'. Azt tapasztaltak,

hogy a komplexképzddés a C-terminalis imidazolcsoport koordinacidjaval
indul, amit nagyobb pH-n az amidnitrogének lépcsézetes deprotonalodasa
kovet. Kutatocsoportunkban az N-termindlis végen Z (benzil-oxi-karbonil)
védocsoportot tartalmazo ligandumok (Z-H, Z-HG, Z-GH, Z-GGH)
komplexképzoédési folyamatait vizsgaltidk Cu(Il)-ionok jelenlétében®. Hasonlo
megallapitasokat tettek, mint amit kordbban az acetilezett szarmazékoknal
tapasztaltak.

Szintén elvégeztek egy szisztematikus vizsgalatot N-acetilezett
tetrapeptidek esetében, melyek kiilonbdzo pozicidban tartalmaztak a hisztidint
a peptidlancban®. A munka soran Ac-HGGG, Ac-GHGG, Ac-GGHG és az Ac-
GGGH peptidek Cu(Il)-komplexeit vizsgaltak; valamennyi ligandum esetében
a komplexképzddés savas pH-n indul az imidazolnitrogén koordindlodasaval, a
pH emelésével az amidnitrogének deprotonalodasa és koordinalodasa jatszodik
le. Megfigyelték, hogy az N-terminalis végtél szamitott elsd pozicioban
hisztidint tartalmaz6 tetrapeptid esetében a peptidnitrogének rendhagyé modon
a C-terminus irdnyaba haladva deprotonaldédnak. A masik harom ligandum
esetében a deprotonalddas az acetilezett N-terminus iranyéaba halad (4. abra). A
kialakuld komplexekben csatolt kelatrendszer jon létre.

a) b) o
4 -
o HC—C 000
o} - -
o crp—” NN AN C{'
HiC_ _NH. 4 C—N_ _.N=CH, Hé o cHy
Cc C “cu?t | AN .
I | O N N
O HC N \ o§}: 4 \
\ H,C—C00~ HsC _NH / N
NH ¢ c H
I Ha
o)

4. abra: Védett N-terminalis véggel rendelkezd peptidek
[CuLH_ 3]* komplexei; a) Cu(I)-Ac-HGGG rendszer,
b) Cu(I)-Ac-GGGH rendszer

A csirke prionfehérje modellezésére eldallitott hexapeptid (Ac-
HNPGYP-NH,) szintén az acetilezett N-termindlis részen tartalmaz egy
hisztidint. Ezen ligandum komplexképz6 sajatsagait Stanczak és munkatarsai
vizsgaltak®™. Azt talaltak 1:1 fémion-ligandum arany alkalmazasanal, hogy a
mar 4-es pH-n megjelend, és 6-os pH-n uralkodd6 CulLH részecskében
monodentat Cu”" - imidazol koordinaci6 alakul ki. Ezt a koordinaciés modot
alatimasztottdk az ESR mérések soran kapott paraméterek is. Kis
mennyiségben a CuL komplex is megjelenik, de a 7-9 pH-tartomanyban mar a
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CuLH ; komplex az uralkodo, amelyben a fémion tridentdt modon kotédik a
ligandumhoz a [N(Im), N, O (ryy] donoratomokon keresztiil. A prolin
aminosav véddhatasanak koszonhetden nem a masodik peptidnitrogén
deprotonalddik, hanem a tirozin fenolat csoportja. 11-es pH felett egy jabb
amidnitrogén deprotonalodik, és kialakul a CuLH , komplex.

2.2.1.2. Tobb hisztidint tartalmazoé peptidek komplexképzoé sajatsagai

A tobb hisztidint tartalmazo6 peptidek legegyszertibb képviseldje a HH,
amelynek Cu(II)-iont tartalmazo
oldataiban haromféle koordinacidos mod
alakulhat ki a pH fiiggvényében®. Savas /C
pH-tartomanyban, 4-es pH-értéken a He” NH
CuLH komplex jelenik meg, melyben a | & N Cu2+ NH2
fémion a peptid N-termindalis végén HN
koordinalodik az amino- és egy < j H\ /N\H/CHz
imidazolnitrogénen keresztiil. pH 5-6 HN ooc
tartomanyban a fémion korili
koordinacidés  szféraban atrendezdédés S. dbra: A HH peptid
figyelheté meg, a kialakul6 CuL komplex 5;21(1:21:;] komplex
szerkezete analdgiat mutat a GH peptid
CuLH ; komplexével, amelyben a fémion
[NH,, N7, N(Im)] tipust koordinacioval kapcsolodik a peptidhez. 7-es pH felett
egy dimer komplex Cu,L,H , van jelen az oldatban (5. dbra), amelyben mindkét
fémion koril azonos koordinacios kornyezet alakul ki.

Hasonl6 koordinacidos modot tartalmazé komplexek jelennek meg a
Cu(I)-HVH rendszerben®, ahol a két hisztidin koz¢é egy aminosavat épitettek
be. Myari és munkatarsai vizsgaltak ezt a rendszert és azt talaltak, hogy a savas
pH-tartomanyban [CuLH]** és [CuL]” komplexek képzédnek hisztaminszerii
koordinaciéval. A makrokelatot tartalmazo szerkezet a komplex siknégyzetes
geometridjanak torzuladsat eredményezi, valamint gatolja a biszkomplexek
képzddését és az amidnitrogén deprotonalddasat. Ezen folyamatok a nagyobb
pH-tartomany felé tolédnak, de itt is kialakul a [CuLH ,]” komplex mar a
fiziologias pH-tartomanyban, amelyben [NH,, N, N, N(Im)] koordinacio
jelenik meg.

A HH peptidlancanak meghosszabbitasaval kapott tetrapeptid esetében
(HHGG) nem valtoznak meg a peptid komplexképzé sajatsagai®’. Azonos
korilmények kozott azonban a HGHG tetrapeptid Cu(Il)-ionnal alkotott
komplexében a fémion a GGH peptidre is jellemz6 donoratomokon keresztiil
koordinalédik.

2+
/N Ho- Cu N Pz
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Ezzel szemben az N-terminalis részen glicint tartalmazo tetrapeptid
(GHGH) oldategyensulyi viselkedése bonyolultabb képet mutat®®. pH 4-5
tartomanyban Cul komplex alakul ki, amelyet tetragonalis, GH-szerii
geometria jellemez. 6-os pH-értéken egy szerkezeti atrendezddés figyelheto
meg, az imidazolnitrogén axialis kotddésével négyzetes piramisos
komplexszerkezet jon 1étre. Ezt a folyamatot egy tovabbi atrendez6dés koveti
pH 7 koriil, amelynek eredményeképpen torzult trigonalis bipiramisos
szerkezeti CuLH , komplex képzédik. A komplex ekvatorialis sikjaban
talalhatd az aminonitrogén ¢és két deprotonalédott amidnitrogén; a két
imidazolnitrogén az axialis kotohelyeket foglalja el.

A glicin és hisztidin aminosavakat alternalé pozicidoban tartalmazo
oktapeptid, a GHGHGHGH négy imidazolnitrogénen keresztiil koordinalédik a
Cu(Il)-ionhoz 5-6s pH-nal, mig nagyobb pH-n a deprotonalodott
amidnitrogének veszik at a donoratomok szerepét”. Hasonld viselkedést
tapasztaltak a polihisztidin esetén is, amelynek oldataban a semleges pH-
tartomanyban imidazol- és amidnitrogéneken keresztiil koordindlodik a Cu(Il)-
ion”. A Ni(II)-GHGHGHGH rendszerben is hasonlé komplexek alakulnak ki®,
CD spektroszkopias vizsgalatok alapjan azt allapitottdk meg, hogy a
réz(Il)ionokhoz viszonyitva a nikkel(I)ionok kevésbé segitik elé az
amidnitrogének deprotonaloédasat, és merev siknégyzetes fémkomplexet
képeznek.

Mindezen eredmények azt mutatjak, hogy hisztidin jelenlétében a fémion
elsésorban az imidazolnitrogénekhez koordinalodik. Ezen donoratomok
horgonyként viselkednek, csakigy mint az N-terminalis részen szabadon
talalhatd aminocsoport. A kialakulé komplexek azonban nem elég stabilisak
ahhoz, hogy megakadalyozzak az amidnitrogének deprotonalodasat, igy a lagos
pH-tartomanyban a fémion koriili koordindcidés kornyezet atrendezodése
figyelhetd6 meg. Az igy kialakulo komplexekben a fémion az amino-, az
imidazol- és gyakran az amidnitrogéneken keresztiil koordinalodik. Sokszor
hasznalnak szabad aminocsoportot tartalmazé peptideket enzimek aktiv
centrumaban kialakuld kotésviszonyok modellezésére. Azonban a legtobb
enzimben, igy példaul a Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz enzimben is a fémion
csak az imidazolnitrogéneken keresztiil koordinalédik. Igy a modellvegyiiletek
kozil kutatomunkank célkitiizéseit figyelembe véve azokkal célszerti dolgozni,
amelyekben az aminocsoportot ¢és a karboxilcsoportot véddcsoporttal
blokkoljak. Ezekben a peptidekben a hisztidin veszi 4t a horgonydonor
szerepét, ahogy az a természetes enzimben is gyakran eléfordul.

A prion protein, amelynek megvaltozott konformacidja okoz bizonyos
neurodegenerativ betegségeket, modellezésére is tobb hisztidint tartalmazo
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peptideket szintetizaltak. Oktarepeat tartomanyaban egy nyolc aminosavbol
allo egység (PHGGGWGQ) ismétlddik négyszer. Ez a peptidlanc felelés négy
Cu”*"-ion megkotéséért, és pH 7,4-es értéken a fémion az imidazol és két
amidnitrogénen keresztiil koordinalodik’">">"*. Ezen egység modellezése az
Ac-PHGGGWGQ-NH, ligandummal valésult meg. Savas és semleges pH-
értéken a Cu(Il)-ionok az imidazolnitrogéneken keresztiil kotédnek, majd az
amidnitrogének 1épcsdzetes deprotonalodasa figyelhetd meg. A komplexek
kialakulasa a peptid szerkezeti atrendezddésével jar, amely segiti a Cu(Il)-
ionok egymast koveto bekotodését az oktarepeat ligandumhoz.

Valtozatos €s Gsszetett képet mutat a kiilonb6z6 prolint és tobb hisztidint
tartalmazd peptidek oldategyensilyi viselkedése is. A prolin aminosav
szerkezetébdl adodoan toréspontként jelenik meg az aminosavlancban, igy meg
is akadalyozhatja az amidnitrogének deprotonalodasat. A prolin helyzete a
peptidlancban befolyasolhatja a kialakulé komplexek szerkezetét”. Igy példaul
két hexapeptid esetén (Ac-HPSGHA-NH, ¢és Ac-HGSPHA-NH;) hasonlo
sztochiometriaja, de eltérd kotésviszonyokat tartalmazd komplexeket képez
réz(I)ionok jelenlétében. A savas pH-tartomanyban két imidazolnitrogénen
keresztiil koordinaldédik a fémion, majd a pH emelésével az amidnitrogének
deprotonalddnak 1épcsdzetes modon. A prolint negyedik pozicidban tartalmazo
peptid esetében az amidnitrogének deprotondlodasa a C-terminus iranyaba
megy végbe.

Az elmult években egy- illetve tobb prolint tartalmazo védett peptideket
is vizsgaltak (Ac-HPHPH-NH,, Ac-KHPHPHQ-NH,, Ac-HHPHG-NH, Ac-
HHPHGHHPHG-NH,""), komplexképzé sajatsagaikat réz(II)- és cink(Il)ionok
jelenlétében térképezték fel. Azt tapasztaltak, hogy savas pH-tartomanyban az
imidazolnitrogének deprotonalodasa jatszodott le, és pH~7 értéken
makrokelatot tartalmazé komplex alakult ki. A réz(Il)ionokat tartalmazo
rendszerekben a pH emelésével elészor a koordinalodott vizmolekula
deprotonalodik CulLH_,

r 7 [e]
komplexet képezve (6. abra) I
— kivéve a Cu(I)-Ac- N W o4
HPHPH-NH,  rendszert, D

, . Ny & £=0
amelyben nem vizoldhato, i: ) \/N ooy N/H OO\\(‘;/NHZ
2 / C A Hy

semleges . korpplex e ) ) ¢ N/ﬁ\ E
keletkezett.  Cink(II)ionok AN Q/S HOTR I
jelenlétében 7-es pH felett He
csapadekkepzodes volt 6. dbra: Az Ac-KHPHPHQ-NH, peptid ML
megfigyelhet6, hasonldéan komplexének szerkezete
mas oligopeptidekhez.
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Az amidnitrogének deprotondlodasa csak pH ~ 9,5 felett jatszodik le, az igy
kialakult komplexben a fémion két imidazol- €s két amidnitrogé-nen keresztiil
koordinalédik, majd lehetéség van egy to-vabbi amidnitrogén depro-
tonalodasara is.

Kutatécsoportunkban is szamos t6bb hisztidint tartalmazo peptid
oldategyensulyi viselkedését tanulmanyoztak. Vizsgaltak két hisztidint
tartalmazé peptideket, amelyek a horgonycsoportként viselkedd hisztidin
mellett aszparaginsavat is tartalmaztak’®. Mind az Ac-HHVGD-NH, mind az
Ac-HVGDH-NH, peptidekre igaz az, hogy réz(Il)ionok jelenlétében a
komplexképz6dés pH 3,5 felett kezdddik meg, amikoris [CuLH]*" és [CuL]"
komplexek képzodnek. Ezen komplexekben a fémionok elészér monodentat
modon  egy-, majd makrokeldtot kialakitva két imidazolnitrogénen
koordinalédnak. Az aszparaginsav [-karboxilat csoportja kis mértékben
hozzajarul a fémion megkotéséhez. A pH novelésével egymdst kovetd
lépésekben jatszodik le az amidnitrogének deprotonalodasa, a kialakulo
[CuLH ;] komplexben [N(Im), 2xN~, N(Im)] tipusu koordinécio jelenik meg, a
harmadik amidnitrogén deprotonalodasa eltolodik a ligosabb pH-tartomanyba.

A korabban vizsgalt HVH peptid védett szdrmazékanak vizsgalatara is
sor keriilt. A Cu(II)-Ac-HVH-NH, rendszerben is a hisztidinnitrogének a 6
fémion-kotéhelyek, amelyek horgonycsoportként viselkedhetnek”. Savas pH-
tartomanyban az imidazolnitrogének koordinalodasaval [CuL]*” komplex
képzodik, amelyben ugyan kialakul a makrokelatot tartalmazé szerkezet, de
végbemegy az amidnitrogének deprotondlodasa mar a fiziologids pH-
tartomanyban ¢és [CuLH,] komplex képzédik [N(Im), N, N, N(m)]
koordinécioval.

A nagyobb méretii valint a kisebb méretii glicinre cserélték annak
reményében, hogy a kialakuld makrokelat szélesebb pH-tartomanyban lesz
stabilis. Az igy eldallitott ligandumok kozott talaljuk az Ac-HGH-OH
tripeptidet ¢és ennek C-terminalis részén is véddcsoportot tartalmazo
szarmazékat (Ac-HGH-NHMe), valamint az Ac-HHGH-OH tetrapeptidet és
védett parjat (Ac-HHGH-NHMe)*. Ezen ligandumok komplexképz6
sajatsagait is réz(Il)ionok jelenlétében vizsgaltdk. Mind a tri-, mind a
tetrapeptidek esetében imidazolnitrogénen keresztiil koordinalodik a fémion.
Amennyiben jelen van a szabad karboxilcsoport, ugy annak deprotonalddott
formaja is koordinalodni fog, amely egyiitt jar a kialakuld komplex
stabilitasanak novekedésével. A pH emelésével az amidnitrogének 1épcsdzetes
deprotonalodasa jatszodik le, ¢és az imidazolnitrogének helyét az
amidnitrogének veszik at a fémion koordinacids szférajaban.
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Jellemeztek olyan peptideket is, amelyekben a hisztidineket két aminosav
valasztotta el egymastol®. Az Ac-HVVH-NH, tetrapeptid és az Ac-
HAAHVVH-NH, heptapeptid esetében is a legnagyobb stabilitasu komplexek
Cu(Il)-ionok jelenlétében képzddtek. Mindkét peptid képes stabilis
imidazolnitrogénes koordinaciot tartalmazé makrokelat kialakitasara réz(Il)-
illetve nikkel(Il)ionok jelenlétében. Az igy kialakuld komplexek jelentds
stabilitassal rendelkeznek, mégis kevésbé stabilisak, mint a hisztidineket
alternald poziciokban tartalmazé ligandumok hasonld szerkezetii komplexei.
Azt is megallapitottak, hogy ezen peptidek esetében is végbemegy az
amidnitrogének deprotonalodasa, és az uralkodd részecske az [MLH ;]
komplex lesz, amelyben [N™, N, N*, N(Im)] tipusu koordinaci6 valosul meg.

Mindezen vizsgélati eredmények ramutattak arra, hogy stabilisabb
komplexek keletkeznek akkor, ha a hisztidinek egymastdl egy aminosav
tavolsagra helyezkednek el. Igy keriilt sor a HXHYH szekvenciju
pentapeptidek szintézisére. Ezen ligandumok Cu(Il)-ionok jelenlétében vald
viselkedését pH-potenciometrids, UV-VIS, CD ¢és ESR  spektroszkopias
moédszerekkel tanulmanyoztak®™. A  ligandumok Cu(I)-iont tartalmazé
oldataiban 1is a harom oldallancbeli hisztidin jelenléte lehetdvé teszi
makrokelatok kialakulasat; ez a koordinacié [CuL]*" komplex kialakulasahoz
vezet (7. abra).

A makrokelatok képzodése visszaszoritja ugyan az amidnitrogének
deprotonalddasat, de teljes mértékben nem tudja megakadalyozni azt. Ennek
kovetkeztében a fiziologias pH-tartomanyban mind ekvimolaris, mind pedig
fémionfelesleget tartalmazé oldatokban a [CulLH ,] 0Osszetételli komplex
dominal, amelyben a réz(Il)ionok két imidazol- és két amidnitrogénen keresztiil
kotédnek (7. abra). Mind az egyensulyi vizsgalatok, mind a CD spektrumok
alatamasztottdk koordinacids izomerek kialakulasat az oldatban, és a C-
termindlis részen vald koétddés kedvezményezettebbnek bizonyult. Nagyobb
pH-n (pH>10) egy harmadik amidnitrogén is deprotonalddhat, és ez [N, N,
N, N(Im)] tipust koordinacioval a [CuLH ;] komplex képzddését
eredményezheti (7. dbra). Fémionfelesleget tartalmaz6 oldatokban kétmagvu
komplexek kialakuldsara is van lehetdség.

Mivel az elobb bemutatott HXHYH szekvenciat tartalmazé ligandumok
esetében mar fizioldgias pH-n lejatszodik az amidnitrogének deprotonalddasa,
a hisztidineket 0sszek6té aminosavakat egy ujabb kisérletsorozat sordn
szarkozinra cserélték®.

Az 1igy szintetizalt ligandumok az Ac-(His-Sar),-His-NH, altalanos
képlettel jellemezhetdk, ahol n = 1,2,3. Ezen ligandumok esetében gatolt az
amidnitrogének deprotonalodasa, igy azt vartdk, hogy a réz(Il)ionok
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jelenlétében kialakuld makrokelat szélesebb pH-tartomanyban marad stabilis. A
kisebb tagszamu peptideknél is stabilis a [CuL]*" komplex, a harom szarkozint
tartalmazo heptapeptid esetében viszont még nagyobb stabilitast mutat; 6-os pH
felett uralkodo6 részecskének szamit az oldatban. Ezen komplexben a fémion
négy imidazolnitrogénen keresztiil koordinalodik, igy a Cu(Il)-ion koriil
kialakul egy olyan koordinacids kornyezet, ami jellemz6 a Cu,Zn-SOD enzim
aktiv centrumara is.
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A cikkben bemutatott Gsszehasonlitdé elemzések arra is ravilagitottak,
hogy a makrokelat szerkezetet tartalmazd komplexek termodinamikai
stabilitasa fiigg a peptidlancban helyet foglal hisztidinek szamatdl, egymashoz
viszonyitott helyzetétdl és pozicidjatol. A legnagyobb stabilitasu komplexek a
HXHYH szekvenciat tartalmazé peptidek esetében képzddnek.
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2.2.2. Bisz(imidazol-2-il) csoportot tartalmazo ligandumok
komplexkémiaja

A metalloenzimekben a fémionok legtobbszor tobb imidazolnitrogénen
keresztiil koordinalodnak, gyakran két vagy tobb imidazolcsoportot tartalmazo
ligandumokat hasznalnak modellezésre. Az egyik legegyszer(ibb poliimidazol
ligandum a bisz(imidazol-2-il)metan (BIM), amely egyben nagyon jo
kelatképzo ligandum is. A BIM ligandum amino- és karboxilat szarmazékait
nevezetesen a bisz(imidazol-2-il)-metil-amint (BIMA) és a 3-[bisz(imidazol-2-
il)]-propionsavat
(BIP) (8. abra) 2) by ¢
amidkotések segitsé- OH
gével konnyen lehet H\(\rﬂ ; H H iy
aminosavakhoz  és \N h} / NJi‘:N \ |
peptidekhez kapcsol- Q/ J &\N Nlj Q/N NJ
ni.

Az alapvegyiiletek

) NH,

8. abra: A legegyszeribb bisz(imidazol-2-il)-metil-
i : szarmazékok szerkezete: a) bisz(imidazol-2-il)metan
¢s az igy kapott (BIM); b) 3-[bisz(imidazol-2-il)]-propionsav (BIP);
bisz(imidazol-2-il) ¢) bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (BIMA)

szarmazékok réz(Il)-
valamint nikkel(II)- és cink(Il)komplexeit kutatocsoportunkban az elmult évek
alatt igen részletesen vizsgaltak®*5>86-8788.8990

A kiilonbozé  bisz(imidazol-2-il)  szarmazékok  esetében  az
imidazolnitrogének kisebb pH-értéken deprotonaléodnak, mint a szabad
imidazol®™. A harom alapvegyiilet (BIM, BIMA, BIP) koziil a BIMA esetében
csokken le legnagyobb mértékben a nitrogénatomok bazicitasa.

Mind réz(II)-, mind nikkel(Il)ionok jelenlétében azt talaltdk, hogy BIM
ligandummal féleg [ML]*" és [ML,]*" komplexeket képeznek. Ezekben a
komplexekben a fémionok 2 illetve 4 nitrogéndonoratomon keresztiil
koordinalédnak. A BIMA ¢s a BIP esetében is hasonl6 koordinacios viszonyok
jelennek meg, erdsen savas pH-tartomanyban a BIM-hez hasonloan 2N és 4N
koordinaciéju komplexek alakulnak ki. A BIP karboxilcsoportja lehetévé teszi
egyéb protonalt komplexek képzédését is [MLH]’", [ML,H,]*" és [ML,H]*"
osszetétellel. Nikkel(Il)- és cink(II)ionok jelenlétében a komplexképzddés
eltoloédik a nagyobb pH-tartomanyba, mivel a fémkomplexek termodinamikai
stabilitasa kisebb. Igy Ni(II)-ion jelenlétében kisebb a protonalt komplexek
koncentracioja, a Zn(II)-iont tartalmazo rendszerekben pedig nem is jelennek
meg.
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A BIMA komplexképzodési
folyamatai mar bonyolultabb képet Ho_
mutatnak, mint ami a BIM vagy a BIP )
ligandumra jellemz6. Ez koszonhetd e \(
az aminocsoport jelenlétének, ami (\ /\\ \>
befolyasold szereppel bir. Kozel 4-es HN/QNV
pH-értékig  az  imidazolnitrogén FiC L
atomok az elsddleges fémkotéhelyek, \ \‘\OH*
de az ammoniumcsoport, deprotona-
16dasat kovetden, szintén képes a || 9 dbraz A Cu(l)-BIMA
fémionok megkdotésére. 7-es pH koriil f(endszerben képz6dd [CusLoH o]

L, omplex szerkezete
a  monokomplexek  koordinacids
viszonyainak atrendezodésével egy
kétmagvu [CuszH,z]2+ Osszetételll komplex képzddik, melyben az ekvatorialis
kotohelyeket az amino-, egy imidazolnitrogén, egy hidroxidion és a hid
szerepét betoltd masik ligandum imidazolnitrogénje foglalja el (9. dbra). Mivel
a BIMA erdsebb fémmegkotdként viselkedik, mint a BIM vagy a BIP, a Ni(Il)-
BIMA ¢és a Zn(II)-BIMA rendszerben is képzddnek protonalt komplexek.
Ezeknél a fémionoknal nem alakulnak ki dimerkomplexek, de a ligandum
tridentat koordinacioja az oktaéderes komplexekben feltételezheto.

ZI

Z

2.2.2.1. Bisz(imidazol-2-il) csoportot tartalmazé aminosav- és
peptidszarmazékok komplexképzé sajatsagai

A kiilonb6z6 bisz(imidazol-2-il) szarmazékok targyaldsa soran
segitséglinkre lehet, ha a ligandumokat valamilyen szempont szerint
csoportositjuk. Mivel a komplexképzddést nagymértékben befolydsolja mind a
terminalis aminocsoport, mind a koordinal6dé oldallanc jelenléte, igy az alabbi
négy nagyobb kategoriaba sorolhatjuk a vizsgalt szarmazékokat:

- N- és C-terminalisan védett tripeptidek nemkoordinalod6 oldallancokkal,
példaul: Ac-ProLeuGly-BIMA, BIP-IleAlaGly-OEFt,

- N- és C-termindlisan védett tripeptidek, amelyek kiilonb6z6 poziciokban
tartalmaznak hisztidint, példaul: BOC-ProLeuHis-BIMA, BOC-ProHisGly-
BIMA, BOC-HisLeuGly-BIMA,

- a BIMA ligandum aminosav szdrmazékai, melyek szabad aminocsoportot
tartalmaznak, példaul: Gly-BIMA, Phe-BIMA, His-BIMA,

- a BIMA ligandum dipeptid szarmazékai, melyek szabad aminocsoportot
tartalmaznak, példaul: LeuGly-BIMA, Phe-GlyBIMA.
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Valamennyi szarmazékra igaz, hogy a bisz(imidazol-2-il) csoport nitrogén
donoratomjai a savas pH-tartomanyban deprotonalédnak, és egyéb

protonalodasra képes csoportok jelenléte

csokkenti a bazicitasukat. R

A ligandumok réz(Il)komplexeinek H\H\rn
vizsgalata soran megallapitottak, hogy az </\ l\>
elsodleges fémkotohelynek a ligandumok N\ N N /
bisz(imidazol-2-il) csoportjai szamitanak. J N"'Mgi‘w \
A komplexképz6dés erésen savas pH-n (l l/>
kezddédik el, amikor 6-tagu kelatgytiriket Q/K/\H
tartalmaz6 stabilis mono- és biszkomp- R

lexek képzddnek. Az elvégz ESR

© ,e, §p Od. © , , elvegzett . S 10. abra: A Cu(Il)-bisz(imidazol-
mérések is bebizonyitottak, hogy a fémion 2-il)szarmazékok  rendszerében
négy ekvivalens nitrogénhez koordina- képz8dd biszkomplex altalanos
16dik®. Ezt a koordinaciés modot mutatja | | képlete

be altalanossagban a 10. abra.

A termindlisan védett hisztidintartalmi tripeptidekben tridentat
koordinacié alakul ki, ami megndveli a [CuL] komplex termodinamikai
stabilitasat. Ez a koordinaciés mod kedvezményezettebb akkor, ha a kelatképzo
csoport az N-terminalis részen talalhat6. Abban az esetben, ha a kelatképzo
csoport a C-terminalis részen talalhatd, a 1épcsdzetes stabilitasi allandok aranya
annak fliggvényében novekszik, ahogy a tavolsag is nd a kelatképzo ¢€s a
monodentat oldallancok ko6zott. Szintén ezen tavolsag novekedésével
parhuzamosan novekszik az oldallancban talalhaté hisztidin  axialis
koordinaciéjanak mértéke is. Osszességében elmondhatd, hogy valamennyi
pH-értéken a bisz(imidazol-2-il) egységek az elsddleges fémkotohelyek, de az
oldallancbeli funkcidscsoportok megndvelhetik ezen ligandumok fémmegkotd
képességét ekvatorialis vagy axialis koordinacioval.

Abban az esetben, ha nem védjiik a terminalis aminocsoportot, a
komplexképzddési folyamatok sokkal bonyolultabb képet mutatnak. A Cu(II)-
Gly-BIMA, a Cu(Il)-LeuGly-BIMA ¢és Cu(Il)-His-BIMA rendszerekre is igaz
az, hogy a nemkoordindlddé ammoéniumcsoport deprotonalédasa kétmagvu
komplexek kialakuldsdhoz vezet az enyhén savas pH-tartomdnyban. Mind a
His-BIMA, mind a dipeptid-BIMA ligandumok két elkiiloniilt, kelatképzo
donorcsoportot tartalmaznak: a bisz(imidazol-2-il)csoportot €s az [NH,, N(Im)]
vagy az [NH,, CO] csoportot. Térbeli okok miatt nem lehetséges az, hogy ezek
a donorcsoportok ugyanahhoz a fémionhoz koordinalédjanak egymagvu
komplex forméjaban, de minden esetben lehetéség van ligandumhidas dimerek
kialakulasara. Ezen dimer szerkezet megvaldsulhat kétféle izomer formajaban
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is: a donorcsoportok szimmetrikus vagy aszimmetriku elrendez6désében. A

kétféle izomert a His-BIMA [Cu,L,]*" komplexe esetében az 11. abra
szemlélteti.
N
0 O &
N 2N =N N
Cu’ RN CH,
N C N/CU‘ “N———C/
NH HN NH O[T H. H
o LU NZEE L HN 7z \‘f’o
:<g,_ﬂ g o o:< / NH

11.
[Cu,Ls]*" komplex két lehetséges szerkezete

abra:

A Cu(Il)-His-BIMA rendszerben kialakuld

Korabbi kutatasi eredmények”’’

is megerdsitik, hogy jellemzdébb a szimmetrikus

szerkezet kialakulasa.
A pH novelésével egy masik kétmagva
komplex  keletkezik, amely [Cu,L,H,]
sztochiometridval jellemezhetd. Az elvégzett
spektroszkopiai vizsgalatok alapjan arra a
megallapitasra  jutottak, hogy az extra
lugfogyaszt6 folyamat oka a molekula
amidcsoportjanak deprotonalddasa és
koordinalédasa. A Cu(Il)-dipeptidszarmazék
rendszerekben a kordbbi [NH,, CO] kelat
helyett az [NH,, N] kelat alakul ki, de nem
bomlik fel a ligandumhidas szerkezet. A
Cu(Il)-aminosav ~ szarmazékokban  tridentat
tipust [NH,, N*, N(Im)] koordinaci¢ figyelhetd
meg (12. &bra).
Valamennyi

ligandum réz(Il)ionokat

Gly-BIMA

H NH
R= _sz Phe-BIMA
N/

komplexek szerkezete

12. abra: A [Cu,L,H ,]*

tartalmazé rendszereire igaz az, hogy 7-es pH felett egy vagy két extra
lugfogyasztd folyamat jelenik meg. Abban azonban kiilonbség van, hogy az
egyes ligandumok oldataiban milyen részecskék alakulnak ki. A Cu(Il)-Gly-
BIMA rendszerben példaul a [CuLH ,] komplex deprotonalodasa és képzddése
hidroxokomplex képzddésével magyarazhatd, amit a fémhidroxid levaldsa
kovet nagy pH-értékeken. A Cu(Il)-His-BIMA rendszerben viszont az ESR
vizsgalatok egyértelmiien igazoltak dimer komplexek Iétezését. A mérések
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eredményei alapjan az is megallapithatd, hogy a koordinalddott imidazol N(1)H
csoportja  deprotondlodik, aminek eredménye-képpen negativ toltésii
imidazolato csoport alakul ki. A N
dimer komplex kiemelkedd NF 7
termodinamikai stabilitasahoz a CH2
toltésneutralizacios folyamatok is '

hozzéjarulhatnak. Fémionfelesleget )\ - e N\n/
5 AN

tartalmazd oldatokban tobbmagvu
komplexek kialakulasat is
megfigyelték, amelyekben szintén
imidazolatohidas szerkezet alakul
ki (13. abra). Bar elméletileg lenne
lehetdség hasonlo komplex 13. abra: A His-BIMA-val képz3dé
kialakuldsdra mind a Cu(Il)-Gly- || [CwLoH4*"  Gsszetételii  komplex
BIMA, mind a Cu(Il)-Phe-BIMA || szerkezete

rendszerben is, de ezekben az
esetekben a ligandumok nem képesek elég er6sen megkotni a fémionokat. A
His-BIMA esetében az oldallancbeli imidazolcsoportok axialis kdlcsonhatasa
noveli meg a ligandum fémkotd képességét.

A dipeptid-BIMA szarmazékok esetében a két amidcsoport csatolt
kelatgytirtik kialakitdsara képes a terminalis amino és a bisz(imidazol-2-il)
csoport nitrogénatomjaival. fgy 7-es pH felett egymagva [CuLH ,] komplex
képzddik, amely 8-10-es pH-tartomanyban van jelen, és benne a fémion [NH,,
N7, N, N(Im)] tipust koordinacioval kotodik. 10-es pH felett a megjelend
ujabb lugfogyasztdo folyamat a koordinalddott imidazol pirrol tipusu
nitrogénjének deprotonalodasaval értelmezhet6, amely azonban nem
befolyasolja a fémion koriil kialakult koordinacios kornyezetet. Mivel a
dipeptid szarmazékok tobb fémion megkotésére is képesek, fémionfelesleget
tartalmazo6 oldatokban tobbmagvu komplexek kialakulasa is lehetséges a lagos
pH-tartomanyban. A képz6dé komplexek kozott tobbféle részecskét taldlunk,
amelyek koziil egyet emelnék ki, a 3:2 fémion/ligandum aranynal képz6do
harommagvu komplexet, amelyben mindharom fémiont 4N donoratomok kotik.
A LeuGly-BIMA ligandum esetében ezen harommagvii komplex képzodését
MALDI-MS mérésekkel is igazoltak™.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a bisz(imidazol-2-il) szarmazékok
hatékony fémmegkotonek szdmitanak. A nemvédett szarmazékokban a
bisz(imidazol(-2-il)  csoport  mellett a  terminalis = aminocsoport
horgonycsoportként viselkedhet, raadasul a ligandumok képesek polinuklearis
komplexek kialakitdsara is. Ezen komplexek és a negativ toltésu
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imidazolatohidat tartalmazo komplexek is igéretes modelljei lehetnek
kiilonb6z6 metalloenzimeknek, igy példaul a Cu,Zn-SOD enzimnek is.

2.3. Réz(II)komplexek redoxi sajatsagai

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim mikodése kozben a Cu(Il)-ionok
oxidacios allapota megvaltozik. Ahhoz, hogy az enzimet modellezd
komplexeket tobb oldalrol vizsgaljuk, érdemes ismerniink az Oket jellemzo
redoxipotencial értékeket. Vizes kdzegben a Cu(Il)-ionok redoxi atalakuldsait
az alabbi redoxipotencial értékek jellemzik’:

Cu’*(aq)+2e” — Cu(s) E°=0340V (3)
Cu’ (ag)+e — Cu*(aq) E’=0,159V 4)
Cu”(aq)+e — Cu(s) E°=0520V (5)

Komplexképz6dés hatasara ezek az értékek megvaltoznak. Altaldnossagban
elmondhatjuk, hogy a Cu(Il)/Cu(l) rendszer redoxipotencial értékeit jelentdsen
befolyasolja a rézkomplexek koordinaciés modja. A réz(Il)komplexek esetében
altalaban a tetragonalisan megnyult, pszeudo-oktaéderes elrendezddés, mig a
réz(I)komplexek esetében a linedris, sikhdromszoges vagy tetraéderes
geometria célravezetd. Ciklikus voltammetrids mérések soran, mikdzben a
réz(Il)centrumot redukaljuk, majd oxidaljuk, egy sztereokémiai atrendezddés
jatszodik le az oldatban. Ennek eredményeképpen éltaldban kvazireverzibilis
redoxi folyamattal taldlkozunk, és a katddos valamint az anddos csucsok
szeparacidja nagyobb, mint ami az egyelektronos redoxi folyamatokat altalaban
jellemzi.

2.3.1. Kiilonb6z6 tipusu ligandumok réz(II)komplexeinek redoxi sajatsagai

Az elmult évek alatt szdmos ligandum réz(II)komplexének redoxi
sajatsagait vizsgaltak. A kapott eredményeket az 1. tablazatban foglaltam Gssze.
Lathatd, hogy az irodalomban Cu(IT)/Cu(I) redoxi atalakulasra talalt adatok
kozott a Cu(Il)-orto-hidroxi Schiff bazis komplexek redoxipotencial értékei a
legnagyobb negativ értékek’. Ezen komplexek vizsgalata soran dimetil-
formamidban végeztek méréseket, amely befolyasolhatjia a kapott
redoxipotencidl értékeket.
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1. tablazat: Kiilonb6z6  tipusi  ligandumok  réz(II)komplexeinek
redoxipotencial értékei
ligandumok redoxipotencial vonatkoztatasi
értékek elektrod
orto-hidroxi Schiff bazis komplexek’™ | —1,015—(-0,875) V SCE
makrociklusos ligandumokg"’%’%’109 -0,850 — (-0,440) V SCE
benzimidazol-csoporttal szubsztitualt | —0,150 — (+0,110) V NHE
ciklononsn szirmazékok'®
2,2°-bipiridil szirmazékok’ +0,200 — (+0,800) V NHE
egyszerii dipeptidek’’ —0,255 —(=0,190) V SCE
nem koordinal6dé oldallancot -0,170 - (-0,130) V NHE
tartalmaz6 aminosavak’’
ciklo(L-aszparatil-L-aszparatil-)bisz- -0,030 V SCE
hisztamin?’
ciklo(L-glutamil-L-glutamil-)bisz- +0,100 V SCE
hisztamin®’
ciklo(GH),™® +0,195V NHE
ciklo(GHG),”® +0,219 V NHE
hisztidin”’ 0,170 V NHE
piridin®’ +0,240 V NHE
imidazol”’ +0,317V NHE
Hisztidintartalmu ligandumok
GH, GHG, GHL, GGH""*'® —0,220 — (-0,120) V SCE
Ac-HGGG-NH,"”’ —0,299 — (-0,270) V NHE
Ac-GGGTH-NH,'" +0,040 V Ag/AgCl
Ac-(PHGGGWGQ),-NH; ~0,530 — (—0,299) V NHE
ahol n =1,2,4""'%

Abban az esetben, ha a fémiont makrociklusos ligandumok kétik°4’95’%, a
Schiff-bazisok réz(Il)komplexeit jellemz6 értékekhez hasonld, illetve nagyobb
redoxipotencial érték volt mérhetd. Ezen ligandumokrol a legatfogdbb elemzést
Miyoshi és munkatarsai adtak, akik olyan tetra-, penta- és hexaaza-ciklodekan
szarmazékokat vizsgaltak, amelyekben négyzetes piramisos elrendezodés
alakul ki a fémion koriil”. A komplexek redoxi atalakuldsa soran reverzibilis
vagy kvazireverzibilis folyamatok jatszodnak le. Megfigyelték, hogy a komplex
geometridja is hatassal van a redoxipotencial értékekre; az alabbi sorrendben
valnak egyre pozitivabba a mért értékek: siknégyzetes < négyzetalapu
piramisos < oktaéderes geometria. Az 6todik koordinaciés helyre axialisan
bekotddo ligandum donoratomjai szintén befolyasoljak a mért értékeket, a
legpozitivabb komplexek a kéndonoratom, a legnegativabbak a nitrogén-
donoratom jelenlétében mérhetéek. A makrociklusohoz szubsztiticidval
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kapcsolt benzimidazolcsoportok novelik a kialakulé Cu(Il)-komplexek
redukéalhatésagat'® (1. tablazat).

Ezen eredményekkel ellentétben pozitiv redoxipotencial értékeket
hataroztak meg 1,10-fenantrolin szarmazékok és  szubsztitualt bipiridil
vegyiiletek Cu(Il)-komplexei esetében is”, amelyek arra utalnak, hogy a
Cu(IT)-ionok jelenlétében kialakuld komplexek konnyen redukalhatok.

Egyszerti, glicint tartalmazé dipeptidek (altalanos képlettel: GX, ahol X:
glicin, szerin, fenilalanin, izoleucin, triptofan, tirozin, treonin) vizsgalata
soran”” nagyon hasonlé redoxipotencial értékeket hataroztak meg, mint
amilyeneket nem koordinaléd6 oldallancot tartalmazd, egyszeri aminosavak
esetén is mértek”. A negativ értékek azzal magyarazhatok, hogy a terminalis
aminocsoport ¢s karboxilcsoport koordinacidjaval nagyobb stabilitasu
komplexek keletkeznek.

A komplexképzddés hatasara a redoxipotencial értéke novekedhet is. A
korabban felsorolt ligandumok komplexeihez képest nagyobb redoxipotencial
érték jellemzi a ciklo(L-aszparatil-L-aszparatil-)bisz(hisztamin) és a ciklo(L-
glutamil-L-glutamil-)bisz(hisztamin) ~ Cu(Il)-komplexeit, melyek redoxi
reakcidja kvazireverzibilis folyamat. Ez annak a kovetkezménye, hogy a
kialakul6 Cu(I)-komplexben egy szerkezeti atrendezédés figyelheté meg®.
Mivel a mérések soran beallitott pH-tartomanyban egyszerre tobb komplex van
jelen, a kapott redoxipotencial értékeket atlagoltak ezekre a részecskékre.

Szintén pozitiv redoxipotencial értékeket mértek hisztidint tartalmazo
ciklopeptidek vizsgalata soran’. A ciklo(Gly-His), és a ciklo(Gly-His-Gly),
ligandumok  Cu(Il)-komplexei kvazireverzibilis egyelektronos redoxi
atalakuldson mennek keresztiil, a redukcios és az oxidacios csucsok tavolsaga
nagyobb, mint 0,059 V. A legnagyobb pozitiv redoxipotencial értékkel a
[Cu{ciklo(Gly-His)s}]*" komplex rendelkezik, amelyben a fémion
imidazolnitrogéneken keresztiill koordinalédik. Amikor a fémion korili
donoratomok kozott az amindnitrogén is megtalalhato, akkor kisebb értéket
mértek.

Azon egyszerl ligandumok Cu(Il)-komplexeiben, amelyekben a fémion
monodentat modon az aromds nitrogénen keresztiil kapcsolddik a ligandumhoz
(imidazol, piridin), a fémcentrumot konnyii redukalni egy egyelektronos
folyamatban™, pozitiv redoxipotencial érték jellemzi a folyamatot. A hisztidin
Cu(Il)-komplexei esetében mar kisebb redoxipotencial értéket mértek’™'", a
meghatdrozott kisebb érték a képz6dd komplex nagyobb stabilitasaval
magyarazhato; a fémion az imidazolnitrogén mellett az aminocsoporthoz is
koordinalodik™.
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Imidazolszarmazékok vizsgalata soran fOleg oldhatésagi okok miatt a
ciklikus voltammetrids méréseket szerves oldoszerben végezték el'*™'9%!%,
Ezen komplexek redoxi folyamataira valamennyi esetben pozitiv
redoxipotencial értéket kaptak SCE-re vonatkoztatva. Ezen eredményeket nem
szerepeltettem a tablazatban, a korabbi eredményekkel vald 6sszehasonlitast
ugyanis megneheziti az a tény, hogy kiilonb6z6 szerves oldoszerekben
torténtek ezek a mérések.

2.3.2. Hisztidintartalmu peptidek réz(Il)komplexeinek redoxi sajatsagai

Hisztidintartalmu peptidek réz(Il)komplexeinek vizsgalata sordan nem
védett és védett szarmazékokat is vizsgaltak (1. tablazat). A rendelkezésre allo
irodalmi adatok feltérképezése sordn azt tapasztaltuk, hogy fbleg
amidnitrogénes koordinaciot tartalmazo Cu(Il)-komplexeket vizsgaltak eddig.
A legtobb esetben nagy negativ redoxipotencial értéket hatdroztak meg, amely
a kialakuldo komplexek nagy stabilitasara utal. Kiilonb6z6 hisztidintartalmu,
nem védett di- és tripeptidek (GH, GHG, GHL, GGH) Cu(Il)-komplexeinek
redoxipotenciél értékeit ciklikus voltammetria segitségével vizsgaltak'**'?®. A
vizsgalt ligandumok kozil a GGH Cu(Il)-komplexei esetében mérték a
legkisebb negativ redoxipotencial értéket, de valamennyi esetben ~ —0,200 V
értéket kaptak SCE-re vonatkoztatva. A GHG tripeptid Cu(Il)-komplexeinek
ciklikus voltammetrids vizsgalatat Ertas és munkatarsai'® is elvégezték, és
hasonlo redoxipotencial értéket kaptak.

A prion fehérje fémmegkotésért felelés  peptidfragmenseinek
elektrokémiai vizsgalata sordn hasonldéan negativ redoxipotencial értéket
mértek az Ac-PHGGGWGQ-NH, és egy tetrapeptid az Ac-HGGG-NH, Cu(II)-
komplexeire'”. Az elvégzett ciklikus voltammetrids mérések azt mutattak,
hogy kvazireverzibilis, egyelektronos atalakulds megy végbe. A negativ
redoxipotencial érték pedig azzal magyarazhatd, hogy a koordinacids szféraban
helyet foglalé amidnitrogének hozzajarulnak az ekvatoridlis tér erdsitéséhez,
ami nem kedvez a Cu(I)-ionoknak. A két oktapeptid egységet tartalmazd Ac-
(PHGGGWGQ),-NH; ligandum esetében mind az egy-, mind a két Cu(II)-iont
tartalmazo komplexet jellemz6 redoxipotencial érték is ~ —0,450 V; az anddos
csucsok aramerdsség értéke mindig kisebb, mint a katddos cstcsoké, ami a
komplexek redukalt formainak kémiai reakciojara utal'*®,

A négy oktapeptid egységet tartalmazoé Ac-PEG;-(PHGGGWGQ),-NH,
peptiddel harom-, négyszeres fémionfelesleg mellett végeztek redoxi
vizsgalatokat'”. Az Cu;L komplex esetében negativ redoxipotencial értékeket
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mértek, amelyek egyre pozitivabbak lettek a pasztizasi sebesség
csokkentésével. Megfigyelték, hogy minél tobb Cu(Il)-ion kotédik a
ligandumhoz, annal kénnyebben redukalédnak az egyes fémionok; a mért
redoxipotencial értékek egyre pozitivabba valnak.

A prion fehérjében az o6tddik Cu(Il)-ion megkdtésében a GGGTH
szekvencia jatszik szerepet. Ezen peptid védett szarmazékat vizsgaltak Hureau
és munkatarsai''’. 6,7-es pH-értéken a kialakul6 CuLH_, komplexhez tartozo
redoxi folyamatot tanulmanyoztdk, amely egyelektronos, kvazireverzibilis
redoxi atalakulds. A kapott redoxipotencial érték joval pozitivabb, mint amit
egyéb hisztidintartalmu peptidekre eddig mértek.

Mindezen mérések megmutattak azt, hogy hisztidintartalmu ligandumok
esettben az amidnitrogének deprotondlodasaval kialakulé komplexek
fémcentruma nehezebben redukalhatd, azaz kisebb redoxipotencial értékek
mérhetdek az esetiikben. Ahhoz, hogy egy komplex képes legyen a szuperoxid
gyokanion elbonatasara, ugy a ra jellemzd redoxipotencial érték —0,16 V és
+0,89 V kozé kell, hogy essen. Ezen két érték jellemzi a kovetkezd két
részfolyamatot:

0,+e — 05 E ., =-016V (6)
Oy +2H" +e——> H,0,  E,,, =+089V (7)

A természetes Cu,Zn-SOD enzim redoxipotencial értékét is megmérték, amely
40,360 V-nak adédott, igy ez is beleesik a megadott tartomanyba'''. Ugyan
figyeltek meg Osszefliggést komplexek redoxi sajatsagai és azok SOD-
aktivitasa kozott, de dnmagaban nem elegendé az, hogy meghatarozzuk egy
komplex redoxipotencial értékét, ha annak aktivitdsara vagyunk kivancsiak.
Ehhez sziikség van SOD-aktivitas vizsgalatok elvégézésére is.

2.4. Réz(Il)komplexek SOD-aktivitasanak vizsgalata

Réz(IDkomplexek SOD-aktivitasanak mérésére tobbféle modszer 1étezik,
azonban ezek a modszerek alapvetdéen két nagy kategoriaba sorolhatok: a
kozvetlen és a kozvetett technikak kozé''”. Kozvetlen SOD-aktivitasmérésrél
akkor beszéliink, amikor a szuperoxid koncentracidt kdvetik nyomon az UV-
tartoméanyban 245 nm-en impulzus radiolizis segitségével. A modszer pontos
mérésre ad lehetdséget, de draga, ezért jobban elterjedtek a laborgyakorlatban a
kozvetett technikak. Ezek alkalmazasakor enzim segitségével vagy kémiai uton
generaljak a szuperoxidot és ez reagal a detektormolekuldval, amelynek
elnyelése van a lathaté tartomanyban. Detektormolekulaként leggyakrabban
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nitroblue-tetrazélium-kloridot (NBT) vagy citokrom c-t hasznalnak. Az
indikatormolekulak alkalmazasakor azt is vizsgalni kell, hogy van-e valamilyen
kolesonhatas a ligandum és az indikator kozott. Elofordulhat ugyanis, hogy a
vizsgalt ligandum redukalja az indikatormolekulat, és igy nem a komplex
hatasat latjuk.

Az elmult évtizedek alatt szamos réz(Il)komplex SOD-aktivitasat mérték
meg, melyek kozott voltak funkcionalis modellek és az enzim aktiv
centrumanak kotésviszonyait modellezé peptidek réz(Il)komplexei is. Ezen
vizsgalatok alapjan megallapitottak, hogy egy komplex SOD-aktivitasat
meghatarozza az, hogy mennyire gyors a fémcentrumhoz axiélisan k&t6do
ligandum cseréje, és hogy sztérikusan mennyire gatolt a szuperoxid gydkanion
bekotédése® 1 Azt is megfigyelték, hogy ha a fémion valamelyik
koordinacids helyét nitrogén-donoratomot tartalmazé gytiriis vegytilet (példaul:
imidazol vagy piridin) foglalja el, akkor nagyobb SOD-aktivitds mérhetd.
Amennyiben a Cu(Il)-komplex torzult geometriat mutat, ez a tényezd
kedvezden befolyasolja a komplex aktivitasat, ugyanis az enzim miikddése
soran a természetes enzimben is geometriavaltas kovetkezik be'"”.

A legatfogobb SOD-aktivitdas vizsgalatok soran a tanulmanyozott
komplexek és a Cu,Zn-SOD enzim aktivitasa mellett a Cu(Il)-ionok aktivitasat
is megmérték az adott vizsgalat koriilményei kdzott. Durackova és munkatarsai
benzilbisztioszemikarbazon ¢és egy makrociklusos ligandum kiilonb6zo
anionokat  tartalmazo  Cu(Il)-komplexeinek  aktivitasat  vizsgaltak,
indikatormolekulaként citokrém c-t alkalmaztak, a szuperoxid gydkaniont a
xantin-xantin-oxiddz rendszerben generaltak''®. Megmérték 6nmagaban a
réz(Il)-szulfat aktivitasat is, és azt tapasztaltak, hogy azon komplexek
rendelkeznek ehhez képest nagyobb aktivitassal, amelyekben nem annyira
merev a fémiont koriilvevd koordinacios kornyezet. A makrociklusos ligandum
Cu(Il)-komplexe mutatott nagyobb SOD-aktivitdst, mely eredmény
Osszhangban van a ciklikus voltammetrias mérés eredményeivel
is. o—aminosavak ditiokarbamat szarmazékainak  Cu(Il)-komplexeit is
vizsgalatak, és hasonld Osszefiiggést talaltak a redoxipotencial értékek és a
meghatarozott 1Cs, értékek kozott'.

Costanzo ¢és szerzOtarsai néhany dipeptid Cu(Il)-komplexének
tanulmanyozasa  soran  foszfatpufferben = végeztek  méréseket, ¢és
Osszehasonlitasképpen mind a Cu(Il)-foszfat, mind a SOD enzim aktivitasat is
vizsgaltak''®. Kétféleképpen is generaltak szuperoxid gydkaniont, de mindkét
esetben hasonld eredményeket kaptak. A vizsgalt dipeptidek koziil a ciklo-HH
mutatta a legnagyobb aktivitast; az LL dipeptid esetében két diasztereomer
Cu(Il)-komplexét is vizsgaltak, amelyek koziil a kevésbé merev szerkezettel
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rendelkezd bizonyult aktivabbnak. Megallapitottak, hogy ha kdlcsénhatas van a
fémion és a ligandum oldallancaban talalhaté aromas gytra kozott, az
csokkenti a komplex SOD-aktivitasat. B-alanil-L-hisztidinnel'” és etilén
szarmazékokkal'”  funkcionalizalt —p-ciklodextrineket is vizsgaltak. A
dipeptidhez  kapcsolt  ciklodextrin ~ molekulak  réz(Il)komplexei a
leghatékonyabb SOD modellek kozott vannak. Abban az esetben azonban, ha
erés ligandumtér alakul ki a funkcionalizalas kovetkeztében, akkor a vizsgalt
komplex aktivitasa még kisebb is lehet a Cu(II)-foszfat rendszerénél.

A Cu,Zn-SOD enzim modellezése céljabol vizsgalt vegyiiletek egy masik
csoportjat a kiilonb6z6 imidazolatohidas komplexek képezik. Yang ¢és
munkatarsai egy olyan két Cu(Il)-iont tartalmazod komplexet vizsgaltak,
amelyben a két fémiont imidazolatohid koti Ossze, a fémionok pedig egy
makrociklusos ligandum részei'”'. Miutdn meggy6zddtek rola, hogy a komplex
stabilis marad a mérés pH-tartomanyéaban, meghataroztdk a komplex SOD-
aktivitasat NBT alkalmazasaval, amely ugyan kilenced része a természetes
enzimének, de a leghatékonyabb modellek kozott van. Patel és kutatdcsoportja
szintétn mért SOD-aktivitdst kétmagvli imidazolatohidas komplexek
esetében'”. Azt tapasztaltdk azonban, hogy az altaluk vizsgalt
pentametildietiléntriamint (PMDT) tartalmazé komplexek kisebb aktivitast
mutatnak, mint a szintén kétmagvt glicilglicin és dietiléntriamin komplexek.
Ezt azzal magyaraztak, hogy a PMDT er6sebb ligandumtérrel rendelkezik, mint
a masik két felsorolt ligandum.

Dietiléntriamin, imidazol, trisz(2-aminoetil)amin felhasznalasaval is
eléallitottak egy réz(Il)- valamint cink(Il)iont tartalmazé imidazolatohidas
komplexet'”. A komplex mér 7-es pH-értéken kialakul az oldatban és 11-es
pH-értékig stabilis is marad. A SOD-aktivitas méréshez riboflavinbdl allitottak
elé a szuperoxid gyokaniont, és NBT-vel kovették nyomon az abszorbancia-
valtozast. Azt tapasztaltak, hogy a kétmagvli komplex jobb aktivitast mutat,
mint az egy fémiont tartalmazd komplexek kiilon-kiilon, de még igy is két
nagysagrenddel nagyobb aktivitassal rendelkezik az azonos koriilmények
kozott megmeért természetes enzim.

Mindezen vizsgalatok mellett kiilonbdz6 hisztidintartalmi nem védett és
védett peptidek SOD-aktivitasat is tanulmanyoztak. Pogni és munkatarsai nem
védett glicint és hisztidint tartalmazo di-, tri- és tetrapeptidek Cu(II)-komplexeit
tanulmanyoztak indirekt SOD aktivitast mér6 moddszer segitségével,
foszfatpufferben, citokrom c alkalmazasaval'*'. A vizsgalt peptidek Cu(Il)-
komplexeinek aktivitasa az alabbi sorrendben valtozik:
GGHG<GGH<GHG<HGG<GG<GGGG<GGG. Ezek alapjan megallapitottak,
hogy a hisztidin jelenléte a nemvédett peptidek esetében csokkenti az aktivitast.
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Megfigyelték, hogy ahogy novekszik a fémion koriili ekvatorialis sik torzulasa,
ugy novekszik a komplex SOD-aktivitasa. A kialakuldé komplexek szerkezetét
¢s a szerkezet torzulasat ESR spektroszkopia segitségével is igazoltak.

Tobb  kutatdcsoport is vizsgalta(ja) a peptidlancban legalabb két
hisztidint tartalmazo ligandumok réz(II)-komplexeinek SOD-aktivitasat. A
legtobb vizsgalt komplexben a fémion az imidazolnitrogének mellett a
deprotonalédott amidnitrogénekhez is kotodik, amely csokkenti a SOD-
aktivitast. A Cu(Il)-HGHG ¢és a Cu(Il)-Ac-HGHG rendszerben az
aktivitasmérésnél beallitott 7,4-es pH-értéken CulLH , &sszetételi komplex
alakul ki, amelyben a fémion [N(Im), 2xXN~, COO™] donorszetten keresztiil
koordinalodik'”. Az N-acetilezett szarmazék esetében mértek nagyobb SOD-
aktivitast, amely annak tudhaté be, hogy kisebb stabilitasi a kialakulo
komplex, és a fémion koriil van szabad koordinacids hely, ahova a szuperoxid
gyOkanion bekapcsolddhat. Ugyanezen a pH-értéken végezték el a HVH és az
Ac-HVH-NH, ligandumok Cu(Il)-komplexeinek SOD-aktivitas vizsgalatat is’ .
7,4-es pH-értéken a fémion a nemvédett szarmazék esetében két
amidnitrogénen, a C-termindlis imidazolnitrogénen ¢és a terminalis
aminocsoporton keresztiill koordinalodik. A védett szarmazék esetében a
Cu(Il)-ion [2xN7, 2xN(Im)] donorszetten keresztiil kotédik. Ugyanarra a
kovetkeztetésre jutottak, mint a tetrapeptid esetében: az N-acetilezett tripeptid
Cu(IT)-komplexe bontja hatékonyabban a szuperoxid gydkaniont, ami ezekben
a rendszerekben is a kialakulo komplexek eltéro stabilitasaval magyarazhato.

Harom hisztidint tartalmaz6 peptidek Cu(Il)-komplexeivel is torténtek
SOD-aktivitasmérések. Ezek kozott érdemes megemliteni a HHGH tetrapeptid
N-acilezett szarmazékat, amelynek Cu(Il)-komplexeit kiilonb6zé pH-értékeken
vizsgaltak'?’. Megallapitottdk, hogy a SOD mérés koncentracio-viszonyai
kozott megvaltozik az oldatbeli részecskeeloszlas, de ha legalabb tizszeres
ligandumfelesleget alkalmaznak, akkor a Cu(Il)-ionok ugyanugy kotott
formaban vannak jelen az oldatban. 6,8-as pH-értéken mérték a legnagyobb
SOD-aktivitas értéket, amely a harom imidazolnitrogén koordinalddasaval
kialakul6 CulL komplexhez rendelhetd. Ebben a komplexben kisebb az
ekvatorialis térerésség, mint a 7,5-6s pH-értéken kialakulé amidnitrogénes
koordinaciot tartalmazé komplexben. Prolintartalmu ligandumok esetében is
végeztek vizsgalatokat; az Ac-HPHH-NH, peptid Cu(Il)-komplexeit 7,4-es pH-
értéken tanulmanyoztak'”’. Ezen a pH-értéken [CuLH ;] részecske képzddik,
amelyben a fémion két imidazol- és egy amidnitrogénen keresztiil
koordinalédik. A kapott 1Csp-érték hasonlod a kordbban mért adatokhoz, a pH-
novelésével azonban lecsokken. Amikor tobb prolint épitettek be a
peptidlancba  (Ac-HPHPH-NH, ¢és Ac-KHPHPHN-NH,), a Cu(Il)-iont
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tartalmazo6 rendszerek SOD-aktivitasdnak vizsgalata soran 7,5-6s és 8,3-as pH-
értéken hataroztak meg az ICs, értékeket’®. Azt lattak, hogy a pH névelésével
novekszik az aktivitds, amely foleg a Cul komplexnek tulajdonithato,
amelyben a fémion harom imidazolnitrogénhez ¢€s egy hidroxidionhoz
kapcsolodik. A kapott ICsy értékek a vartnal kisebbek, pedig a fémion
imidazolnitrogéneken keresztiil koordinalodik a komplexekben. Ez azzal
magyarazhato, hogy nem az aktivitast mutaté komplex az uralkodé részecske
az adott pH-tartomanyban.

A tobb hisztidint tartalmaz6 modellvegyiiletek kozott tartjuk szamon a

prionfehérje hexa- és oktarepeat tartomanydnak modellezésére eldallitott
peptideket is. Ezen peptidek a kdvetkezo altalanos képlettel adhatok meg: Ac-
(HNPGYP),-NH, és Ac-(PHGGGWGQ),-NH; ahol n értéke 1,2 vagy 4 lehet.
SOD-aktivitas értékeiket Cu(Il)-ionok jelenlétében kiilonbozé fémion/ligandum
aranyoknal és két pH-értéken hataroztak meg'*.
Valamennyi esetben 0,10-0,36 uM kozé eso 1Cs, értéket mértek, és azt talaltak,
hogy a legnagyobb aktivitdssal a négy ismétlodé egységet tartalmazo
ligandumok Cu(Il)-komplexei rendelkeznek. Az elvégzett mérések alapjan az
alabbi kovetkeztetéseket vontak le: a) minél tobb imidazolnitrogén vesz részt a
fémion koordinalddasaban, annal nagyobb az aktivitas; b) ha amidnitrogének
Iépnek be a koordinacios szféraba vagy a pH csokkentésével megnd a szabad
réz(Il)ionok mennyisége, akkor cs6kken a SOD-aktivitas értéke is. Valamennyi
komplex koziil a legnagyobb aktivitassal a Cu(Il)-Ac-(PHGGGWGQ)4,-NH,
rendszerben 6,6-os pH-értéken képz6dé komplex rendelkezik, amelyben a
fémion négy imidazolnitrogénen keresztiil koordinalodik. Ez az adat is
alatimasztja azt, hogy az imidazolnitrogénes koordinacidt tartalmazo
komplexek a legigéretesebb SOD-modell vegyiiletek.
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3. KISERLETI KORULMENYEK ES VIZSGALATI MODSZEREK
3.1. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok

A CoCl,, CuCl,, Cu(NOs3),, NiCl, és KOH oldatokat analitikai mindségii,
a Reanal cég altal gyartott vegyszerekbdl készitettilk, a pontos fémion-
koncentraciokat gravimetriasan oxindt formajaban, a sav-, illetve a
lugkoncentraciokat pedig pH-potenciometriasan hataroztuk meg.

A titraldasokat ~0,2 mol/dm’, pontosan ismert koncentracioju,
karbonatmentes, argon alatt készitett és tarolt KOH-oldattal végeztiik.
Vizsgalataink soran az allando ionerésséget a 1,0 mol/dm’ koncentraciéju KCI-
oldattal biztositottuk. A ciklikus voltammetrias mérések soran KNOs-oldatot
hasznaltunk hattérelektrolitként.

A '"H NMR vizsgalatokhoz 99,8%-os izotoptisztasagu, az ISOTEC Inc.
cég altal eléallitott D,O-t, DCI- és NaOD-oldatot hasznaltunk.

A SOD aktivitas mérésekhez a nitroblue-tetrazolium-klorid sot, a xantint
¢és a xantin-oxiddz enzimet a Sigma cégtdl rendeltiik.

A vizsgalt ligandumok egy része kereskedelmi forgalomban kaphato
volt, ezeket kiilonb6z6é finomvegyszert forgalmazo cégektdl szereztiik be. Az
N-Ac-hisztamint az Aldrich, az N-Ac-hisztidint a Sigma, az Ac-HGH-OH, Ac-
HGH-NHMe, Ac-HHGH-OH, Ac-HHGH-NHMe ligandumokat a Bachem, az
Ac-HGGH-NH, és Ac-HVVH-NH, peptideket a Genscript cégektdl vasaroltuk.
A Dbisz(imidazol-2-il)-szarmazékokat az  MTA-ELTE  Peptidkémiai
Kutatocsoportjaban Siiliné Dr. Vargha Helga és munkatarsai allitottak eld. A
Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumat modellez peptideket (Ac-HHVGD-NH,,
Ac-HAHVH-NH,, Ac-HAHPH-NH,, Ac-HGHVH-NH,, Ac-HVHAH-NH,,
Ac-HVHGH-NH,, Ac-S1H2-NH,, Ac-S2H3-NH,, Ac-S3H4-NH,) Dr. Kallay
Csilla szintetizalta Gordgorszagban, a loanninai Egyetemen (University of
loannina), szilardfazisu peptidszintézissel.

Ugyanezen technika segitségével allitottam el6 az Ac-TKHM-NH,
tetrapeptidet Cataniaban a Liberty peptidszintetizalo berendezés segitségével. A
peptidszintézishez sziikséges vegyszereket kereskedelmi forgalombol szereztiik
be, és tovabbi tisztitds nélkiill hasznaltuk fel 6ket. A Fmoc-védGcsoportot
tartalmazo aminosavakat, a 2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénium
tetrafluoroboratot (TBTU) és N-hidroxi-benztriazolt (HOBt) az InBios cégtdl, a
piperidint, a triizopropil-szilant (TIS), az ecetsavanhidridet, az N,N-diizopropil-
etilamint (DIEA), dietil-étert (Et,O) ¢&s trifluor-ecetsavat (TFA) a
Sigma/Aldrichtol rendeltiik. Az N,N-dimetil-formamid (DMF), az acetonitril
(ACN) ¢és a diklormetan (DCM) a Labscan Analytical Sciences ir cégtdl
érkezett, a Novasyn TGR gyanta pedig a Novabiochem svajci cégtol. A peptid
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tisztitasat preparativ forditott fazisu nagynyomasu folyadékkromatografiaval
(RP-HPLC) oldottuk meg.
A munkdm soran vizsgalt ligandumokat foglalja 0ssze az 14. és a 15.

abra.
cH) 2 CH) i ﬁ 0 0 0 0 0 0
H:C_C—H—TH—C—n—(‘?H—C—H—?H—C—n—(‘?H—C—NHz et —cH-t—H— b o cn-dH oL,
GHOH Gy CH, CH, (ltHz <‘:H3 cI:H2 Htl:—cn3 leuz
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Gz CHa CHa b) Ac-His-Gly-His-NHMe (Ac-HGH-NHMe)
d) N N)E N)E ¢) Ac-His-Gly-Gly-His-NH, (Ac-HGGH-NH,)
DAY (3, QActisal-al- :
d) Ac-His-His-Gly-His-NH; (Ac-HHGH-NH,)
14.3b H - rval e) Ac-His-Ala-His-Val-His-NH; (Ac-HAHVH-NH,)
- abra: ptl-potenciometriaval | o A s Gly-His-Val-His-NH (Ac-HGHVH-NH)
vizsgalt ligandumok . . .
g) Ac-His-Val-His-Gly-His-NH; (Ac-HVHGH-NH),)
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a) N-Ac-hisztamin (N-Ac-Hm) f) Ac-His-Val-His-Ala-His-NH; (Ac-HVHAH-NH,)
b) N-Ac-hisztidin (N-Ac-Hisz) g) Ac-(His-Sar),-His-NH; ahol n=1; 2; 3 (Ac-(S1H2),-NH,)
¢) Ac-His-Val-Val-His-NH; (Ac-HVVH-NH,)

d) Ac-His-His-Val-Gly-Asp-NH; (Ac-HHVGD-NH,)
e) Ac-His-Ala-His-Pro-His-NH; (Ac-HAHPH-NH,)
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h) bisz(imidazol-2-il)metan (BIM)
1) bisz(imidazol-2-il)metilamin (BIMA)

h)

15. abra: Ciklikus
voltammetridval és/vagy

SOD aktivitas mérésére
alkalmas fotometrias
technikaval vizsgalt

ligandumok

j) Z-glicil- bisz(imidazol-2-il)metilamin (Z-Gly-BIMA)
k) Z-alanil- bisz(imidazol-2-il)metilamin (Z-Ala-BIMA)
1) B-alanil- bisz(imidazol-2-il)metilamin (B-Ala-BIMA)

m) hisztidil- bisz(imidazol-2-il)metilamin (His-BIMA)
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3.2. Peptidszintézis

A vizsgalt ligandumok ko6ziil az Ac-TKHM-NH, tetrapeptidet allitottam
eld szilard fazisu peptidszintézis segitségével. Ezt a technikat 1963-ban egy
amerikai professzor, R. B. Merrifield publikalta a peptidek szintézisére'”. A
Merrifield-féle szintézis szilard hordozén (gyantan) torténik. Ez olyan
finomszemcsés milanyag, amelynek 1 grammjaban koriilbeliill 10 millio
szemcse van. A szemcsék feliiletén és azok belsejében olyan atomcsoportok
(funkcioscsoportok) vannak, amelyek lehetové teszik, hogy a szemcsékhez
aminosavakat vagy mas vegyiileteket kapcsolhassunk kémiai kotéssel.
Oldoszerként olyan szerves vegyiilet alkalmazhato, amelyben a gyanta jol
duzzad, igy a reaktansok konnyen bejuthatnak a szemcsékbe, illetve a
melléktermékek elhagyhatjak azt. Munkank soran dimetil-formamidot (DMF)
hasznaltunk.

A peptid szintézisét automatizdlt mdédon egy mikrohullimu Liberty
Peptidszintetizalo késziilékkel (CEM) végeztiik. A szintézishez NovaSyn TGR
gyantat haszndltunk, az aminosavakat a TBTU/HOBt/DIEA technika
segitségével aktivaltuk. A Fmoc véddcsoportok eltdvolitasat a késziilek 20%
piperidint tartalmaz6 DMF-oldattal hajtotta végre 180 masodpercig 75°C-on 25
W teljesitményli mikrohullamu sugérzas segitségével. Az aminosavak csatolasa
300 masodpercig szintén 75 °C-on, 25 W teljesitményli mikrohulldmu sugdrzas
hatasara ment végbe, amelyhez az aminosavakat négyszeres feleslegben
alkalmaztuk, aktivalasukra pedig a kovetkezé elegyet hasznaltuk: 0,5 mol/dm’
HOBt, 0,5 mol/dm’ TBTU DMF-ben oldva, 2,0 mol/dm’ DIEA-oldat. A
szintézis utolsd 1épésében az elballitott peptidet tartalmazd gyantat — a Fmoc
véddcsoport eltavolitdsa utan 6 V/V% ecetsav-anhidridet és 5 V/V% DIEA-t
tartalmazod oldat (oldoszer: DMF) hozzaadasaval kezelte a késziilék azért, hogy
a peptid N-terminalis végére acetil véddcsoportot épithessen ki. A peptid
gyantarél  torténé  hasitasat és az  oldallancbeli  imidazolcsoport
véddcsoportjanak eltavolitasat szobahdmérsékleten végeztik el 94,0 V/V%
TFA, 2,5 % EDT, 1 % TIS, 2,5 % H,O elegyével. A gyantarol lehasitott
peptidet szliréssel kaptuk meg, majd vakuumban 30 °C-on beparoltuk. A nyers
peptidet hideg, frissen desztillalt dietil-éterbdl valasztottuk le, majd a
csapadékot leszirtiik, vakuum alatt szaritottuk, vizben feloldottuk és
liofilizaltuk. A nyers peptideket forditott fazisii folyadékkromatografias (RP-
HPLC) technikat alkalmazva, egy Prostar diddasoros detektorral ellatott Varian
Prepstar 200 model SD-1 késziilék segitségével tisztitottuk. Az elvalasztashoz
preparativ Varian Dynamax C;3 (300 A poérusméret, 10 um részecskeméret)
250%41,4 mm atmér6ji kolonnat és gradiens eluciot hasznaltunk (az dramlasi
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sebesség 10 ml/min volt). Az elualészer 0,1 % TFA-t tartalmaz6 viz illetve 0,1
% TFA-t tartalmazé CH;CN volt. Az elucid soran 8 percen keresztiil
izokratikus eltciot alkalmaztunk 100 % vizzel, majd 10 perc alatt a CH;CN-
oldat aranya 0 %-r6l 15 %-ra nétt, és tjabb 10 percen keresztiil 15 % CH;CN
¢és 85 % viz eleggyel izokratikus eluciot folytattunk. Végiil az utols6 5 percben
gradiens elucid segitségével visszatértiink a 100 % vizhez. A peptidet ESI-MS
analizissel is vizsgaltuk egy Finnigan LCQ-Duo elektroszpré ionizacios,
ioncsapda analizatorral rendelkez6 tomegspektrométer segitségével.

3.3. pH-potenciometria

A ligandumok protonalddasi allandoit és a komplexek stabilitasi
allandoit pH-potenciometrids modszer segitségével hataroztuk meg. A pH-
potenciometria az oldatfazisban lejatszoddé komplexképzodési folyamatok
egyensulyi vizsgalatanak egyik legaltalanosabb modszere. Alkalmazhatosa-
ganak feltétele, hogy a fémion koordinacidja hatassal legyen a ligandum
protonalddasi egyensulyara, vagyis a komplexképzédés az oldat pH-janak
megvaltozasaval jarjon. A H'-ion és a fémion kozotti kompeticios folyamat az
alabbi egyensullyal jellemezhetd:

nHL + M™ & ML,™" +nH" (8)

A bruttd komplexképzodési folyamat altalanos formaja (az egyszeriiség
kedvéért a toltéseket nem tiintettem fel):
pM+qL+rH & M,LH, 9)

ahol M: fémion, L: teljesen deprotonalt ligandum, H: proton
p, g, r: sztochiometriai egyiitthatok

A képz6d6 komplexek stabilitasi szorzata:
[M,L,H,]

ML) HT (19)

A kisérleti adatokbol a fémkomplexekre meghatarozott stabilitasi szorzatokat a
SUPERQUAD™ és a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékén kifejlesztett PSEQUAD"' szamitogépes programok segitségével
szamitottuk ki. A kiértékelés soran a térfogat — pH adatparok mellett bemend
adatként meg kell adnunk a komponenesek (M, L, H), valamint az
asszociatumok (a ligandum kiilonb6z6 protonaltsagi foku részecskéi, a
kiilonb6z6 M,L.H, fémkomplexek, illetve hidroxokomplexek) szamat, azok
Osszetételét az M, L és H komponensekre nézve (p, q, 1), és az asszociatumok
ismert protonalddasi allandoit vagy stabilitasi szorzatait. Az ismeretlenek
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esetében kozelitd értékekre van sziikség. Tovabbi sziikséges paraméterek a
komponensek kiindulasi teljes koncentracioi, a titralé oldat koncentracidja, a
vizionszorzat ¢és a miszer altal kijelzett pH-értéknek egyensulyi
koncentracioval kifejezett pH-értékre torténd atszamitadsahoz sziikséges un.
Irving korrekcios tényez6'>>. A keresett stabilitdsi szorzatok értékeit a
kiindulasi komponensekre felirhaté anyagmérleg-egyenletek megoldasai adjak:

+Zp B IMIILIH]; (11)
= [L]+Zq B IMIILYH]; (12)
- H]+inﬁpqr[M]f’[L]?[H]: (13)

ahol n a rendszerben képzddo asszociatumok szamat, p, g és r pedig a
sztochiometriai egyiitthatokat jeloli. A kiindulasi adatok alapjan a program
Newton Raphson iteréci(')val kt')zeliti az ismeretlen stabilitasi éllandék értekeét
Vzamitorr) 08szefiiggés értéke minimumot nem ér el. A szamitasi sorozat végén
megkapjuk a keresett allandok finomitott értékeit és azok hibait, melyek
alapjén a program a titrélési gérbe minden egyes pontjéban kiszémitja az egyes
deviacio értéket. A | Vet — Vszamitott | atlagértéke fogja megadni a kozelités
josagat, amit illesztési paraméternek neveziink. A stabilitasi 4allandok
megaddsakor az utolsd tizedesjegy hibdjat zarojelben tiintetjik fel. Ezt
kovetéen a program egy altalunk kivalasztott komponensre vonatkozoan
(altaldban a fémion) a pH fiiggvényében kirajzolja a részecskék koncentracio-
eloszlasi gorbéjét. A dolgozatban szerepld koncentracio-eloszlasi gorbéket a
SED program'” Windows alatt futd valtozata, a MEDUSA segitségével
készitettiik. A program mitkddéséhez sziikség van a kiindulasi koncentraciokra,
valamint az asszociatumok stabilitasi szorzataira.

A fémkomplexek protonalodasi folyamatainak jellemzése soran gyakran
hasznalunk uUn. szarmaztatott allanddkat. A szamitogépes programmal
kiszamitott értékek megfeleld kombinacidjaval olyan allandokhoz juthatunk,
amelyek lehet6vé teszik a kiilonboz6 ligandumokkal képzett komplexek
Osszehasonlitasat. A komplexben kotott ligandum hisztidin
imidazolnitrogénjének, majd  amidnitrogénjének  deprotondloddsit a
pK(MLH,/MLH, ;) értékkel jellemezziik, amelyet az aldbbi 4&ltalanos
egyenlettel szamithatunk ki:
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log S(MLH ) —log B(MLH, )= pK(MLH,/MLH, )  (14)

Abban az esetben, ha az amidnitrogének kooperativ modon deprotonaldodnak,
deprotonalddasuk jellemzésére egy atlagos pK-értéket adhatunk meg. Ezt az
alabbi egyenlet szerint szamoljuk:

10g ﬂ(ML) - lz()gﬁ(MLHz) = pK(ML/MLH_z )a’tlag (15)

Az imidazolnitrogének koordinalédasaval kialakuldé makrokelatot tartal-
mazo6 komplexek stabilitasanak jellemzésére vezettiik be a logB (M + 2N(Im))
és logB (M + 3 N(m)) allandokat. Abban az esetben, ha valamennyi
oldallancban megtalalhaté imidazolgylirii deprotonalt formaban van jelen, és
koordinalédik, ezen allandok értéke megegyezik az ML komplex logf
értékével. A harom hisztidint tartalmazo peptidekben a logB (M + 2N(Im))
allando értékét a

M + HL & MLH (16)
folyamatra vonatkozo allandé szamitasaval adjuk meg:
log S(M +2N) =log fS(MLH ) —log f(HL) (17)

A kisebb tagszdmu ligandumok esetében lehetdség van biszkomplexek
kialakuldsara is. Azt, hogy mennyire kedvez6 a biszkomplex kialakuldsa, a log
(K/Ky) érték mutatja meg. Kiszamitasa a kovetkezo egyenlet alapjan torténik:

2-log f(ML) —log B(ML,) = log(K, / K, ) (18)

Valamennyi altalunk vizsgélt vegyiilet vizoldhato, ezért vizes oldatokat
tanulmanyoztunk. A ligandumok kis mennyiségben 4lltak rendelkezésre, igy a
mérések kivitelezésére egy szamitogép altal vezérelt automata MOL-AcS
biirettat és egy MOLSPIN pH-mér6t hasznaltunk, amihez egy Metrohm
6.0234.100 kombinalt iivegelektrod csatlakozott. A ~0,2 mol/dm’
fecskenddvel végeztiik.

A mérések kiértekelését szamitogéppel végeztik el. A lagoldat

rrrrrrrr

ftalat-oldat titralasi gorbéjének Gran-féle linearizalasaval hataroztuk meg'**.

A pH-mérét 0,050 mol/dm’ kalium-hidrogén-ftalat oldattal kalibraltuk,
melynek pH-ja 25 °C-on 4,008. Az allandé6 hémérsékletet (T = 278 K)
ultratermosztattal, az oxigén kizarasat pedig az argongaz oldat folé valo
vezetésével biztositottuk. Az oldat kevertetését magneses keverdvel oldottuk
meg.
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A mérésekhez készitett mintak térfogata 3-4 cm’ volt. A ligandumok
kezdeti teljes koncentracidjat 4-10*-8:10° mol/dm’ kozott valtoztattuk. A
ekvivalenciapontjai alapjan, a SUPERQUAD program segitségével hataroztuk
meg.

A fémion/ligandum aranyt 1:5 és 2:1 kozott valtoztattuk. A titralas soran
fellépo térfogatnovekedést a kiértékelésre hasznalt szamitogépes program
figyelembe vette.

A mintak allandé ioner8sségét (0,20 mol/dm’) ugy biztositottuk, hogy
megfeleld mennyiségii 1,0 mol/dm’® koncentracioju KCl-oldatot adtunk a
titraland6 oldathoz. Ez az ionerdsség jo pontossaggal megegyezik a mérdoldat

srcr

s

soran az ionerdsség gyakorlatilag ne véltozzon.

A pH-potenciometria az egyik legfontosabb komplexkémiai
vizsgaldmodszer, azonban vannak hidnyossdgai: példaul ha két részecske
képzddése azonos pH-effektussal jar, akkor azok nem kiilonboztethetéek meg
ezzel a modszerrel. Egyes esetekben egy rendszer tobb, kémiailag redlis
modellel is jol leirhat6. Ezenkiviil a meghatdrozott stabilitdsi allandok nem
adnak felvilagositast arrol, hogy a képzddd komplexekben milyen kotésmod
valosul meg, milyen a komplex geometrigja. Legtobbszor kiillonb6zo spektralis
mérések (pl. spektrofotometria, CD) sziikségesek a pH-potenciometrias
mérések eredményeinek bizonyitasahoz, kiegészités¢hez.

3.4. UV-lathato6 spektrofotometria

Spektralis vizsgalatokat végeztiink a réz(Il)-, a nikkel(Il)- és a
kobalt(IT)ionokat tartalmazé rendszereken. Az emlitett fémionok komplexeinek
spektroszkopiai sajatsagait mar sokan vizsgaltak, igy az irodalomban rengeteg
adat all rendelkezéstinkre.

A réz(II)komplexekre jellemz6 tetragonalisan torzult, oktaéderes térben
négyfelé hasadnak az energiaszintek, az igy létrejott négy energiaszint kozott
haromféle d-d atmenetnek kellene megjelennie d_(d.)—>d. .; d, —>d. .;
d,—d,. .. Azonban ezen atmenetek gyakran egyetlen sdvva olvadnak Ossze,
és energidjukat illetve intenzitasukat nagyban befolyasolja a koordinalt
donoratomok szdma és min3sége (2. tablazat). Ez utobbit Sigel és Martin®”,
valamint Pettit és munkatarsai'> vizsgaltik. Vizsgalataik alapjan felallitottak
egy empirikus Osszefliggést, amelynek segitségével a An. értékek
megjosolhatok™, ha nincs axialis koordinacid.
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2. tablazat: A réz(Il)komplexek spektralis paramétereinek fiiggése a koordinalt

nitrogénatomok szamatol'>
Koordinalt nitrogénatomok Amax (NM) € (M“'cm_l)
szama
1 680-730 30-60
2 620-670 40-120
3 540-590 100-150
4 500-530 120-200

A szamitashoz sziikséges donoratomok Un. hozzajarulasi tényezdit (x;) szamos

aminosav és peptid kiterjedt spektrofotometrids vizsgélata alapjan hataroztak
136

meg :

1000
ﬂ'max = n [}’lm] (19)

2%

i=1

A vizes oldatban jelenlévé [Cu(H,O)s]*-ion négy ekvatorialis
vizmolekuldjanak oxigén- vagy nitrogéndonoratomokkal torténd helyettesitése
az abszorpciés maximumot a rovidebb hullamhosszak felé tolja el. Tobb
tényez0 is neheziti azonban a kvantitativ Osszefiiggés megadasat; az effektus
nagysaga a donoratom természetén kivill fiigg a kelatgytiri méretétdl, valamint
a ligandumhoz kapcsolodd, de a koordinacidban részt nem vevo
szubsztituensektdl is. Erdemes megemliteni, hogy az Osszefliggés nem
hasznalhato axialis koordinacid esetén sem, mert az axialis koordinacio a A,y
értékek kismértékii eltolédasat eredményezi a nagyobb hullamhosszak felé
(vords eltolodas).

A nikkel(I)komplexekre leginkabb a 4-es €s a 6-0s koordinacios szam
jellemzé.

A 6-0os koordinacios szami oktaéderes komplexekhez harom
spinmegengedett d-d atmenet tartozik, de ezek valamennyien elég gyengék (e <
30 M 'em™): &y = 1430-770 nm CA, — °T, atmenet); A, = 910-500 nm (A, —
Ty (F) atmenet); A3 = 520-370 nm (A, — °T, (P) atmenet). A kozépsd
oktaéderes sav felhasadasa a komplex geometriai torzulasat mutatja. Ezen
savok mellett 1étezik egy még kisebb intenzitasi, spintiltott CA, — 'E) atmenet
is, amely altalaban csak vallként jelenik meg valamelyik csucson.

A 4-es koordinacios szam, tetraéderes nikkel(Il)komplexek spektrumara
mar nagyobb intenzitasa (¢ = 10>-10° M 'em™) savok jellemzéek a 900-500
nm-es hullamhossztartomanyban.
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Szintén 4-es koordinacidos szamuak a diamagneses, siknégyzetes
komplexek, amelyek féleg erds terli ligandumokkal (példaul peptidek
amidnitrogénjei) vald kolcsonhatasban képzédnek. Ezen komplexekre jellemz6
550-400 nm-en egy elég intenziv sav (¢ ~ 50 — 500 M 'cm ), és sarga, voros
vagy narancssarga szin. Emellett egy masodik, még intenzivebb sav talalhato
430 nm alatt, amely gyakran toltésatviteli eredetii”’.

A kobalt(Ikomplexek esetében oktaéderes és tetraéderes szerkezetek
kialakulasara van lehetéség. Az elbbiek altalaban rozsaszint6l az ibolyaig
terjedé szintiek, mig a tetraéderes komplexek tobbnyire kékek'”. A tetraéderes
komplexeknek 600 nm fol6tt van elnyelése, az oktaéderes komplexek esetén
pedig révidebb hullamhosszon: ~ 400-600 nm-en tapasztaltak elnyelést.

Spektrofotometrids  méréseinket  200-900 nm-es  hullamhossz
tartomanyban kiviteleztiik. A spektrumokat Hewlett-Packard HP 8453 tipusu
egysugaras, didodasoros, valamint Perkin Elmer Lambda 25 tipust kétsugaras
fotométereken, 1,000 cm-es kiivettaban vettiik fel kiillonbozé pH-értékeken,
kiilonb6zé fémion/ligandum aranyoknal. A fémion-ligandum aridnyokat
valamennyi esetben a pH-potenciometrias méréseink alapjan véalasztottuk meg.

A kapott spektrumok elemzését egyrészt a gyartd cég altal biztositott
kezeld- és kiértékeld programmal végeztiik, masrészt a PSEQUAD"' program
segitségével az egyes komplexek spektrumat is meghataroztuk. A spektrumok
elemzésével a képzddott komplexek szerkezetére, geometridjara tudtunk
kovetkeztetni.

3.5. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia egyike azoknak a
spektroszkopiai modszereknek, amelyek a polarizalt fény és egy optikailag
aktiv anyag kolcsonhatasan alapulnak. A sikban polarizalt fény egy balra és egy
jobbra cirkuldrisan polarizalt fénysugar 6sszegének tekinthetd. Az optikailag
aktiv anyagok abszorpcids koefficiense és torésmutatdja kiilonbozik a kétféle
cirkularisan polarizalt fénysugarra, azon athaladva az abszorpcidban kiilonbség
mutatkozik. Ezt az abszorpcidés kiilonbséget nevezzikk cirkularis
dikroizmusnak, vagy mas néven Cotton-effektusnak. Az abszorpcioban
mutatkozd kiilonbség a teljes abszorpciohoz viszonyitva igen kicsi, annak kb.
1%-a. A cirkuléris dikroizmus gorbét akkor kapjuk, ha a kétféle fénysugar
abszorpciojanak kiilonbségét (Ae = ey — &jop) abrazoljuk a hullimhossz
fliggvényében. A CD gorbe maximumai és minimumai az elektrongerjesztési
abszorpcids spektrum maximuma helyén, illetve ahhoz igen kozel jelentkeznek,
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és viszonylag keskeny Gauss-gorbék, ellentétben az elektrongerjesztési
spektrummal.

cyey

crer

szarmazhat. Ha a komplex optikai aktivitasa a komplexképzddés alatt alakul ki,
akkor a komplexképzddéssel a két enantiomer racém elegyét kapjuk,
melyekhez ellentétes eldjelli, azonos értékii Cotton-effektus tartozik, igy
kioltjak egymast. Ezeket az enantiomereket csak kinetikailag inert komplexek
esetében lehet elvalasztani és vizsgalni.

Szamos komplex szerkezetének vizsgalatdban azonban eredményesen
hasznaltak a CD spektroszkopiat, melyek kozott emlithetjiik a Cu(Il), Ni(IT) és
a Pd(Il) peptidkomplexeit. A kiilonb6zdé di- és tripeptidek tanulmanyozéasa
soran bizonyos torvényszertiségeket figyeltek meg, amelyeket Sigel és Martin
foglalt ossze’”. Megallapitottak, hogy ezen peptidek komplexeinek CD
spektrumai jol értelmezhetdk az un. dupla-oktdn vagy hexadekdn szaballyal.
Eszerint ha a komplex koordinacids sikja alatti és feletti teret 8-8 szektorra
osztjuk, és minden szomszédos szektornak ellentétes eldjelet tulajdonitunk,
akkor az adott szektorban talalhaté optikailag aktiv csoport hatasara
bekovetkezd Cotton-effektus eldjelét a szektor eldjele adja meg. A komplexek
CD spektrumanak masik jellegzetessége a jelek intenzitasanak additivitasa,
azaz az egyes (nem koordinal6dé oldallancok) hatasa &sszeadodik. Példaul a
trialanin komplexének CD intenzitasa egy adott hullamhosszon egyenld a
haromféle, egy alaninbdl és két glicinbdl felépiild tripeptidek esetén tapasztalt
intenzitasok Osszegével. Ez az Osszefliggés nemcsak az alanin esetén igaz,
hanem valamennyi nemkoordinalodé oldallancot tartalmazo peptidre
érvényes "1 Ezek alapjan felallitottak egy Osszefiiggést, amelynek
segitségével egy X-Y-Z tripeptid fém komplexének varhatdé Cotton-effektusa
adott hulldamhosszon kiszamithato:

Ae! "7 = Ag) =Gl | Agf’y IR Agfly’Gly’Z (20)

ahol As"* az adott X-Y-Z tripeptid fémkomplexének A hullamhosszon mért
Cotton-effektusa.

Megallapitottak, hogy a komplexben kiilonb6z6 helyzetben 1évo, de
azonos kémiai mindségli optikailag aktiv csoportok kiillonbozé nagysagi
Cotton-effektust eredményeznek:

Ag TV S ATV S A g OO 21

Ennek oka az, hogy a kozponti fémionhoz, mint kromofor csoporthoz
kapcsolodo kiilonbozé donorcsoportok nem azonos hatasfokkal tovabbitjak a
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kiralis informaci6t. Hatasuk alapjan a kovetkezd sorrend allithato fel:
amidnitrogén > karboxilatoxigén > aminonitrogén.

A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén egy
JASCO J-810 spektrométeren végeztilk. A spektrumokat szobahdmérsékletii
vizes oldatokban vettiik fel kiilonb6z6 pH-értékeknél illetve 1:1, 1:2 fémion-
ligandum aranyoknal. Méréseinkhez 0,1 és 1,0 cm tuthosszusagu kiivettakat
hasznaltunk, a spektrumokat 200-800 nm hullamhossz tartomanyban
0,6-1 kozott legyen.

A kapott CD gorbék elemzését egyrészt a gyartd cég altal biztositott
kezelé- és kiértékelé programmal végeztiik, masrészt a PSEQUAD"' program
segitségével az egyes komplexek spektrumat is meghataroztuk. A spektrumok
elemzésével a képzddott komplexek szerkezetére, geometridjara, a
koordinal6d6 donoratomok szdmara és kémiai jellegére lehet kdvetkeztetni.

3.6. "H NMR spektroszkopia

Az altalunk vizsgalt komplexek koziil egyes nikkel(I)komplexek
esetében végeztink 'H NMR méréseket. Valamennyi esetben a siknégyzetes
NiLH_; 6sszetételti komplex spektrumat vizsgaltuk erésen lugos oldatokban. A
"H NMR spektrumban megjelend jelek pontos asszignalasa érdekében felvettiik
a teljesen deprotonalt ligandumok spektrumat is. Az NMR idéskalajahoz
viszonyitva ezekben a komplexekben a ligandumcsere sebessége tobbnyire
lassu, ami azt eredményezi, hogy a szabad és a koordinalt ligandum magneses
rezonanciajelei kiilonb6z6 kémiai eltolodas (8) értékeknél jelennek meg. A
kémiai eltolodas értékének valtozasa (a szabad ligandumhoz viszonyitva), a
jelek szama ¢s felhasadasa informaciot szolgaltathat a komplexek koordinacios
madjarol, illetve az esetleges izomerekrol.

A ligandumokat 99,8 %-o0s izotOptisztasagli D,O-ban oldottuk fel. A
spektrumok felvételéhez 0,003 mol/dm’ koncentracioju oldatokat készitettiink,
és minden esetben 1:2 fémion-ligandum aranyt alkalmaztunk. Az oldatok pH"
értékeit DCI- és NaOD-oldatok segitségével allitottuk be a kivant értékre. A
mérések soran vizes kozegbeli pufferre kalibralt pH-mér6 altal kijelzett értékek
a D,0-oldatokban pH" értékeknek felelnek meg. A pH' értékeket az alabbi
egyenlet'" segitségével tudjuk atszamolni a pH-skalara:

pH =10,930 pH" + 0,40 (22)

A "H NMR spektrumokat BRUKER AM360 MHz FT-NMR késziiléken
vettiik fel, standardként natrium-2,2-dimetil-2-szilapentan-5-szulfonsavat

45



Peptidek és sgdrmazékaik dtmenetifém komplexeinek koordindcids és redoxi sajatsdgai

(DSS) hasznaltunk. A kapott spektrumokat az NMR spektrométer sajat
szoftverjével, illetve az 1D WINNMR programmal értékeltiik ki.

3.7. Ciklikus voltammetria

A Cu(Il)-komplexek redoxipotencidl értékeit ciklikus voltammetria
segitségével hataroztuk meg. A ciklikus voltammetria egy sokoldaltian
hasznalhato elektroanalitikai technika. Egyike azon vizsgélati médszereknek,
mely segitségével a kiilonbozé kémiai vegyliletek, biologiai anyagok vagy
elektrodak feliiletének elektrokémiai sajatsagat fel lehet térképezni
(formalpotencial meghatarozas, komplexek latszolagos stabilitasi allanddjanak
meghatarozasa, reakciok mechanizmusanak felderitése). Hatékonysaganak
koszonhetden széles potencialtartomanyban lehet gyorsan elektrokémiai
informéaciokhoz jutni.

A ciklikus voltammetridban egy munkaelektrodon linedrisan valtoztatjuk
a fesziiltséget egy kezdeti

potencidl értékid] (Eycuer) | EV 1.ciklus 2.ciklus
egy meghatarozott | |

fesziiltség  értékig  (Ey), ol 4
melyet fordul6 potencidlnak | o1 - .

neveziink'**'*'#, A | 02r
potencial valtozasat egy | ®° [
referenciaelektrod g:
potencialjadhoz képest | o6 | ! Evegss

E kezdeti

mérjik, mely altaldban | o7 | \
telitett kalomel (SCE) vagy | 08 L : \

t
Ag/AgCl elektrod. A 16. 0 20 40 teeel o0 0
abra segitségével nyomon 16. abra: Potencilvaltozas az id6 fuggvényében
kovethetjiik, hogy hogyan ciklikus voltammetrias mérés soran

valtozik a potencidl az
indul6é potencialrél a forduld értékig, majd vissza az eredeti értékre és a
masodik ciklusban mindezen 1épések ismétlédnek az id6 fiiggvényében.

Amennyiben a munkaelektrodon atfolyd aramerdsségét abrazoljuk a
fesziiltség fliggvényében ciklikus voltammogramot kapunk. Egy reprezentativ
voltammogramot mutatok be az 17. abran.
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r 50

r 100

- 150

17. abra: Egy reprezentativ voltammogram

A kapott voltammogrambdl meghatarozhat6 a katdédos (Ey) és az anddos
(E.) csucspotencial, amelyek szamtani kozépértéke adja az Un.
féllépcsdpotencial-értéket.
E, +E,
2

A végbemend folyamatra jellemzd redoxipotencial értéket a normal
hidrogénelektrodra  vonatkoztatva akkor kapjuk meg, ha ezt a
féllépcsdpotencial-értéket  korrigdljuk az  Ag/AgCl  referenciaelektrod
potencialértékével.

E,,= (23)

E’=E,,+E°(Ag/ AgCl) (24)

Lényeges informaciot hordoz a katdédos és az anodos csucspotencialok
kiilonbsége, amelyet csucsszeparacionak is neveziink.
0,059

n

AE=E,-E = (25)

A csucsszeparacio  értékébol  kovetkeztetni  lehet a  reakcid
mechanizmusara és a redoxi folyamatban résztvevé elektronok szamara.
Amennyiben a reakcid reverzibilis, (vagyis a diffuzios koefficiens azonos az
oxidalt ¢és a redukalt formara), akkor a AE érték 0,059/n V lesz, ahol n a
résztvevo elektronok szama.

A csucspotencidlok mellett informacié értékli a katdodos és az anoddos
csticsaram (ix és i,) aranya is. Amennyiben egy folyamat reverzibilis, a két
csucsaram aranya egy.

47



Peptidek és sgdrmazékaik dtmenetifém komplexeinek koordindcids és redoxi sajatsdgai

=1 (26)

Ciklikus voltammetrids méréseinket egy Metrohm gyartmanyu 746 VA
Trace Analyzer késziilékkel végeztikk el, amelyhez egy 747 VA Stand
csatlakozott. A mintdk méréséhez klasszikus haromelektrodos rendszert
hasznaltunk. Referenciaelektrodunk egy Ag/AgCl elektrod volt 3 mol/dm’-es
KCI hattérelektrolittal (Metrohm: 6.0728.010 és elektroilttartd: 6.1245.010),
segédelektrodként platina elektrodot (Metrohm: 6.1247.010, elektrodtarto:
6.1241.020), mig munkaelektrodként az adott rendszer varhato redoxipotencial
értékének fiiggvényében 3 mm atmérdjii szén (Metrohm: 6.1204.110) vagy
platina (Metrohm: 6.1204.120) munkaelektrodokat hasznaltunk. Valamennyi
esetben vizes oldatokat vizsgaltunk 25° C-on, az oldatok pH-jat KOH-oldattal
és HNO;s-oldattal allitottuk be a kivant értékre, melyet a Medusa'*® program
segitségével szamolt eloszlasi gorbék alapjan valasztottunk ki. A pH
ellenorzésére Metrohm 827 mobil pH-méré késziiléket ¢és 6.0234.100
kombinalt tivegelektrodot hasznaltunk.

Minden  esetben  rdgzitettik a
deprotonalt ligandum voltammogramjat erésen
bazikus kozegben, és azt tapasztaltuk, hogy
nem jelennek meg redoxi folyamatra utald
jelek a voltammogramban. A minték térfogata
10 cm’ volt, a vizsgalt komplexekben a

crey

1-107* mol/dm’ kozétti értékre allitottuk be. A
meérések soran a legtdbb esetben tizszeres
ligandumfelesleget alkalmaztunk. Bizonyos
ligandumok esetében azonban csak igen kis
mennyiség allt rendelkezésiinkre, igy le kellett
csokkentenlink a mérendé minta térfogatat,
hogy a  sziikséges ligandumfelesleget
biztositani tudjuk. Egy mikrocellat terveztiink 18. abra: Az altalunk
ezen vizsgalatokhoz, amelyhez 0j elektrodokat kifejlesztett mikrocella

vasaroltunk. Referenciaelektrodunk ugyancsak
egy Ag/AgCl elektrod volt (BASI Instr. RE-5B, MF-2079), de ebben az esetben
3 mol/dm’-0os NaCl-oldat volt a hattérelektrolit. Segédelektrodként egy
mikrocellaban is alkalmazhat6 platinaelektrodot hasznaltunk (ALS Co. Japan),
munkaelektrodként pedig 2 mm  atméréji  szén- (CHI104) és
platinaelektrodokat (CHI102). Mind a normalcellat, mind a mikrocellat a
[Fe(CN)o]* /[Fe(CN)s]* redoxi rendszerrel kalibraltuk, a mért redoxipotencial
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értlé}Z (E°= 0,452 V) j6 egyezésben volt a korabbi irodalmi adattal (E° = 0,458
V) ™.

A mintak oxigénmentesitése argongazzal tortént, amelyet minden mérés
elott legalabb 5 percig buborékoltattunk at a vizsgalni kivant komplexek
oldatan. A voltammogramokat az egyes réz(Il)komplexek varhat6 redoxipoten-
cial értékeinek megfeleléen megvalasztott fesziiltségtartomanyban rogzitettiik.
Altalanosan elmondhatjuk, hogy +0,800 V és —1,000 V kozotti tartomanyban
dolgoztunk. A fesziiltségtartomany pasztazasara 10 mV/s és 200 mV/sec
kozotti pasztazasi sebességet hasznaltunk. A mérések vezérlését a gyartd cég
altal biztositott szoftverrel valositottuk meg szamitogép segitségével. A kapott
voltammogramokat a CACYVO programmal értékeltiik ki, és a leolvasott
adatokbol az (23), (24) és (26) egyenletek segitségével szamoltuk ki a
sziikséges paramétereket.

3.8. Szuperoxid-diszmutaz aktivitas vizsgalatok

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim a szuperoxid gyokanion
diszproprocidjat katalizalja (k~2-10° s'mol'dm’, pH = 7.4). Az enzim
mikodését utdnzd fémkomplexek aktivitasa mérhetd kozvetleniil és kozvetve
is. A kozvetlen mérés azonban elég koltséges, emiatt ritkan hasznalt eljaras''.
A kozvetett technikak koziil az egyik legelterjedtebb mddszer a xantin-xantin-
oxiddz reakcidjdban in situ eldallitott szuperoxid gydkanion és a nitroblue-
tetrazolium-klorid (NBT) kozotti reakcio spektrofotometrias nyomon kdvetése.
SOD aktivitast mutaté fémkomplex hidnydban az NBT a keletkezd szuperoxid
hatasara redukalodik diformazanna, €s ez a redukcidé szinvaltozassal jar,
amelyet 560 nm-en lehet nyomon kdvetni. Amennyiben aktivnak bizonyulo
fémkomplexet adunk a mintdhoz, az 560 nm-en mért abszorbancia csékkenést
mutat. A modellreakcié bemutatasa a 19. dbran lathato.

A SOD akvititas méréseket H,PO, - HPO427 puffert tartalmazo
kozegben végeztiik el (¢ = 5,0-10° mol/dm®), az NBT-bél 5,0-10> mol/dm’
oldatot készitettiink, a xantin koncentracidja 1,0-10* mol/dm’ volt. A xantin
oxiddz mennyiségét ugy allitottuk be, hogy az abszorbancia valtozas 560 nm-en
0,025 — 0,028 min ' érték kozé essen. Az NBT redukcidjat 480 masodpercig
annak tavollétében, a [Cu(Il)gjes = 0 — 2,1-10°° mol/dm’] kézott valtozott.
Osszehasonlitas céljabol a nativ enzim SOD aktivitasat is vizsgaltuk (pH 6,8:
Cenzim = 3,75:10°" mol/dm’ pH = 7.4: Cenyim = 4,92:10"" mol/dm’).

A SOD-aktivitassal rendelkezd vegyiiletek aktivitdsat az 1Cs, értékkel
szokas jellemezni. Ez azt a komplexkoncentraciot jeldli, amelynél a diformazan
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képzddése az enzimutanzo vegyiilet tavollétében mért értékhez képest a felére

csokken.
OCH;
NH
; . O Oy
N 20,
j\)i \> NBT-diformazan
N OZN NO,

N
o H H Xantin
Xantin oxidaz

o
H 20, Q OCH3
HN _N
T = : D ¢
N SOD modell
d N H N N~
uronsav l H;CO
* 0, + H0,

H,0.
2 NBT

ON

19. abra: A SOD-aktivitds méréséhez hasznalt modellreakcid sematikus
bemutatasa

Gyakorlatilag ez azt jelenti, hogy adott pH-értéknél abrazoljuk a Cu(Il)-
komplex koncentracio fiiggvényében az inhibicid % gorbét, és az 50 %-os
inhibicidhoz tartozd komplexkoncentraciot hatarozzuk meg. Az inhibicid %

definicio szerint:
AA jvak ( AA ]komp[ex
ido ido
x100

AA vak
(o)

vak
ahol (j = a fémkomplex hianyaban mért abszorbanciavaltozas 560 nm-en
ao

inhibicio% = [ 27)

komplex
(2‘4) = a fémkomplex jelenlétében mért abszorbanciavaltozas 560 nm-en
ao

A oy tompiee €8 @ Kiszamitott inhibicié adatokra Scientist program segitségével
telitési gorbét illesztettiink az alabbi egyenlet szerint''*:

. Y A x cCu(II)—/complex
inhibicio = (28)
B + A x CCu(]I)—komplex
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ahol A és B paraméterek. Az eredmények jobb &sszehasonlithatosaga
érdekében az ICsy értékekbdl relativ aktivitas értékeket szamoltunk, a

kovetkezo egyenlet szerint:
1C,,(Cu,Zn - SOD)

1C,, (komplex)

x100 (29)

relativ aktivitas =
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. Oldategyensulyi vizsgalatok

4.1.1. A vizsgalt ligandumok sav-bazis sajatsagai

Doktori munkam soran valamennyi esetben védett peptidek sav-bazis és
komplexképzo sajatsagait vizsgaltam, ezért csak az oldallanc deprotonalodasara
jellemzo allandok hatdrozhatok meg. Ennek megfeleléen az egy hisztidint
tartalmazo tetrapeptid: az Ac-TKHM-NH, esetében a két deprotonalodasi
allandé az imidazolcsoport €s a lizin aminocsoportja deprotonaldédasahoz
rendelhetd. A két illetve harom hisztidint tartalmazoé peptidek esetében a kapott
allandok az imidazolcsoportok deprotonalodasat jellemzik. A harom hisztidint
tartalmazé ligandumok protonalddasi allandoit korabban mar meghataroztak,
igy a méréseim soran kapott értékeket dsszevetettiik az irodalmi adatokkal,
amelyekkel jo egyezést mutattak. Az egy- illetve két hisztidint tartalmazo
ligandumok deprotonalodasi allandoit a 3. tablazat, a harom hisztidint
tartalmazoé ligandumokét a 4. tablazat foglalja ossze.

Az Ac-TKHM-NH, tetrapeptid szintézisére azért keriilt sor, mert
munkdm részben kapcsolodott a prion protein peptidfragmenseinek
vizsgalatahoz. Ezen vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a 111-es helyen
hisztidint tartalmaz6 fragmensekben az -MKHM- szekvencianak kdszonhetden
a 109-es helyen talalhatd metionon tioéter kénatomja 1is gyengén
koordinalodik'’. Ebbél arra kovetkeztettek, ha mas gyengén koordinalodo
oldallancot tartalmaz6é aminosavra cserélik le a metionint, akkor az szintén
eredményezheti a kialakuld komplexek stabilitdsanak novekedését. Elso
Iépésben szerinre cseré¢lték a metionint; ebben az esetben is megfigyelték a
stabilitas novekedését. Annak igazolasara, hogy valdban az oldallancbeli —OH-
csoportnak tulajdonithatd ez a viselkedés, a szerint treoninra cseréltiik az Ac-
TKHM-NH, vizsgalt tetrapeptidben.

3. tablazat: Az egy- illetve két hisztidint tartalmaz6é ligandumok
deprotonalodasi allandéi (I = 0,20 mol/dm’, T =298 K)

Ac-TKHM-NH; | AccHGH-NHMe | AccHGGH-NH,
pKi 6,18(2) 6,07(3) 6,04(1)
pK: - 6,80(4) 6,84(1)
pK(Lys) 10,25(2) — —
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4. tablazat: A harom hisztidint tartalmazé ligandumok deprotonalodasi

allandoi (I = 0,20 mol/dm’, T =298 K)

Ac-HHGH-NH; | AccHAHVH-NH; | AccHGHVH-NH, | AccHVHGH-NH,
PK, 5,79(1) 5,76(1) 5,66(2) 5,73(1)
K> 6,27(1) 6,31(1) 6,41(3) 6,26(1)
pKs 6,90(1) 7,00(1) 6,81(3) 6,86(1)
A pK-értekek kozotti  kis  kiilonbség arra utal, hogy az

imidazolnitrogének deprotonaldodasa egymassal atfedd 1épésekben jatszodik le.
A treonint tartalmazo tetrapeptidben a lizin pK-értéke jo egyezést mutat az
azonos pozicioban lizint tartalmazo peptidre publikalt adattal (pK(Lys) =
10,28"%).

4.1.2. A vizsgalt ligandumok réz(IT)komplexei

Két ligandum esetében tanulmanyoztuk a réz(Il)ionok jelenlétében
bekovetkezd komplexképzddést. Ezen vizsgalatok eredményeit két részre
bontva mutatom be.

4.1.2.1. A Cu(II)-Ac-TKHM-NH, rendszer vizsgalata

A Cu(Il)-Ac-TKHM-NH, rendszer esetében 1:1,1 fémion/ligandum
aranynal 10%-os ligandumfelesleg mellett végeztiink vizsgéalatokat. Az 5.
tablazatban a kialakuld komplexek stabilitasi allandoit foglaltam Ossze,
Osszehasonlitasképpen pedig az N-termindlis részen szerint valamint
metoxiszerint tartalmazo tetrapeptidek adatai szerepelnek.

5. tablazat: A Cu(Il)-Ac-TKHM-NH, képz6d6 komplexek stabilitasi allandoi
osszehasonlitva két hasonlo szerkezetii peptiddel (I = 0,20 mol/dm’, T =298 K)

Ac-TKHM- | Ac-SKHM- | Ac-S(Ome)KHM-

NHz NH2149 NH2149
[CuHL]* 14,29(4) 13,52(2) 13,70(2)
[CuH_L]" 3,65(2) 3,34(2) 2,29(1)
[CuH_,L] -4,65(2) —4,41(3) —6,37(1)
[CuH_;L] -15,32(3) ~15,19(4) -16,87(1)
PK([CuLH[** / [CuLH_{]" )i0iag 5,32 5,09 5,71
pK([[CuLH_;]*/ [CuLH_,] ) 8,30 7,75 8,66
pK(Lys ) 10,67 10,78 10,50
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A komplexképzodés mar 3-as pH-n megkezdddik (20. abra), elsd
1épésben a [CuLH]’" komplex alakul ki, amelyben a fémion-kotShely a
hisztidin imidazolnitrogénje. Ezt a kétésmodot az is alatdmasztja, hogy a CD
spektrumban nem latunk aktivitast, és a spektroszkopias paraméterek is 1N-es
koordinaciora utalnak. Lathato, hogy a legstabilisabb [CuLH]** komplex a
treonint tartalmazé peptiddel képzdodik (5. tablazat).

Az imidazolnitrogénhez valo
cu(i)%

koordinalodas  lehetévé teszi a | wow— o S L
T X 1 r”r ” r . . r 90% - I
hisztidint megel6z6 két amidnitrogén | |
kooperativ ~ deprotonaldédasat  és | 7%

60% -

koordinacidjat. Az amidnitrogének | so% CulHa
deprotonalodasa mar 5,5-6s pH- | 1 cune

értéken elkezdddik, és az [N7, N, 20% 1

N(Im)] koordinaciéval  kialakuld | o ‘ ‘ ‘ |
részecske az uralkodd az 5,5-7,0-es ° ° T 0 "
pH-tartomanyban. Hasonlo 20. abra: A Cu(ll)-Ac-TKHM-NH,

kooperativitast figyeltek meg olyan rendszer  eloszlasi  gbrbéi  1:1,1
idek téh lvek fémion/ligandum aranynal
peptide escteben,  amelye a (cL=1-107 mol/dm’, ccyn = 0,9:107° mol/dm’)

s

peptidlanc belsd pozicidjaban

tartalmaznak hisztidint'®. A kialakulé [CuLH_]" (valéjaban: [Cu(LH_,)H]")
részecske szabad koordinacidos helyeinek koszonhetéen a gyengén
koordinal6d6 —OH-csoportot tartalmazd oldallanc is fémion-megkdtoként 1ép
fel. Az alkoholos —OH-csoport gyenge axialis kolcsonhatdsa elOsegiti az
amidnitrogének deprotonalodasat. Ezt jol tiikrézik az Ac-TKHM-NH, és az Ac-
SKHM-NH, esetén kapott amidnitrogének deprotonalddasat jellemz6 allandok,
amelyek kisebbek, mint a metoxi-szarmazékra jellemzO adat, ahol erre a
koordinacidra nincs lehetoség.

Még egy tovabbi amidnitrogén deprotonalodasaval 4N-es koordinacio
alakul ki, [CuLH_;] komplex képzodik. Mindkét emlitett komplexben a lizin
protonalt formaban van jelen. Mind a [CuLH ;], mind a [CuLH 3] komplex
CD ¢s abszorpciods spektruma hasonlo lefutasu (6. tdblazat), ami arra utal, hogy
a nemkoordindlodo lizin oldallanc deprotonédlodasa jatszodik le a [CuLH ;] =
[CuLH 3] + H' folyamatban. Ezt timasztja ala az is, hogy a deprotonalodasra
jellemzd pK-érték megfelel a szabad ligandum lizin csoportjanak
deprotonalddasat jellemzo6 pK-értéknek.

54



Timidri Sarolta doktori (Ph.D) értefeeziés

6. tablazat: A Cu(Il)-Ac-TKHM-NH, rendszerben képzodo komplexek
spektralis adatai (Amax (nm), € (dm® mol ' cm™) a: széles jel

Ac-TKHM- Ac-SKHM- | Ac-S(OMe)KHM-
kotésmod 149 149
NHz NHZ NH2
UV-Vis | N, N, N(Im) 591/57 592/68 610/89
(Amax/e)
N, N, N, N(Im) 551/83 554/80 520/104
CD N, N, N(Im) 592/-0,66 605/-0,70 635/-0,28
(Amax/€) 525/+0,29
N, N, N, N(m) 558/-0,57 550/-0,54 665/+0,32
479/+0,24 480/+0,19 570/~0,50*
495/-0,66
Ugyancsak erre utal, hogy az Ac- e ~—  [CuAH_"
TKHM-NH, [CuLH ] komplexénck CD | _|lx B i
spektruma hasonl6 az Ac-SKHM-NH, 0'27 ~ lousiy

[CuLH ;]" spektrumahoz (21. 4bra),
ugyanakkor mindketté jelentdsen eltér
mas tetrapeptidekétdl.  Osszességében
megallapithatjuk, hogy a lizin —NH,-
csoportja €s treonin vagy a szerin —OH-
csoportja kozott kialakuld hidrogénkotés
konformacidvaltozast okoz, ami szintén
felelds lehet az amidnitrogének deproto-
nalodasaért.

-0,2
-0,4
-0,6

-0,8 -

] _ [CuBH,]
0,0 H—Dwmeibucet’ e o
3 A 05 750 (am) 800

21. abra: A Cu(II)-Ac-SKHM-NH,
(A) és a Cu(Il)-Ac-TKHM-NH; (B)
rendszerekben képz6dé komplexek
CD spektruma

4.1.2.2. A Cu(II)-Ac-HGGH-NH, rendszer vizsgalata

Szintén a Cu(Il)-ionok jelenlétében valo komplexképzddést vizsgaltuk az
Ac-HGGH-NH, tetrapeptid esetében, 1:3, 1:2, 1:1 és 2:1 fémion/ligandum
aranyoknal. Az oldatban kialakulé komplexekre szamitott stabilitasi allandokat

a 7. tablazat foglalja 6ssze.

A [CuL]*" komplex nagy termodinamikai stabilitisa 6sszhangban van a
korabban vizsgalt, két- illetve harom hisztidint tartalmazé védett peptidek
hasonldé komplexére jellemzo értékkel. A meghatarozott allandé azonban
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kisebb, mint amit a HXH szekvenciat tartalmazé peptidekre korabban

meghataroztak.

7. tablazat: A vizsgélt és Osszehasonlitasként hasznalt ligandumok Cu(Il)-
komplexeinek stabilitasi allandoi (I = 0,20 mol/dm’, T = 298 K)

Ac- Ac-
HGGH- ‘;HI;?J, A“'NH};' yH- | HHGH-

NH, ¢ 2 NH,*
[CuLH]** - 10,69 - 12,79
[CuL]** 5,97(1) 6,32 5,79(1) 722
[CuLH_]" - -0,11 -1,05(2) 0,79
[CuLH_,] ~7,88(2) -5,91 -9.21(2) -6,12
[CuLH_3] ~16,10(3) -16,01 ~17,60(3) ~15,24
[CuLH_4]* - - - -26,43
[CuL,)* 9,79(3) 10,62 9,52(4) -
pK([CuLH]* / [CuL]*") - 4,37 - 5,57
pK([CuL]* / [CuLH_{]") 6,925 6,43 6,84 6,43
pK([[CuLH_]*/ [CuLH_,] ) - 5,80 8,16 6,91
pK([[CuLH_;] / [CuLH_3]") 8,22 10,10 8,39 9,12
pK([[CuLH_3]" / [CuLH_4]*") - - - 11,19
1g(Ky/K>) 2,15 2,02 2,06 —
A [CuL,]”"  &sszetétellel  leirhatd

biszkomplex mennyisége jelentds, ami a
tetrapeptid kis méretével magyarazhato.
Ebben a komplexben a fémion négy
imidazolnitrogénen keresztiil koordinalodik
(22. 4bra).

Az imidazolnitrogének koordinacidja
nem tudja megakadalyozni az
amidnitrogének deprotonalodasat, amely
nagyobb pH-értékeken lejatszodik.
[CuLH,]” komplex képzodését nem
sikeriilt kimutatni, ezen ligandum esetében
is kooperativ mdodon deprotonalédnak az
amidnitrogének.  8-as  pH-értéken a
[CuLH,;] komplex az uralkodd részecske
az oldatban (23. 4bra). Ezen részecske

N
/4 ©
[e)
HN

HN\/ "N\/NH
HN/\ /\NH

22. abra: Az Ac-HGGH-NH,
peptid [CuL,]*" komplexének
szerkezete

képzodését a kisebb hullamhosszak felé valo jelentds eltolodas kiséri az UV-
lathato spektrumban, és az abszorpcids maximum intenzitdsa megnovekszik. A
jellemz6 abszorpcidos maximum értéke PSEQUAD programmal kiszamithato,
600 nm-nél van (24. abra), ami jo egyezést mutat az [N, N, N(Im)]
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Cu(l% 2+ CuLH_,]
100% - [Cu] [ 3

90% -
80% -
70% A
60%
50% -
40% -
30% A
20%
10% -

0% - T T T T
3 4 5 6 7 pH 8 9 10 1 12 400 500 600 A(nm) 700 800

120 4 [CuLH_s]

23. abra: A Cu(I)-Ac-HGGH-NH; 24. abra: A Cu(I)-Ac-HGGH-NH,
rendszer  eloszlasi  gorbéi 1:2 rendszerben  képz6dd  részecskék
fémion/ligandum aranynal felbontott UV-lathatd spektruma 1:1
(cr.=2-10" mol/dm’, ccyany = 1-10 mol/dm®) fémion/ligandum aranynal

koordinaciés modra vonatkozé empirikus képlettel szamolt értékkel*®. Ez a

maximum arra utal, hogy a HXH szekvenciat tartalmaz6 peptidekkel
ellentétben az N-termindlis hisztidin koordindcidja nem feltételezhetd.
Korabban az Ac-HVVH-NH, peptid vizsgalatanal is hasonld kovetkeztetésre
jutottak®’.

A harmadik amidnitrogén deprotonalodasa a [CuLH ;|- komplex
képzddéseéhez vezet. A folyamatot jellemzd pK(amid)-érték kisebb, mint amit a
HXH szekvenciat tartalmazo peptidek esetén kaptak. Ez aldtdmasztja azt a
tényt, hogy a [CuLH ;] komplexet nem stabilizalja az N-terminalis hisztidin
koordinacidja. Az abszorpcids spektrumban 565 nm-nél jelentkezd elnyelési
maximum torzult siknégyzetes geometriara utal. Ez a hullamhosszérték
nagyobb, mint amit Billo egyenlete (3.4. fejezet, (19) egyenlet) alapjan
kiszamolhatunk (An. = 521 nm)136 vagy amit az Ac—HVVH—NHzgl és az Ac-
HXHYH-NH,* peptidek [CuLH;]" komplexeire kaptak. A kiilonb6z6
ligandumok [CuLH ,] és [CuLH ;]” komplexeire jellemzd spektralis adatokat a
8. tablazat foglalja 6ssze.

Egy lehetséges magyarazat a A, értékek eltérésére az N-termindlis
hisztidin imidazolnitrogénjének gyenge axialis kolcsonhatasa, a komplexben
ugyanis a fémion harom amid- ¢és egy imidazolnitrogénen keresztiil
koordinalodik. Hasonl6 eltolodast figyeltek meg az abszorpcids spektrumban a
Cu(Il)-Z-GGH-OH rendszerben a [CuLH.;]” komplex képzddésével
parhuzamosan®. Ebben az esetben is azt feltételezték, hogy a harom amid- és

crcr

plandris, hanem torzult.
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8. tablazat: Cu(Il)komplexek lathatd és CD spektroszkopias adatai (Ap.x (nm),
& (dm’ mol 'ecm™)

[CuLH 3] [CuLH 3|
v CD v CD

Amax (€) Amax (€) Amax (€) Amax (€)
566 (105) 575 (+0.30) torzult | 592 (+1.41)
" 502 (+0.32) 475 (~0.64)
Ac-HGH-NHMe 350 (+1.08) 318 (+1.87)
303 (-1.04) 281 (~0.70)
600 (85) 608 (~0.43) 565 (114) | 612 (—1.16)
513 (+0.58) 512 (+1.72)
Ac-HGGH-NH, 302 (-0.30) 308 (~1.16)
275 (+0.37) 279 (+0.88)
590 (87) - 515 (121) | 636 (+0.66)
81 488 (—1.82)
Ac-HVVH-NH, 120 (2.10)
259 (+5.91)
568 (108) 573 (+0.41) torzult | 588 (+0.94)
80 473 (-0.42)
Ac-HHGH-NH, 347 (+1.53) 331 (+1.66)
300 (~1.25) 291 (~0.77)
560 (139) | 550-600 (széles jel) | 545 (132) | 600 (+1.13)
Ac'ﬁrl%GH' 500 (+0.26) 480 (~0.94)
2 330 (+0.45) 320 (+2.08)

A 25. ébran a Cu(Il)-Ac-HGGH-NH,; rendszer CD spektrumanak pH-
fliggését mutatom  be 1:1,1
fémion/ligandum aranynal. A CD
vizsgalatok soran aktivitast csak az
amidnitrogének  deprotonalddasaval
parhuzamosan tudtunk mérni. A CD
spektrum  kiilonbozik a korabban
vizsgalt hisztidint tartalmazé peptidek
CD spektrumatol; a d-d atmenethez
tartozo Cotton-effektus elojele
ellentétes azzal, mint amit példaul a 25. abra: A Cu(l)-Ac-HGGH-NH,
Cu(Il)-Ac-HVVH-NH, rendszerben | | rendszer CD  spektruma  1:1,1
felvett CD spektrumokon latunk. fémion/ligandum aranynal
Abban az esetben, ha a peptid a C-
termindlis végtdl szamitott harmadik pozicidban tartalmaz glicint, ezt mar
korabban is megfigyelték'™".

2,0 y As(M'em™)
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4.1.3. A vizsgalt ligandumok nikkel(II)komplexei

Két- illetve harom hisztidint tartalmazé ligandumok esetében a
nikkel(Il)- ¢és a kobalt(Il)ionok jelenlétében valé komplexképzddési
sajatsagokat tanulmanyoztuk. El6szor a nikkel(Il)komplexek vizsgalata soran
kapott eredményeket és az ezekbdl levont kdvetkeztetéseket mutatom be.

A nikkel(II) komplexeket az Ac-HGH-NHMe, Ac-HGGH-NH,, Ac-
HHGH-NH,, @ Ac-HAHVH-NH,, @ Ac-HGHVH-NH,, @ Ac-HVHGH-NH,
ligandumok esetében vizsgaltuk. A nikkel(Il)iont tartalmazé rendszerek
vizsgalata soran kiilénbozé fémion/ligandum aranynal végeztink pH-
potenciometrias €s spektroszkopias méréseket, amelyeket 1:3 és 2:1 kozott
allitottunk be. A kialakuldé komplexek dsszetétele j6 egyezést mutat ugyanezen

ligandumok réz(II)komplexeivel. 2
Valamennyi  ligandum  esetén  1:1 | 1!
Osszetételll komplexek keletkeznek mind °]
ekvimolaris, mind ligandumfelesleget |wn
tartalmazé oldatban. Biszkomplexek
képzodése csak a rovidebb peptidek
esetében feltételezhetd. A pentapeptidek R D B
oldataiban fémionfelesleget tartalmazo e e 2O
rendszerekben kétmagvu komplexek is

megjelennek. A képz6dé komplexek

N WAoo N

26. abra: A Ni(I)-Ac-HAHVH-NH,
rendszer titralasi gorbéi

stabilitasi allandoit a 9. tablazatban
foglaltam 6ssze. A vizsgalt pentapeptidek nikkel(Il)iont tartalmazo6 oldataiban a
komplexképzddés egy egységgel nagyobb pH-n indul el, mint ahogy az a
réz(Il)iont tartalmazé rendszerek esetében megfigyelheté volt. Ezt jol
szemléltetik a Ni(Il)-Ac-HAHVH-NH, rendszer titralasi gorbéi is a 26. abran.

Minden peptid (kivéve: Ac-HGGH-NH,) esetében [NiLH]*" komplex
van jelen a gyengén savas pH-tartomanyban, mig a fiziologias pH-
tartomanyban (pH 6-7) a [NiL]*" és az Ac-HGH-NHMe valamint az Ac-
HHGH-NH, ligandumok esetében a [NiL,]*" komplex az uralkodo (27. 4bra). A
kiilonb6z6 peptidekkel képzodd két imidazolnitrogénes koordinaciot tartalmazo
komplexek stabilitasa hasonldé egymdashoz, amit a 9. tablazat logK(M+ 2N(Im))
allandoi is mutatnak (3.3 fejezet, (17) egyenlet). Ezek az értékek nagyobbak,
mint ami az egy imidazolnitrogénes koordinaciot tartalmazd komplexekre
jellemzé (példaul: Ni(IT)-Ac-His-NHMe, logK (NiL) = 2,48'").
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Hasonléan ezen peptidek Cu(Il)-komplexeihez a harom imidazolnitrogénes
koordinacidt tartalmazé komplexek stabilitdsa nagyobb, mint az egy- illetve a
két imidazolnitrogénes koordinaciot tartalmazé komplexeké. Ezek a komplexek
a f0 részecskék a harom hisztidint tartalmazo peptidek esetében (27. abra) mind
ekvimolaris, mind fémionfelesleget tartalmazo6 oldatban.

Nl(ll)/ 04 [NiLH_5]” Ni(I)% a2+
100% [Ni] 3 100% - N2 b) [NiL] INLH. ]
90% 90% -
80% 1 80% 1
70% | 70% | [NiLH.,]
60% - 60% 1
50% 1 50% 1
40% 1 40% 1 [NiLH]®,
30% - 30% -
20% 20% 4
10% 1 10% 1 [NizLH_,]
0% 0% - . - : ; - ,
4 5 6 7 pH 8 9 10 11
27. abra: a) A Ni(I)-Ac-HHGH-NH, rendszer ecloszlasi gorbéi 1:2
fémion/ligandum aranynal (c_ = 2-107 mol/dm’, ey = 1-10~° mol/dm®) b) A Ni(Il)-Ac-
HAHVH-NH, rendszer eloszlasi gorbéi 1:2 fémion/ligandum aranynal
(L= 2:10° mol/dm’, i = 1-107 mol/dm3)

Ezen komplex kotésviszonyait egy reprezentativ példén szemlélteti a 28.
abra. Ha Gsszehasonlitjuk a kiilonb6z6

vizsgalt peptidek [NiL]*" komplexeinek
stabilitasi allandoit, azt latjuk, hogy a HN
koordinalt imidazolnitrogének szama-
nak novekedése noveli a kialakulod

komplex stabilitasat. Abban az esetben,
ha a hisztidinek egymastol két
aminosav tavolsagra helyezkednek el,
csokken a komplex stabilitasa, amit jol
szemléltet az, hOgy az AC-HGH-NHMG 28. 4bra: Az Ac-HAHVH-NH,
peptid [NiL]*" komplexének || peptid [NiL]*"  komplexének
logp értéke 4,02, amig az Ac-HGGH- || szerkezete
NH, peptid azonos  Osszetételii
komplexét 3,70-es logB érték jellemzi. Ezen komplexek oktaéderes
geometriajuak, amelyet az abszorpcios spektrumban 370 és 600 nm-nél
megjelend kis intenzitasu sav is alatdmaszt (10. tablazat).

8-9-es pH-tartomanyban tjabb lugfogyaszté folyamatok indulnak el
mindegyik rendszer esetében (26. abra), amelyek az amidnitrogének
deprotonalodasara és koordinalodasara utalnak. Ez azt jelenti, hogy a [NiL]*"
komplexek nagyobb stabilitasa nem tudja megakadalyozni a peptidnitrogének
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deprotonalddasat. A [NiLH ] komplex képzddését a szabad karboxilcsoportot
tartalmazé peptideknél megfigyelték, de a védett szarmazékoknal ezen
komplex mennyisége elhanyagolhato. fgy a [NiLH ,] komplex képzédése egy
kooperativ deprotonalodasi folyamat eredménye, és a deprotonaldédashoz
tartozo atlagos pK-értékek osszehasonlithatoak. Ezek az értékek 8,6 és 9,4 kozé
esnek, ami azt jelenti, hogy a [NiL]*" komplex képzédése nagyobb pH-értékek
felé tolja el az amidnitrogének deprotonalodasat (0sszehasonlitasképpen:
oliglgglicinek esetében (Gly)s: pKiuag(amid) = 7,9'% (Gly)s: pKidag(amid) =
8,37).

A [NiLH,] komplexben az [N(Im), N, N, N(Im)] donorszetten
keresztiil koordinalodik a fémion (29. abra), ez a koordinaciés mod pedig

siknégyzetes geometria kialaku- , N

r o N

la’sah'(,)z’ vezet. A kromple’x \\\ Q]
képzddését egy intenziv sav NN

megjelenése kiséri az UV-lathato
spektrumban  440-470 nm-nél
(10. tablazat). A Ni(II)-peptid
rendszerek 27. dbran bemutatott
eloszlasi gorbéibol latszik, hogy
a pH-tartomanyban nem talalunk

HN\\\
N\ _N
)o\\ N2 NH,
TN
N N \
d HN7/(NH 0
)
0

29. abra: Az Ac-HAHVH-NH,
[NiLH_,] komplexének szerkezete

peptid

olyan pH-értéket, amelyen a Ni(Il)-ionok teljes mennyisége a [NiLH ;]
komplexben lenne jelen, ezért a mérések soran kapott UV-lathato spektrumokat

a PSEQUAD szamitdgépes program

200

segitségével bontottuk fel, ¢és
y ’ ’ —— Ac-HGH-OH
meghataroztuk az egyes részecskék 150 T ACHGHNHMe
——  Ac-HHGH-OH

egyedi spektrumat. A 30. abran
bemutatott spektrumok elemzése
soran megfigyelhetjik, hogy a

Ac-HVHGH-NH;
Ac-HGHVH-NH;
Ac-HAHVH-NH,
Ac-HHGH-NH;

bt

kisebb és a nagyobb tagszamu
peptidek spektrumai kozott vannak

50 1 &

S

; ;
300 400 500 A (nm) 600

700

kiilonbségek (a jobb dsszehasonlitas 800

céljabol két nemvédett szarmazék 30. abra: A ligandumok [NiLH ]
(Ac-HGH-OH és az Ac-HHGH-OH komplexeinek  szamitott =~ UV-lathato
[NiLH ,] komplexének spektrumat | | Spektrumai

is feltiintettem). A tripeptidek
esetében egy keskeny abszorpcios sav jelenik meg, mig a tetrapeptidek és a
pentapeptidek esetében egy széles, vallal rendelkezd savot latunk. Ezen
spektralis viselkedést azzal magyarazzuk, hogy a [NiLH ] 0Osszetételhez

63



Peptidek és sgdrmazékaik dtmenetifém komplexeinek koordindcids és redoxi sajatsdgai

tobbféle izomerkomplex tartozhat. Hasonloan széles elnyelési savok jelentek
meg a pentapeptidek Cu(Il)-komplexeinek abszorpcids spektruméban is.
A pH tovabbi novelésével (9-10-es pH-tartomany) egy ujabb

amidnitrogén deprotondlodasa jatszodik le,
amely a [NiLH;]” komplex képzddéséhez
vezet erfsen lugos oldatban. A depro- N | >
tonalodasra jellemzo pK-érték 1-2 logaritmus o

egységgel nagyobb, mint ami a Ni(Il)-(Gly),
rendszert jellemzi (pKs(amid) = 8,1'%). A H
komplexben a fémion az [N, N7, N7, N(Im)] N OX

donorszetten keresztiil koordinalodik (31. HN//J/IN:\MN,_,.N "
abra), ahol a tetra- és a pentapeptidek o N
esetében a harmadik amidnitrogén egy belsd ° ﬁ °
vagy N-terminalis amidnitrogén, ¢és egy °
acetamidonitrogén a tripeptidek komplexei- ([ 31 abra: Az Ac-H AHVH-NH,

ben. Ez azt jelenti, hogy a [N(Im), N, N', || ligandum [NiLH ;]
N(Im)] koordinaciés modd stabilizalja a || komplexének szerkezete

[NiLH ,] komplexet 7, 5 és 6-tagi csatolt
kelatrendszer képzodése kozben. Ezenkivil azt is tudjuk, hogy az
acetamidocsoport deprotonalodasa altalaban nagyobb pH-n jatszodik le, mint a
peptid amidcsoportjanak deprotonalodasa. Ugyan a fémion koriili koordinacios
szféraban valtoznak a donorcsoportok, a komplex geometridja nem valtozik
meg. Mindegyik peptid esetében hasonld lefutasu spektrumokat kaptunk,
amelyekben egy széles sav jelenik meg 400 nm kornyékén az abszorpcios
spektrumban. Ez a sav alatamasztja a kialakuld komplexek siknégyzetes
geometriajat. Hasonldan széles sav jelent meg korabban az Ac-GGH-OH, GGH
és GGGH peptidek Ni(Il)-komplexeinek spektrumaban is; egy nagyobb
intenzitas sav 425-430 nm kornyékén egy 480-485 nm-nél jelentkezd vallal'™.
Két masik ligandum: a GGGG ¢és az AAA esetében keskenyebb savok jelentek
meg 412 nm-nél és 426 nm-nél. Az UV-lathat6 spektrumaink felbontdsa soran
NiLH ; komplexekre kapott spektrumok hasonloak a kordbban kapott
spektrumokhoz, amely egyértelmtien a nikkel(Il)ion koriili azonos koordinacios
kornyezetre [N, N, N, N(Im)] utal.

A komplexek szerkezetének pontosabb megadasa céljabol CD
spektroszkopias méréseket is végeztiink. Ezeket a méréseket 1:1 illetve 1:2
fémion/ligandum ardnynal végeztiik el, ugyanis az 1:1 dsszetétel komplexek
ezeknél az aranyoknal vannak jelen a legnagyobb mennyiségben. CD-aktivitas
csak a négynitrogénes koordinacidt tartal-mazé komplexek megjelenésével
parhuzamosan figyelheté meg a spektrumban (32. abra). Mivel abban a pH-
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tartomanyban, ahol a [NiL]*" komplex a dominans részecske, nem mérhet6

CD-aktivitds, ez megerdsiti, hogy a | 1o
komplexben a fémion csak | os
imidazolnitrogéneken keresztiil | oo =
koordinalédik, makrokeldtot [ os
kialakitva. % 10 a: pH=8,25

A CD spektrumokat | o tota
valamennyi  ligandum  esetében | e

felbontottuk a PSEQUAD program
segitségével, hogy megkapjuk az o .

egyes komplexekhez tartozd egyedi f:r;dzlz);f Cg gﬁ{iﬁ;}l AHVE-NH
spektrumokat. A peptidek [NiLH ;] (cr=2-10" mol/dm’, cxiy = 1-10 mol/dm?)
komplexeihez tartozé spektrumokat
mutatja be a 33. é&bra néhany reprezentativ példan keresztiil. Ha
Osszehasonlitjuk a kiillonboz6 tagszam hisztidint tartalmazo6 peptidek [NiLH ;]
komplexeinek ~ CD  spektrumait — —
lathato, hogy a CD aktivitas értékek | .o
jelentésen kiilonboznek egymastol. 151
Az Ac-HAHVH-NH, ¢és az Ac- ||
HGHVH-NH, peptidek esetében két
intenziv pozitiv CD sav lathat6. A
masik két peptidre (Ac-HVHGH-NH, | |
¢s Ac-HGH-OH) a 430 nm-nél | 204

-2,5

%% Y O
0,0 Fomrmerepotiooc?; B e

o
_0’537 0 4 500 550 2 1nm)600

Ag(M'em™)

A0y — Ac-HGH-OH

~ Ac-HVHGH-NH;
—+— Ac-HGHVH-NH

\\d

jelentkezd CD aktivitas negativ érték. | 2 == AcHAHVH-NH,
Ezek a  paraméterek  izomer 33. 4abra: A peptidek [NiLH,]
szerkezetek kialakulasara utalnak a komplexeinek szamitott CD
pentapeptidek  esetében, de az spektrumai

izomerek aranya kiilonb6z6 a peptid

aminosav szekvenciajatol fiiggden. Az Ac-HAHVH-NH, és az Ac-HGHVH-

NH, peptidek esetében, ahol a peptid C-termindlis végén taldlhaté a
nagyméretli oldallainc, mindkét izomer Osszemérhetd koncentricidoban van
jelen. Ezen két izomer CD spektruma kiilonb6z6 kell, hogy legyen; egyiittes
jelenlétiiknek koszonhetd, hogy két pozitiv elnyelési savot latunk a CD
spektrumban. Az Ac-HVHGH-NH, pentapeptidnél, melyben a glicin a peptid
C-terminalis részén taldlhatdo a fémion koordinacidja a C-termindlis részen
kedvezményezett. Ezt mutatja a CD spektrum is, aminek lefutdsa hasonlit a
hasonl6 koordinacids kdrnyezettel rendelkez6 Ac-HGH-OH tripeptid [NiLH ]
komplexének spektrumahoz.
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A peptidek [NiLH 3] komplexeinek esetében hasonlé lefutasuak a CD
spektrumok, egyediil az Ac-HGGH-

15,0 q

NH, peptid esetében latunk _ :C':ﬁg:'x:z

s ] oo r r - C- - 2
kiilonbséget (34. abra). 201 — Ac-HGH-NHMe
Megfigyeltiik, hogy amennyiben a |§, | - AcHVHGH-NH,

peptid C-terminalis végétol
szamolva a harmadik pozicidéban
glicin foglal helyet, tigy ellentétes
eléjelt Cotton-effektus mérhet6. Ezt
mar a peptid Cu(Il)-komplexeinek
CD vizsgalatanal is tapasztaltuk; 34. abra: A peptidek [NiLH ;]
ezen megéllapitds dsszhangban van komplexeinek szamitott CD spektrumai
Klewpatinond és  munkatarsai
szisztematikus  kisréletsorozatanak eredményeivel”'. A tobbi ligandum
esetében 500 nm-nél egy pozitiv elnyelési sav jelenik meg, €s egy negativ sav
422-425 nm-nél. Ezek az adatok az [N°, N', N, N(Im)] tipust koordinacios
modra utalnak. Hasonlo lefutdsi. CD spetrumokat publikaltak mas
hisztidintartalma peptidek [NiLH ;] komplexeire is (példaul: Ac-HVVH-NH,
és Ac-HAAHVVH-NH,®' valamint Ac-TESHAK-NH, és Ac-TEAHHK-
NH,'*). Ezek a CD paraméterek 6sszhangban vannak azzal a megallapitassal,
hogy ha a Ni(Il)-ion hisztidint tartalmaz6 peptidekhez kotodik, és 4N-es
komplexet képez, akkor nagyobb hullamhosszaknal pozitiv, a kisebb
hullimhosszaknal negativ Cotton-effektus mérheté az XZH 0Osszetételi
peptidekre (ahol X lehet barmilyen aminosav kivéve glicin vagy prolin).

Mivel a deprotonaldédott amidnitrogéneket tartalmazoé komplexek
siknégyzetes geometriajuak, igy lehetdségiink nyilt a Ni(Il)-iont tartalmazo
rendszerek 'H NMR vizsgalatara is. Erésen lugos pH-tartomanyban végeztiink
méréseket, ahol a [NiLH 3] komplex az uralkodd részecske. A 'H NMR
spektrumokat 1:2 fémion/ligandum aranyt tartalmazo mintaknal vettiik fel, és
Osszehasonlitasképpen 11-es pH-érték felett a teljesen deprotonalodott
ligandum spektrumadt is rogzitettiik. A ligandumfeleslegnek kdszonhetéen mind
a szabad ligandum, mind a kotott ligandum jelei megjelennek a spektrumban.
Az NMR spektrum aromas régidjabol szdrmazo paramétereket a 11. tdblazat, az
alifas régiobol szadrmazd jeleket a 12. tablazat foglalja Ossze. Mindkét
tablazatban az egy protontipushoz tartozé jeleket harom oszlopban mutatom be:
az elsé oszlop tartalmazza a szabad ligandum kémiai eltolodas értékeit, a
masodik a Ni(Il)-iont tartalmazoé mintdban a szabad ligandumhoz tartozo
jeleket, mig a harmadik a Ni(II)-ionhoz k6t6d6 ligandum jeleit.

-10,0 -
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A 11. tablazat adataibol kitlinik, hogy az imidazolnitrogének minden
esetben kotddnek, és a kotott imidazolprotonok jelei altalaban a kisebb kémiai
eltolodas értékek felé tolodnak. Ugyanakkor az Ac-HHGH-OH tetrapeptid és
az Ac-HVHGH-NH, pentapeptid esetében az egyik aromds proton jele a
nagyobb kémiai eltolodas értékek felé tolodott le. Ezt az eltolodast okozhatja a
nemkoordinalddé imidazolgylGrti aromas m-elektronjainak és a Ni(Il)-ion

d_, palyajanak kolcsonhatasa'*®.

11. tablazat: Hisztidint tartalmazo ligandumok és a nikkel(Il)iont tartalmazé
rendszerek 'H NMR-rel mért kémiai eltolodas értékei (az aromas régio
imidazolil protonjai) a: atfedd NMR jelek; b: nagyobb ppm értékek felé valo
eltolodas; c: széles, nehezen azonosithato jel

C(2)H | +Ni(II) C(5)H | +Ni(IT)

AcHGH.OH 7,65 | 7,65 735 | 692 6,93a 6,85

763 | 7,63 729 | 684 | 685 6,75

765 | 7,65 731 | 689 | 689 6,73

Ac.HHGH.OH 761 | 7,61 722 | 685 | 685 6,65
7,60 | 7,60

7,70° 6,95°

7,65 7,65  7,64°| 6,95 6,95  6,94°
Ac-HGHVH-NH, | 7,64 7,64° 7,39 | 6,94 6,94" 6,85
7,64 7,64 725 | 6,81 6,82 6,73
7,65 7,65 7,37 | 6,94 6,94 6,80
7,65 7,65 723 | 6,92 6,92 6,61

Ac-HVHGH-NH,

7,64 | 7,64 6,82 | 6,82
7,69° 6,95
7,65 | 7,64 c | 695 | 695 ¢
Ac-HAHVH-NH, | 7,65 | 7.64 691 | 691
7,65 | 7,64 6,83 | 6,83

crcr

és CD spektroszkopias mérésekbol levont kovetkeztetéseket. A deprotonaldodott
amidnitrogén koordinalédasa a nikkel(IT)ionhoz a nagyobb térerésség felé
tolhatja el az amidnitrogénhez kozel elhelyezkedd protonok jeleit. Ez azt
jelenti, hogy a peptid HGH egységének koordinaciojara a Gly-CH, protonok, a
HVH egység koordinacidjara az a-Val proton és a HAH egységére az Ala-CH
proton eltolodasa utalhat. A 12. tdblazatban bemutatott adatok ¢és a 35. abran
szemléltetett spektrumok elemzése azt mutatja, hogy minden glicint tartalmazo
peptid esetében eltolodik a Gly-CH, protonok jele. Ennek eredményeképpen
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megallapithatjuk, hogy mindkét pentapeptidet tartalmazo oldatban jelen van
olyan izomerkomplex, amelyben a fémionhoz a ligandum a HGH egységén
keresztiil kotodik.

A valinproton jele eltolédik az Ac-cHGHVH-NH, peptidnél, de nem valtozik a

pozicigja az Ac-HVHGH-NH,
peptid esetében (35. abra c¢)
spektrum), ami azt mutatja, hogy a
kétféle izomer  Ossze-mérhetd
mennyiségben van jelen az Ac-
HGHVH-NH, peptidnél. Az Ac-
HVHGH-NH,; peptid esetében az a
komplex van tilnyomorészt jelen,
amelyben a fémion a ligandum C-
termindlis végén koordinalodik.
Ezeket a megalla-pitdsokat az
acetamido-metil protonok jeleit
jellemzo paraméte-rek is
alataimasztjak. Mind az Ac-HGH-
OH, mind az Ac-HGHVH-NH,
ligandum esetében a Ni(Il)-ion
koordinacidja hatasara a kisebb
térerosség felé tolodnak el az
acetamido-metil protonok jelei.
Egyrészt ezt vartuk a korabbi
vizsgalataink alapjan, ugyanis a
deprotonaldodott acetamido-
nitrogén koordinaldédik a fémion-

Ala-CHy
Val-CHs

szabad acetat

-

®

-3

)

o

T T T T T T T
4,0 38 3,6

b) 22 ppm 2,0

35. abra: a) A ligandumok 'H NMR

spektrumai; b) A  Ni(ID)-ligandum
rendszerek 'H NMR spektrumai
(ci=1-10 2 mol/dm’, Cnign = 5-10 3 mol/dm3)

a: AccHAHVH-NH,, b: Ac-cHGHVH-NH,,
¢: Ac-cHVHGH-NH,, d: Ac-HGH-OH,

e: AccHHGH-OH;

hoz. Az Ac-HGHVH-NH,
*: Ac-CHj, **: Val-CH, e: Ala-CH, ¢: Gly-CH,,

pentapeptid esetében azonban az

acetamido-metil protonok jelének
eltoloddsa arra wutal, hogy jelentds mennyiségben jelen van az az
izomerkomplex, amelyben a fémion az N-termindlis Ac-HGH egységhez
kotédik. Az Ac-HAHVH-NH, peptid esetében is mindkét izomer megjelenik,
ugyan rosszabb mindségl a spektrum felbontdsa. A csillaggal jel6lt a-Val-CH
jelének megjelenése és az Ala-CH jelének eltolodasa a két izomer egyiittes
jelenlétére utal.

Az Ac-HGHVH-NH, peptid spektruméban a kotott ligandum a-Val-CH,
Gly-CH; és Ac-CH; protonjai integral értékeinek aranya 1,0 : 0,43 : 0,63, ami —
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12. tablazat: Hisztidint tartalmazé ligandumok és a nikkel(Il)iont tartalmazé rendszerek 'H NMR-rel mért kémiai

eltolodés értékei (alifas régio) c: széles jel

Ala- +Ni(II) Val-CH | +Ni(II) Gly- +Ni(II) Ac- +Ni(II) Ala- +Ni(II)
CH CH, CH; CH;
3,92 3,64 | 1,96 1,96 2,25
Ac-HGH-OH 3,87 3,87 3,49 1,90
3,83 3,83
3,78 3,78
3,92 391 3,69 | 1,96 1,96
Ac-HHGH- 3,88 3,88 341
OH 3,84 3,84 3,36
3,80
4,04 4,03 3,72 3,92 3,88 3,65 | 1,96 1,98 2,23
Ac-HGHVH- 4,01 4,01 3,88 3,87 3,63 2,21
NH, 3,86 3,51
3,82
4,05 4,05 3,93 393 3,53 | 1,96 1,98
Ac-HVHGH- 4,03 4,03 3,89 3,89 348
NH, 3,84 3,84 3,35
3,80 3,80
Ac-HAHVH- | 4,28 4,28 c|4,03 4,03 ~3,70° 1,97 1,97 1,30 1,30
NH, 4,26 4,26 4,01 1,28 1,28

69



Peptidek és sgdrmazékaik dtmenetifém komplexeinek koordindcids és redoxi sajatsdgai

ha figyelembe vessziik a protonok szamat — 1,00 : 0,215 : 0,21 aranynak felel
meg a kotott csoportokra.

Ez az arany lehetové teszi, hogy megbecsiiljiik a [NiLH 3]~ komplex
koordinaciés izomereinek aranyat (36. abra): [NiLH 3] (a HVH szekvencianal
kotédo izomer) : [NiLH ;] (az Ac-HGH szekvencianal kotédo izomer) = 1,0 :
0,21 =83 %:17 %.

22 r ’ o
Osszességében megalla- I I C& i
. . ;. HaC— @ CH— H (llH—C—NH2

pithatjuk, hogy a fémion

koétodése a ligandum C- éH

: r1: r J 3
termindlis  részén  a N N N N\
\—NH NH NH

kedvezményezett, azon-
ban ha a C-terminalis 36. abra: Az AccHGHVH-NH; pentapeptid [NiLH_ 3]~
részen nagyobb térkitol- komplexének izomerjei (a karikdk és a haromszogek
jelolik az egyes izomerekben kdt6dd atomokat)

tésti oldalldnccal rendel-
ez0 aminosav talalhato, a
ligandum N-terminalis részén is megfigyelhetjiik a fémion koordinalddasat.
Fémionfelesleg jelenlétében
8-as pH-értek felett kétmagvu
komplexek alakulnak ki az oldatban | 5|
(37. 4bra). A [Ni,LH,]*" komplex | ro%-
mennyisége kevés (~20%). A pH 8 | & |
felett 440 nm-nél megjelend | <%
elnyelési sdv arra utal, hogy a kotott | ..., |

fémionok koziil legalabb az egyik | 1%

0% -

Ni(I)%
100% NiZ*

[Ni,LH_g]”
[NizLH_]

koriil siknégyzetes geometria alakul 5 & Tems 5 1
ki. Az egyik  mikkel(IDion | | 37 spra: A Ni(II)-Ac-HAHVH-NH,
valoszinileg az [N, N, N(Im)] rendszer  eloszlasi  gorbéi  2:1
donorszetten keresztiill koordinalo- fémion/lj3gandurr31 ardnynal B .
dik, amig a masik fémiont egy vagy | | (o7 %10 moldm’, ey =410~ mol/dm’)

két imidazolnitrogén koti. A pH
tovabbi novelésével [Ni,LH 4] komplex keletkezik tjabb amidnitrogének
deprotonalddasanak koszonhetden. A komplexben mindkét fémion két amid- és
egy vagy két imidazolnitrogénhez kapcsolddnak (38. abra). Ez azt jelenti, hogy
a két amidnitrogén deprotonalodasa és koordinaldodasa kooperativ moédon megy
végbe, és kisebb pH-n jatszodik le, mint az egymagvi komplexeknél. Ezt a
megallapitast azzal magyarazhatjuk, hogy a fémion eltéré kémiai kdrnyezetben
van az egymagvu ¢és a kétmagva részecskékben. A [NiLH ,] komplexben a
masodik imidazol-nitrogén koordinacidja stabilizdl-ja a komplexet &s
makrokelat alakul ki; a kétmagva [Ni,LH ,]*" komplexben ezt a kotési helyet
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egy masodik fémion foglalja el. 10,5-6s pH-érték felett egy ujabb lugfogyaszto
folyamat figyelheté meg, amely nagy valoszintiséggel egy jabb amidnitrogén

deprotonalodasahoz rendelhe-
t0. Ennek eredményeképpen
alakul ki a  [NiLH.s]"
komplex, amelyben a fémionok
az [N, N, N, Nm)] és az
[N", N, N(Im)] donorszetteken
keresztiil koordinalodnak.

4.1.4. A vizsgalt ligandumok
(Ac-HAHVH-NH,, Ac-

H H
N N
NH
Ly L <
{ le ‘Ni?f’:’
O
: go o

X

NH,

38. abra: Az Ac-HAHVH-NH, ligandum
[Ni,LH_4] komplexének szerkezete

HGHVH-NH,, Ac-HVHGH-NH,) kobalt(IT)komplexei

Néhany ligandum esetében a kobalt(I)ionokkal valé komplexképzddési
folyamatokat is vizsgaltuk. A stabilitasi allandokat ¢és a szarmaztatott
paramétereket a 13. tablazatban foglaltam Ossze.

13. tablazat: A vizsgalt és Osszehasonlitasként bemutatott ligandumok Co(Il)-
komplexeinek stabilitasi allandoi (I = 0,20 mol/dm’, T = 298 K)

Ac- Ac- Ac- Ac-
Ac-HGH-
HAHVH- | HGHVH- | HVHGH- 57 HHGH-
OH

NH, NH, NH, OH"’
[CoLH]*"** 9,82(2) 10,0(5) 10,33(7) — -
[CoL]*""* 3,74(1) 3,9(1) 4,16(4) 3,40(5) 4,40(7)
[CoL, )" - — - 5,85(3) -
[CoLH_ ™" -5,64(2) —4.6(2) -5,64(2) | —5,54(7) -
[CoLH_,]"™ - - - ~15,42(1) -
pK(CoLH/CoL) 6,08 6,1 6,17 - -
pK(CoL/CoLH.,) 9,38 8,5 8,76 9,41 -
1gK(M+2 N(Im)) 2,99 3,1 3,41 3,40
1gK (M+3 N(Im)) 3,74 3,9 4,16 4,40
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Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az 1:1 Osszetételit komplexek az uralkodok
az oldatban; csak a tripeptid esetében alakul ki biszkomplex.

Azonban a két vagy harom imidazolgyliri jelenléte megnoveli a kialakulo
komplexek stabilitasat, amit legjobban a 13. tablazatban bemutatott logK(M +
2N(Im)) és logK(M + 3N(Im)) értékek szemléltetnek. A pentapeptidek
[CoLH]*" komplexében a két imidazolnitrogén koordinaciojaval makrokelat
alakul ki, lehetdség van izomer szerkezetek kialakulasara is. Ezen koordinacios
modot jellemz6 egyensulyi adat (a logK(M + 2N(Im)) érték) 3,0 és 3,4 kozott
van. Ezek az értékek kisebbek, mint az ugyanezen peptidek
nikkel(Il)komplexeire vonatkoz6 allandok, de nagyobbak, mint az Ac-GTHS-
NH, (logKk(CoL) = 2,41) peptid egy imidazolnitrogénes koordinacidval
kialakulé CoL komplexének stabilitasi alland6ja. A szabad karboxilcsoport
hatassal van a komplexek termodinamikai stabilitasara, ami azt is mutatja, hogy
a karboxilatcsoport részt vesz a fémion megkdtésében.

A harom hisztidint tartalmazo
pentapeptidek esetében lehetdség | "]
van még egy imidazolnitrogén | eo% |
kotédésére, igy egy még stabilisabb | Lo
[CoL]*" komplex alakul ki (39. joiod
abra). Ezt tikrozik a logK(M + 0% |
3N(Im)) értékek. Mind a [CoLHJ™, | ™ (G0
mind a [CoL]*"  sszetételli 0%

Co(ll% .
Co?

[CoLH.,]"

T T T T |
4 5 6 pH 7 8 9

komplexek oktaéderes geometridjat a
. ‘7 . 39. abra: A Co(II)-Ac-HAHVH-NH,
fotometrias mérések 1S e et .
L, , o L rendszer  eloszlasi  gorbéi  1:1
alatdmasztottak, kis intenzitdsi sav fémion/ligandum aranynal
jelent meg ~ 500 nm koriil a lathato (cp=2-10" mol/dm’, ccoqny=2-10" mol/dm’)

spektrumban. pH > 9 f6lott extra
lugfogyaszté folyamat jatszodott le, ami magyarazhaté az amidnitrogének
deprotonalodasaval vagy a hidrolizis .
megjelenésével is (40. abra). "
Az  enyhén  lugos  pH- o
tartomanyban viszont lilaskék | ]
csapadék képzodését figyeltik meg,
amely nagy valdsziniiséggel
Co(OH)CI képzddésének eredménye.
Ez azt is mutatja, hogy a [CoL]*" 23 0 1 oz 34 5 5 7 s
komplex stabilitisa nem elegendd i
ahhoz, hogy megakadalyozza a 40. abra: .A Co(.II)-Ac-.HVHGH-NHz
fémion hirdolizisét. rendszer titralasi gorbéi
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Ennek kdvetkezményeként a [CoLH_;]" és a [CoLH_,] &sszetételii komplexek
vegyes hidroxokomp-lexek. Ez utobbi részecske jelenlétét akkor tudtuk

crer

oldatban végeztiink méréseket. Ekkor a rendszer pH > 11-ig mérhet6 volt, és
[CoLH ;] komplex kialakulasat is feltételeztiik.
A vizsgalt peptidek Ni(II)- és Co(Il)-komplexeire kapott eredményeket

Osszehasonlitva ugyanezen peptidek Cu(Il)-komplexeire kozolt adatokka

altalanosan megallapithatjuk, hogy a
kiilonb6z6  tagszami  peptidek
[CuL]*, [NiL]*" ¢és [CoL]*”
komplexeinek stabilitasa az
imidazolnitrogének szamanak
csokkenésével csokken (41. abra).
Masrészt mindharom fémion esetén a
legnagyobb stabilitasu komplexek
akkor alakulnak ki, amikor a
hisztidinek egy aminosav
tavolsagban vannak egy-mastol. Az
egyes fémionokkal képzo-do
komplexek stabilitasanak valtozasa

82,83
1",

los
10,005}i

9,00+
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00+

41. abra: A vizsgalt peptidek [ML]*"
komplexeinek stabilitasi alland6i®

a: Ac-S3H4-NH,, b: Ac-S2H3-NH,,

¢: AccHGHVH-NH,, d: Ac-HHGH-NH,,

e: AccHGH-NHMe; f: Ac-HGGH-NH,

Osszhangban van az Irving-Williams sorral: Cu(II) > Ni(II) > Co(II).
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4.2. Elektrokémiai vizsgalatok

A pH-potenciometrias vizsgalatok alapjan azt lattuk, hogy tobb ligandum
esetében is kialakulnak olyan komplexek, amelyekben a fémion
imidazolnitrogéneken keresztiill koordindlodik. Ezen komplexek szerkezeti
szempontbol a Cu,Zn-SOD enzim Cu(Il)-kotéhelyének megfeleld modelljei
lehetnek. Ennek alapjan a munka folytatasaként az imidazolnitrogénes
koordinacidju komplexek redoxi paramétereinek vizsgalatat végeztiik el. Az
egyensulyi vizsgalatok alapjan harom ligandumtipus Cu(Il)-komplexeit
tanulmanyoztuk ciklikus voltammetria segitségével:

— egyszerl hisztidinszarmazékok;

— multihisztidin peptidek;

— bisz(imidazol-2-il) szarmazékok.
A kapott redoxipotencial értékek informaciot adhatnak a Cu(ll)-komplexek
SOD aktivitasarol. Ahhoz, hogy egy komplex képes legyen a szuperoxid
gyOkanion elbontasara redoxipotencial érteke —0,16 V és +0,89 V kozé kell,
hogy essen (2.3.2. fejezet, (6) és (7) egyenletek).

4.2.1. Aminosavak és egyszerii hisztidinszarmazékok réz(Il)komplexeinek
vizsgilata

Kutatécsoportunkban korabban nem foglalkoztak Cu(Il)-komplexek
redoxi paramétercinek vizsgalataval, ezért mielOtt az Osszetett rendszerek
vizsgalatara ratértiink volna, két egyszert hisztidinszarmazék (N-Ac-hisztidin,
N-Ac-hisztamin) ¢és Osszehasonlitasképpen néhany egyszerti aminosav Cu(Il)-
komplexének redoxipotencial értékeit is meghataroztuk. A  vizsgalt
rendszerekben az aminosavak oldallancainak hatasat tanulmanyoztuk a Cu(II)-
komplexek redoxipotencial értékeire.

A 14. tablazatban foglaltam 0Ossze a mérések sordn alkalmazott
koriilményeket, illetve a voltammogrammokbdl leolvashaté primer adatokat.
Minden esetben rogzitettiik a ligandum teljesen deprotonalt formdjanak ciklikus
voltammogramjat, és nem tapasztaltunk redoxi atalakulast, igy feltételezhettiik,
hogy a Cu(Il)-tartalmi rendszerek ciklikus voltammetrids vizsgéalatanal sem
kell a ligandum redoxi reakcidjaval szdmolni. Valamennyi Cu(II)-ion/ligandum
rendszer esetében ligandumfelesleget alkalmaztunk, ekkor kaptunk értékelhetd
voltammogramokat. Altaldban azt tapasztaltuk, hogy a katédos és az anddos
csucspotencial értékek kiilonbsége nagyobb, mint a 0,059 V, ami jellemzi az
egyelektronos (3.7. fejezet, (25) egyenlet), reverzibilis redoxi atalakulasokat.
fgy az altalunk vizsgalt Cu(Il)-komplexekben a végbemend redoxi reakciok
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kvazireverzibilisek. Az egyszerli aminosavak esetében az aminosavszerii
koordinacioval kialakuldé komplexeket vizsgaltuk, ¢és azt a pH-értéket
valasztottuk ki, ahol az ilyen koordinéciot tartalmazé komplex a legnagyobb
mennyiségben van jelen. Példaként mutatom be a 42. dbran a Cu(Il)-glicin
rendszerre 1:5 fémion/ligandum aranynal elkészitett eloszlasi gorbét, amelyen a
fiiggoleges vonal jeloli a ciklikus voltammetrids méréshez beallitott pH-értéket.

14. tablazat: Az aminosavak és egyszerll hisztidinszarmazékok Cu(Il)-
komplexeinek ciklikus voltammetrias mérése soran beallitott koriilmények €s a
voltammogramokbdl leolvashat6 adatok

. Pasztazasi

Culligandum | | g oy | g (V) i/ic | sebesség
arany (mV/sec)

G 15 821 | 0391 | 0,172 | 1,76 100

A 15 1025 | 0372 | 0,183 | 0092 100

K 15 1228 | 0391 | 0071 | 0,67 25

Y 1:5 732 | 0,137 | 0,061 4,49 25

S 1:5 756 | 0442 | 0,144 | 139 100

H 1:10 9,18 | 0,508 | 0336 | 0,73 50

N-Ac- 1:10 6,43 0,0416 0,217 0,89 50

Hisz

N-Ac- 1:10 883 | 00169 | 0151 | 097 100

Hm

A glicin esetében egy csucspar jelent meg a voltammogramon, ami a
Cu(Il)/Cu(I) atalakulashoz tartozik.
Néhany masik aminosav (alanin, | "7 e
szerin, tirozin) esetében ugyanakkor, | so%|
a glicintél eltéréen, a CulL, komplex |
ciklikus voltammogramjan 2 cstucspar | 5%/
volt megfigyelhetd. A  mésodik | s
csucshoz tartozo értékek jelentSs |
pozitiv  értékek, amelyekrél az o%
feltételezhetd, hogy a Cu(I)/Cu(0)
atalakulashoz tartozhatnak. Ez a | | 42. abra: A Cu(ll)-glicin rendszer
tapasztalat Osszhangban van az el(?szlé§i gorbéi 1:5 fémion/ligandum
. . . . . aranynal
irodalmi adatokkal is, mivel a vizes | | (¢ =510 molidm’, ccy=1-10"> mol/dm’)
oldatban a Cu(I)/Cu(0) — re jellemz6
E’ = 0,520 V, ahogy azt a dolgozat
(5) egyenlete is mutatja. Ilyen alatakulast mar a korabban irodalomban k&zolt

vizsgalatoknal is tapasztaltak'*®.

cu(l% ) Cul,

T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 pH 6 7 8 9 10 1"
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A hisztidin és a hisztidinszdrmazékok Cu(Il)-komplexeinek vizsgalata
soran jol értékelhetd voltammogramokat kaptunk, ugyancsak egy csticspar
megjelenésével. Ezen ligandumok esetében a fémion az imidazolnitrogéneken
keresztiil koordinalddik, a vizsgalt komplexekben (a hisztidint kivéve) ez az
oldallanc a {6 kotohely. A primer adatokbol (23) és (24)-es egyenletekkel
szamolt redoxipotencial értékeket a 15. tablazat tartalmazza.

15. tablazat: A vizsgalt aminosavak ¢és egyszerli hisztidinszarmazékok
redoxipotencial értékei normal hidrogénelektrodra vonatkoztatva

N-Ac- | N-Ac-
G A K Y § H Hisz Hm
E° (V)
-0,072 | —0,068 | —0,021 - -0,061 | 0,213 | 0,338 | 0,293
(ML)
E° (V)
0,172
(ML,H,)

Lathato, hogy kozel 0 a kiilonb6zé aminosavak Cul, illetve a tirozin
esetén Cul,H, komplexeinek redoxipotencial értéke. Vagyis az oldallancnak
nincs jelentds hatdsa a redoxipotencidlra. A nagyobb méretii oldallanc
csokkenti valamelyest a kialakulé komplex stabilitasat; igy a glicin—alanin
valamint a szerin—tirozin parban megfigyeltiink novekedést az egymdashoz
viszonyitott redoxipotencidl értékekben. A legnagyobb hatdsa az imidazol
oldallancnak volt, hisztidin estében —0,2 V koriili értéket kaptunk, amely
mutatta, hogy stabilisabb részecske keletkezik ebben a rendszerben. A két
hisztidinszarmazék esetében, ahol az imidazolnitrogén a f6 fémion-kotohely,
pozitiv értékeket kaptunk. Ez azt mutatja, hogy itt a fémcentrum koénnyen
redukalhato illetve oxidalhato.

Ezen vizsgalatokat kovetéen a peptidlancban kiilonb6zo helyen és
szamban hisztidint tartalmazé peptidek Cu(Il)-komplexeinek ciklikus
voltammetrias vizsgalatat végeztilkk el. Szembesiiltiink azonban azzal a
probléméaval, hogy a legtobb ligandum esetében csak kis mennyiség all a
rendelkezésiinkre, amely nem tette lehetové, hogy az értékelheté mérésekhez
sziikséges ligandumfelesleget biztositsuk a nagy térfogati mérdcellaban.
Problémankra megoldasnak az kinalkozott, ha lecsokkentjik a vizsgalando
minta térfogatat, ezért egy mikrocellat fejlesztettiink ki (18. abra). A mikrocella
segitségével lecsdkkentettiik a korabbi 10 cm’-es mintatérfogatot 1-1,5 cm’-re,
amely azt jelentette, hogy minden vizsgalt ligandum esetében sikeriilt a kivant
ligandumfelesleget alkalmaznunk. Az Gsszeallitott mikrocellat is a [Fe(CN)]>
/[Fe(CN)¢]" redoxi rendszerrel kalibraltuk a kisérleti koriilmények részben
leirtak szerint.
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A mikrocella miikodését egy Cu(Il)-ligandum rendszeren, a Cu(Il)-Ac-
S3H4-NH, rendszeren is ellendriztiik.

A késziilékhez  tartozéd  (gyari) A 2
normalcellaval és a mikrocellaval is — |
rogzitettik a [CuL]2+ komplex | = normélcella
voltammogrammjat. A két esetben

nﬂ”'Mi ’
felvett voltammogramot a 43. abra | = m

mutatja be. Alapvetéen megegyezik a
két gorbe lefutasa, bar azt lathatjuk, v

hogy a normaélcelldban alig jelennek
meg a redukciot és az oxidaciot 43. 4bra: A Cu(Il)-Ac-S3H4-NH,
jellemzd aramcstcsok. Ez annak rendszer voltammogramjai
kdszonhetd, hogy a vizsgalt fémion normalcellaban (1:10 fémion/ligandum
: . Iy . aranynal, ccyy = 1-107* mol/dm®) és
igen kis mennyiségben van jelen. A . > cudh T

, . N . mikrocellaban (1:7 fémion/ligandum
szamolt redoxipotencial értékek kozel aranynal, coum = 7-10°> mol/dm®)
esnek egymdshoz: a normadlcellaval

mért érték 0,190 V, mig a
mikrocellaval mért érték 0,194 V. Ezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy
hasznalhat6 a mikrocella tovabbi méréseinkhez.

4.2.2. Hisztidintartalmu peptidek réz(II)komplexeinek vizsgalata

Munkank folytatdsaként — felhaszndlva az aminosavak Cu(Il)-
komplexeinek  vizsgalata soran szerzett tapasztalatokat — olyan
hisztidintartalmu peptidek Cu(II)-komplexeinek elektrokémiai vizsgalataval
foglalkoztunk, amelyekben a fémion csak imidazolnitrogéneken keresztiil
koordinalédik. Minden esetben rogzitettik a teljesen deprotonalt ligandum
ciklikus voltammogramjat, és azt tapasztaltuk, hogy a ligandum nem vesz részt
redoxi folyamatban. A voltammetrias mérések soran bedllitott koriilményeket
és a voltammogrammokbol leolvashatdo primer adatokat a 16. tablazatban
foglaltam Ossze.

Ezen adatok alapjan megallapithatjuk, hogy valamennyi esetben kozel
egy az anddos és a katodos cslicsaram ardnya, amely arra utal, hogy a
folyamatok egyelektronos, reverzibilis redoxi atalakulasok. Ez az arany a
legkisebb az Ac-S1H2-NH, peptid Cu(Il)-komplexe esetében, ami nagy
valosziniiséggel a kisebb alkalmazott Cu(Il)-koncentracionak tudhatd be
(ccuan=5-10"* mol/dm”).
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Az irodalom alapjan a Cu(Il)-komplexekre a két potencial érték kozotti
kiilonbségre altalaban 59 mV-ndl nagyobb érték adodik, az elfogadott érték 180
mV koriil van. A nagy csucsszeparacio értékek oka lehet az elektrod feliiletén
lejatszodo lassu elektrontranszfer folyamat'®. Annak eldontésére, hogy tényleg
reverzibilis folyamatokat vizsgalunk-e, pasztazasi sebességfiiggd vizsgalatokat
végeztink. A 44. 4bran két ligandum [CuL]** komplexének pasztazasi
sebességfiiggd voltammogramjai lathatok.

1) - -8.00 I(wA)

-1,00 1,00
)

E(V)
—— 100 mV/sec

E(V)
—100 mV/sec
---50 mV/sec r 4,00 —-+50 mV/sec

25 mV/sec ——25 mV/sec
20 mV/sec [ 6:00 --- 20 mV/sec
— 16 mV/sec

L 8,00 — 16 mV/sec

44. abra: Az a) Ac-HHVGD-NH; ligandum és az b) Ac-HVHGH-NH,
ligandum [CuL]*" komplexének kiilsnbozé pasztazasi sebességgel rogzitett
voltammogramyjai

A katddos és az anodos cslcs tavolsaga folyamatosan csokkent a pasztazasi
sebesség csokkentésével, a ciklikus voltammogram alakja és a leolvasott
redoxipotencial értékek viszont nem valtoztak meg. Ebbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az altalunk tanulmanyozott rendszerek
kvazireverzibilis rendszerek.

Mivel a voltammogram alakja nem valtozott, azt allapitottuk meg, hogy

nem megy végbe a fémion
diszproporcidja, és a redukcio soran a
Cu(Il)-komplex —  Cu(I)-komplex
atmenet jatszodik le. A |
féllépesdpotencial értekek jo
egyezésben vannak a korabban
vizsgalt rendszerekben végbemend
Cu(Il)/Cu(I)  atmenetre  jellemz6
redoxipotencial értékekkel”'**®,

A pH folyamatos valtoztatasa | | 45, abra: A Cu(Il)-Ac-HHGH-NH,
befolydsolja a  voltammogramok rendszer voltammogramjai kiilsnb6z6
alakjat. A 45. abran a Cu(Il)-Ac- | | pH-értékeken
HHGH-NH, rendszerben kiilonb6zo
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pH-értékeken felvett voltammogramokat mutatom be. pH 4,38-as értéken két
csticspar jelenik meg a voltammogrammon. A negativ fesziiltségtartomanyba
esO csucspar a szabad réz(Il)ionok redukcidjahoz €s oxidacidjahoz tartozik.

Ezen a pH-értéken a fémion kozel fele akvaionként van jelen. Ahogy a
szabad fém mennyisége csokken, a réz(Il)akvaionok redoxi reakcigjat jellemzo
cstucspar fokozatosan eltiinik. Ennek kovetkezményeként az 5,99-es pH-értéken
kapott voltammogram a [CuL]*" komplexben talalhat6 Cu(Il)-ion redukci6jat
¢s oxidaciojat jellemzi. Mindezen megallapitasok figyelembevételével
vizsgaltuk a kiilonb6z6 peptidek imidazolnitrogénes koordinaciot tartalmazo
komplexeit. Az egyes ligandumok Cu(Il)-komplexeinek sztochiometridja,
stabilitasi allandéi és szerkezete mar ismert volt szamunkra %8528 joy 4
ciklikus voltammetridas mérések koncentracidviszonyainak megfeleléen
eloszléasi gorbéket készitettiink. Néhany reprezentativ példat mutatok be a 46.
abran. Az é4brdkon filiggdleges vonalak jelolik azokat a pH-értékeket,
amelyeken a mérést elvégeztiik.

cu(i% Cu(ll)%
100% - —Cu** a) [CuH_L] 100% 1
Zgj ] [Cul®  [CuL,J**
70%
60% -
50%
40% -
30%
20% [CuH_,LT*
10% :

0% - 0% T T T T \
3 4 5 6 pH 7 10 3 4 5 PH 6 7 8
cu(ll)% cu(l)%

100% + [CuH_LT 100% 1 cu® [CuL]*" —

90% - d)

80% -
70% A
60% -
50% -
40% [CuHLP*
30% A
20%
10%
0% 0% T T T T 1
3 4 5 6 pH 7 8 9 10 3 4 5 pH 6 7 8

46. abra: a) A Cu(l)-Ac-HVVH-NH, rendszer eloszlasi gorbéi 1:5
fémion/ligandum aranynal (c, = 5-10° mol/dm®); b) A Cu(I)-Ac-S1H2-NH,
rendszer eloszlasi gorbéi 1:10 fémion/ligandum ardnynal

(c. = 1-107 mol/dm®) ¢) A Cu(Il)-Ac-HHVGD-NH, rendszer eloszlasi gorbéi 1:5
fémion/ligandum aranynal (¢, = 5107 moldm’); d) A Cu(Il)-Ac-S3H4-NH,
rendszer eloszlasi gorbéi 1:7 fémion/ligandum aranynal (c; = 3,5-10° mol/dm®)

P ) [cuL”

80% -

[CuL*

60% -

40%
[CuH_,L]

20% [CuHL]*

cu?
80% -

[CuH.iL] [CuH,L]*

60% -

40% - [CuHLJ?
[CuH_sL>

20%
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Az eloszlasi gorbék azt mutatjdk, hogy a két hisztidint tartalmazo
peptidek esetében (kivéve az Ac-HHVGD-NH, pentapeptidet) [Cul]*" és
[CuL,]*" komplexek keletkeznek az enyhén savas és a semleges pH-
tartomanyban. A [CuL]*" komplexben a fémion koordinaciéja két-, mig a
[CuL,]*" komplexben négy imidazolnitrogénen keresztiil valésul meg (47.
abra). A tobb mint két hisztidint tartalmazo ligandumok csak 1:1 Osszetételll
komplexeket képeznek Cu(Il)-ionokkal; a [CuL]*" komplex az uralkodd
részecske az 5-7-es pH-tartomanyban (46. abra). A szarkozintartalamu peptidek
esetében a [CuL]*" komplex képzddése eltolédik a fiziologias pH-tartomanyba
(46. d) abra). Ezen ligandumokra is igaz az, hogy a fémion koordinécidja az
oldallancbeli imidazolnitrogéneken keresztiil valosul meg.

A HXH és a HXXH szekvenciaju
peptidek esetében a kiilonb6zé pH-
értékeken  rogzitett voltammogramok
jelentdsen kiilonbdznek egymastol, ami

alatamasztja az oldategyensulyi
vizsgélatok eredményeit is, miszerint N/
mind [CuL]*", mind [CuL,]*" komplexek .

keletkeznek. Igy mindkét komplex redoxi
paramétereit meg tudtuk hatarozni (17. és
18. tablazat).

A [CuL,]*" komplexekre kapott
redoxipotencial  értékeket a  17.
tablazatban foglaltam 6ssze. A kiillénb6z6
ligandumok komplexeire kapott értékek
hasonloak egymashoz, 0,300 V koré
esnek, a csucsszeparacid értéke ezekben
az esetekben is nagyobb, mint 0,180 V. Ha ezt dsszehasonlitjuk az egyszerii
hisztidinszarmazékok Cul, komplexeinek vizsgalatinal mért értékekkel (14.
tablazat), azt lathatjuk, hogy ott kisebb csucsszeparacio értékeket kaptunk. Ez
két tényezdvel magyardzhatd: egyrészt a nagyobb komplexmolekula diffizidja
lassubb az elektrod feliiletén, masrészt a Cu(Il)-ion koriil kialakulo
koordinaciés kornyezet is eltérd. Az egyszerli hisztidinszarmazékoknal a
ligandum egyfogu koordinacioval kotddik a fémionhoz egy imidazolnitrogénen
keresztiil (az N-Ac-Hisz esetében feltételezhetjiik a karboxilatcsoport gyenge
axialis koordinaciojat is), ami azt jelenti, hogy a fémion koril nem telitett a
koordinaciés kornyezet. Ez azt eredményezi, hogy a Cu(ll)-ion redukcidja a
geometriai viszonyok megvaltozasa nélkiil megy végbe. Ezen komplexek

47. abra: Az Ac-HVVH-NH,
peptid [CuL,]** komplexének
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redukcios folyamatai nagy valosziniiséggel gyors, reverzibilis redoxi
folyamatok.

17. tablazat: A vizsgalt ligandumok [CuL,]*" komplexeinek redoxipotencial
értékei normal hidrogénelektrodra vonatkoztatva irodalmi adatokkal
kiegészitve

Ligandum K""rncllf,)‘:fd"’s E(V)
Ac-HVVH-NH, 2 x [2 N(Im)] 0,339 (£0,006)
Ac-HGGH-NH, 2 x [2 N(Im)] 0,341 (+0,003)
Ac-HGH-NHMe 2 x [2 N(Im)] 0,287 (£0,001)
Ac-S1H2-NH, 2 x [2 N(Im)] 0,303 (£0,002)
Imidazol® 2 x N(Im) 0,317
Ciklo(AspAspHm)”® | 2 x [N(Im), CO] 0,214
Ciklo(GluGluHm)” | 2 x [N(Im), CO] 0,344

A peptidek CuL, komplexeinek redukdlhatéosdga hasonld az egyszerii
hisztidinszarmazékokéhoz, de a két ligandum kétfogu koordinacioval négy
imidazolnitrogénen keresztiil kéti a fémiont (47. abra). Ez a koordinaciés méod
teliti a Cu(I)-ion koordinacios szférdjat az ekvatorialis sikban. fgy ezen
komplexek redoxi atalakuldsa soran sziikség van arra, hogy a fémion koriili
koordinaciés kornyezet atrendezddjon. A Cu(l)-komplexekben ugyanis a
linearis, sikharomszoges vagy tetraéderes geometria a kedvezményezett. Ez az
atrendez6dés azt eredményezi, hogy kvazireverzibilis redoxi folyamatok
jatszodnak le, a katédos és anddos csucsok tavolsaga nagyobb lesz a
voltammogramon. A legnagyobb cstcsszeparacio-értéket az Ac-S1H2-NH, és
az Ac-HVVH-NH, ligandumok [CuL,]*" komplexeire hataroztuk meg. Nagy
valdsziniiséggel ez az érték azzal magyarazhatd, hogy a komplexek merev
szerkezetliek, ami a nagyobb méretli oldallancoknak koszonhetd (szarkozin,
valin).

A ligandumok [CuL]*" komplexeinek redoxipotencial értékei a 0,200-
0,400 V-os tartomanyba esnek. Ezek az értékek fliggenek a peptidlancban
helyetfoglalo hisztidinek szamatol és egymdashoz viszonyitott pozicidjatol is.
Minden komplexben minden oldallancbeli imidazolnitrogén kotodik, igy a
mérésekhez kivalasztott pH-értékeken 2, 3 vagy 4 nitrogéndonoratomot
tartalmazd komplexeket vizsgaltunk. A  vizsgalt [CuL]”" komplexek
redoxipotencial értékeit a 18. tablazat foglalja ossze.
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18. tablazat: A vizsgalt ligandumok [CuL]*" komplexeinek redoxipotencial
értékei normal hidrogénelektrodra vonatkoztatva irodalmi adatokkal kiegészitve

Ligandum Koor;g:’)l(lléci()s E’ (V)
Ac-HVVH-NH, 2 x N(Im) 0,389 (£0,002)
Ac-HGGH-NH, 2 x N(Im) 0,390 (£0,002)
Ac-HHVGD-NH, 2 x N(Im) 0,346 (+0,0045)
Ac-HGH-NHMe 2 x N(Im) 0,351 (£0,001)
Ac-HHGH-NHMe 3 x N(Im) 0,313 (£0,006)
Ac-HVHGH-NH, 3 x N(Im) 0,311 (£0,003)
Ac-HAHPH-NH, 3 x N(Im) 0,244 (+£0,002)
Ac-HAHVH-NH, 3 x N(Im) 0,295 (+£0,001)
Ac-S2H3-NH, 3 x N(Im) 0,293 (+0,01)
Ac-HVHAH-NH, 3 x N(Im) 0,253 (£0,009)
Ac-S3H4-NH, 4 x N(Im) 0,194 (£0,014)
Cyclo(AspAspHm)" 2 x N(Im) 0,229
Cyclo(GluGluHm)"’ 2 x N(Im) 0,199

Az értékeket Osszehasonlitva azt lathatjuk, hogy amennyiben né a

koordinalédott imidazolnitrogének
szama a Cu(Ill)-ion koordinacios
kornyezetében, ugy csokkennek a
komplexek redoxipotencial értékei,
azaz a redukalhatésaguk (48. abra).
Az imidazolnitrogének szamanak

IWA) [ -

-1,00

E(V)

novekedésével egyre telitettebb lesz a AN
fémion koordinaciés szféraja, ami : i
stabilisabba ) teszi a komplexek o

szerkezetét. Igy azon komplexekben, 48. abra: A ciklikus voltammogramok
amelyekben a fémion harom- illetve fiiggése a koordinalt
négy imidazolnitrogénen keresztiil imidazolnitrogének szamatol
koordinalodik, a koordinacios
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kornyezetben jelentds atrende-z6dés jatszodik le. Ez magyarazza a katodos és
azonos szamu hisztidint tartalmazo ligandumok komplexeinek redoxipotencial
értéke-it, azt latjuk, hogy a legkisebb értékek a HXH szekvenciat tartalmazo
ligandumok [CuL]* komplexeihez tartoznak.

Ez 6sszhangban van azzal a megallapitassal, amelyet az oldategyensulyi
vizsgalatok soran tettek: azok a makrokelatot képezd, imidazolnitrogénes
koordinacidju komplexek termodinamikailag a legstabilisabbak, amelyekben a
peptidszekvencia (HX),-H (n = 1-3)*. A komplexek redoxipotencial értékeinek
valtozasa szorosan Osszefiigg tehat az egyes komplexek stabilitdsaval. A 49.
abran lathato diagramon a [CuL]*" komplexek redoxipotencial értékeit
abrazoltuk a bruttd stabilitasi allandok fiiggvényében. Az abrazolt adatok jol
illeszkednek egy egyenesre. Az abrarol is leolvashatd, hogy minél nagyobb a

komplex stabilitdsa, annal kisebb
redoxipotencial érték jellemzi az adott
komplexet, azaz anndl nehezebb
redukalni a fémcentrumot.

Mind a [CuL]*’, mind a
[CuL,]* komplexekre kapott
redoxipotencial értékek 0,200 ¢és o5 ‘ ‘ ‘ ‘
0,400 V kozé esnek. Ezek a pozitiv 55 65 ogp 75 85 08
értekek azt mutatjak, hogyha a fémion 49. abra: A [Cul]® komplexek
2, 3 vagy 4 imidazolnitrogénen | | redoxipotencial értékei 4brazolva a
keresztiil koordinalodik, akkor komplexek bruttd stabilitasi
konnyebben lehet redukalni, mintha allandoinak fiiggvényében

. . ; (a) Ac-HVVH-NH,; b): Ac-HGGH-NH,;
deprotonaldodott amidnitrogéneken ¢) Ac-HHVGD-NH.; d) Ac-HGH-NHMe;
keresztiil kapcsolddna a ligandumhoz. €) Ac-HHGH-NHMe; ) Ac-HVHGH-NHy;

i iy 2 4 g) Ac-HAHPH-NH,; h) Ac-HAHVH-NH,;
Ha 0sszehasonlitjuk a [CuL]™ és a i) Ac-S2H3-NHy; j) Ac-HVHAH-NH,;
[CuL,]*" komplexre kapott értékeket, | | k) Ac-S3H4-NHy)

akkor azt latjuk, hogy a [CuL]*

0,45 1
0,40 4
0,35 1

E(V) 0,30 -
0,25 4

0,20 A

komplexek nehezebben redukalhatok.

Azzal azonban, hogy valamennyi érték a pozitiv potencialtartomanyba esik, azt
feltételezhetjiik, hogy ezek a komplexek potencialis SOD modellek. Azok a
komplexek lehetnek hatékony modellek, amelyek a természetes enzimhez
hasonlé mdédon bontjak el a szuperoxid gydkaniont. A természetes Cu,Zn-SOD
enzimet jellemzd redoxipotencial érték szintén a 0,200 és 0,400 V-os
fesziiltségtartomanyba esik, a mért értékek attol fliggden valtoznak, hogy
milyen forrasbol szarmazik a vizsgalt enzim''"™'™.
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4.2.3. Bisz(imidazol-2-il) szarmazékok réz(II)komplexeinek vizsgalata

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim aktiv centruma olyan
komplexekkel is modellezhetd, amelyek tartalmazzak a két fémion-kotohelyet
0sszekotd  imidazolatohidat. Ilyen tipusi modellvegyiiletnek szantak
kutatocsoportunkban a bisz(imidazol-2-il) metant és annak szarmazékait. Mivel
ezen ligandumok Cu(Il)-iont tartalmazé rendszereinek oldategyensulyi
vizsgalata soran azt tapasztaltdk, hogy kialakulnak imidazolnitrogénes
koordinaciét valamint imidazolatohidas szerkezetet tartalmazo komplexek,
érdemes tovabb folytatni a komplexek vizsgalatat a redoxipotencidl értékek
meghatarozasaval.

A ciklikus voltammetrias mérésekhez ezen komplexek vizsgalata soran is
a kifejlesztett mikrocellat hasznaltuk (18. ébra), és ezekben az esetekben is csak
nagy ligandumfelesleg  alkalmazidsa  mellett  kaptunk  értékelhetd
voltammogramokat. Minden esetben rdgzitettiik a teljesen deprotonalt
ligandum ciklikus voltammogramjat, és azt tapasztaltuk, hogy a ligandum nem
vesz részt redoxi folyamatban. A voltammetridas mérések soran beallitott
koriilményeket és a voltammogrammokbdl leolvashatd primer adatokat a 19.
tablazatban foglaltam Ossze.

19. tablazat: Bisz(imidazol-2-il) szdrmazékok Cu(Il)-komplexeinek ciklikus
voltammetrias mérése soran beallitott koriilmények és a voltammogramokbol
leolvashat6 adatok

. Pasztazasi

ligandumok Cu(II)/h,gandum pH Ex (V) E. (V) ia/ix sebesség
arany
(mV/sec)

BIM 1:10 6,90 | —0,377 -0,183 0,68 50
BIMA 1:8 6,30 | 0,358 -0,248 1,40 100
Z-Gly- . B B
BIMA 1:10 5,04 0,280 0,0161 | 0,61 50
Z-Ala- )
BIMA 1:10 5,87 | -0,449 | -0,0430 | 1,66 50
B-Ala- . . N
BIMA 1:8 5,30 0,311 0,211 1,03 50
His-BIMA 1:8 5,33 | 0,243 -0,102 0,99 100
His-BIMA 1:8 6,49 | -0,277 —0,148 1,10 100

Ezen adatok alapjan megallapithat6, hogy a bisz(imidazol-2-il) szdrmazékok
esetében is nagyobb a katddos €és az anddos cslicsok tavolsaga, mint az 59 mV.
Az anodos és a katddos csticsaram értékek aranya viszont kozel egy, igy azt
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mondhatjuk, hogy a rendszerek kvazireverzibilis redoxi atalakulason mennek
keresztiil.

A vizsgalt Cu(Il)-ligandum rendszerekben képzddé komplexek stabilitasi
allandoi ismeretében eloszlasi gorbéket készitettiink a ciklikus voltammetrias
meérés koncentracioviszonyainak megfeleloen. Ezen gorbék segitségével
allitottuk be azokat a pH-értékeket, amelyeken kialakuld részecskék
redoxipotencial értékét meghataroztuk (19. tablazat.). Példaként az 50. abran a
Cu(Il)-B-Ala-BIMA ¢és a Cu(Il)-His-BIMA rendszerek eloszlasi gorbéit
tiintettem fel, amelyeket 1:8 fémion/ligandum arany mellett abrazoltunk. A
fliggbleges vonalak jelolik a mérésekhez beallitott pH-értékeket. Az 50. abra és
a 19. tablazat adatai alapjan lathatd, hogy minden esetben savas illetve
semleges koriilmények kozott rogzitettiik a voltammogramokat. Valamennyi
rendszerben az alkalmazott ligandumfelesleg mellett biszkomplexek
képzddnek, amelyekben a fémion négy imidazolnitrogénen keresztiil
koordinaloédik. Ezen komplex altalanos szerkezetét a dolgozat 10. &bréja
szemlélteti.

9
1%30//: : [Cul,H,l* a) [CuLH_,] cu(ll% b)
r 100% 1 [CuLH_ "
90% 1 24 90% A 6+
80% - Cuyl,H ] 80% [CuL,H,]
o1 Cu,L,H_y]
4 2214,
70% 4 70% 1 [CuL,H ™
60% 60% 1
50% 50% 1
40% A 40% 1
30% 30% 1
20% 20%
10% 4 [CuLH]* 10% |
0% T T T T T T T T 0% +—=—
3 4 5 6 7 pH 8 9 10 1" 3 4 5 6 7 8 9 0 M

50. abra: a) A Cu(ll)-p-Ala-BIMA rendszer eloszlasi gorbéi 1:8
fémion/ligandum aranynal (¢, = 8107 mol/dm*) b) A Cu(Il)-His-BIMA rendszer
eloszlasi gorbéi 1:8 fémion/ligandum arany esetén (c_ = 810~ mol/dm®)

Néhany rendszer esetében kiilonboz6 pH-értékeken is rogzitettiink voltam-
mogramokat. A pH novelésével a nemkoordindlod6é donorcsoportok (NH,, Im)
deprotonaldodnak, ami a Cu(ll)-His-BIMA rendszerben nincs hatassal a
voltammogramok alakjara (51. 4bra), azaz minddssze kismértékli valtozast
eredményez a mért redoxipotencial értékekben. Amennyiben tovabb ndveljiik a
pH-t, jelentdsen megnd a két cstcs kozotti tavolsag, majd a komplex elbomlik.
A B-Ala-BIMA esetében a deprotonalodas egyiitt jar egy kétmagvi komplex
kialakulasaval [Cu,L,H,]*", amelynek megjelenése ndveli az oxidalo
képességet, igy kismértékben novekszik a redoxipotencial érték is. A lugos
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tartomdnyban ezen ligandum esetében sem lehetett ciklikus voltammetrias
mérést végezni.

Altaldban  elmondhatjuk azt,
hogy egyik rendszer esetében sem
tudtunk 1:1 fémion ligandum aranynal
voltammogramot régziteni. Ahogy azt
a dolgozat irodalmi attekintés
részében bemutattam, fémionfelesleg
mellett kétmagva komplexek is
keletkezhetnek a bisz(imidazol-2-il)
ligandumok aminosav szarmazékai 51. 4bra: A Cu(I)-His-BIMA
esettben. A  Cu,Zn-SOD enzim rendszerben kiilonbozé pH-értékeken
modellezése  szempontjabdl  igen rogzitett voltammogramok
igéretesnek tlind 1imidazolatohidas
[Cu3L2H4]2+ komplex redoxipotencial értékét azonban nem tudtuk
meghatdrozni, 3:2 fémion/ligandum ardnyndl nem kaptunk értékelhetd
voltammogramot. A ligandumfelesleg mellett meghatarozott redoxipotencial
értékeket a 20. tablazat foglalja 6ssze.

I(uA) [ -10,0
t-80

20. tablazat: A vizsgalt bisz(imidazol-2-il) szarmazékok komplexeinek
redoxipotencidl értékei normal hidrogénelektrddra vonatkoztatva

ligandumok E’ (V) Komplex: CuL,; E’ (V) Komplex: Cul,H,
BIM 0,075 (£0,005) —
BIMA 0,091 (£0,001) —
Z-Gly-BIMA 0,055 (£0,005) -
Z-Ala-BIMA 0,023 (£0,009) —
B-Ala-BIMA - 0,051 (+0,002)
His-BIMA —0,024 (+0,002) 0,039 (+£0,002)

Valamennyi esetben a redoxipotencial értékek 0 koriili értékek. A legkisebb
értek a BIMA CuL, komplexéhez tartozik, ami azt mutatja, hogy ezen komplex
esetében a legnehezebb redukalni a fémcentrumot. Ez magyarazhat6 azzal,
hogy ebben a rendszerben képzdédik a legstabilisabb komplex; a fémion az
imidazol-nitrogének mellett az amino-csoporthoz is koordinaloédik. Ennek
koszonheté a megndvekedett stabilitisa. Altalaban megallapithat-juk, hogy
minél kisebb egy komplexhez tartoz6 redoxipotencial érték, az annal nagyobb
stabilitassal rendelkezik. Ha a meghatarozott adatok koziil kiemeljik a BIMA,
BIM, Z-Ala-BIMA ¢és Z-Gly-BIMA Cul, komplexéhez tartoz6é adatokat,
lathatjuk, hogy ezek ebben a sorrendben novekednek. Ez a sorrend ismét
Osszhangban van a kialakul6 komplexek stabilitasaval, minél nagyobb
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oldallanc kapcsolodik az alapvegyiilethez, annal konnyebb redukalni a
fémcentrumot. Az 52. dbran lathato Ipa)y 150
voltammogramok is szemléltetik a
stabilitassal ~ Osszefliggd  valtozast,
folyamatosan ~ tolodnak a pozitiv |os o2 op g

tartomany felé a gorbék. v
Osszefoglalasképpen \’ '
megallapithatjuk, hogy a vizsgalt

bisz(imidazol-2-il) szarmazékok
Cu(II)—kompl§X61 j6 SOD mod?.ll?k. 52. abra: Ciklikus voltammogramok
lehetnek, ~ hiszen 0V kérili || 5 cyin-BIM, Cu(I1)-Z-Gly-BIMA és
redoxipotencidl értékeik beleesnek a — || Cu(ll)-Z-Ala-BIMA esetében

0,16 V és +0,89 V-os tartomanyba ((6)
¢és (7) egyenlet). A tobb hisztidint tartalmazo ligandumok Cu(Il)-komplexeihez
képest azonban kevésbé hatékonynak tlinnek, hiszen kisebb redoxipotencial
értek jellemzi Oket, ezek az értékek joval kozelebb vannak a fenti
redoxipotencial tartomany alsé hatardhoz. Az elektrokémiai vizsgéalat azonban
nem elegendd ahhoz, hogy egy komplexrdl egyértelmiien kijelenthessiik,
megfeleld6 SOD modell vegyiilet. Ehhez elengedhetetlen a Cu(Il)-komplexek
SOD-aktivitasanak vizsgalata, igy doktori dolgozatom kovetkezd fejezetében
az elvégzett aktivitas vizsgalatok eredményeit mutatom be.
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4.3. Szuperoxid-diszmutaz aktivitas vizsgalatok

Elektrokémiai vizsgalatainkat kovetéen a redoxi szempontbol
igéretesnek tlind imidazolnitrogénes koordinaciot tartalmazé Cu(Il)-komplexek
(bisz(imidazol-2-il) szarmazékok és multihisztidin peptidek Cu(Il)-komplexei)
szuperoxid-diszmutdz aktivitasat mértiik meg. Kiegészitettiik a tanulmanyozott
komplexek korét a Cu(Il)-His-BIMA rendszerben képzodd imidazolatohidas
komplex vizsgalataval is.

Méréseinkhez az irodalombol ismert kozvetett technikat hasznaltuk,
amelynek részletes leirasat a kisérleti koriilmények részben (3.8. fejezet)
ismertettem. Xantinbol xantin-oxiddz segitségével generaltunk in situ
szuperoxid gyodkaniont, majd ennek [

reakciojat kovettiik nyomon y = 0,0239x

. P . 0,15
nitroblue-tetrazolium-klorid ~ (NBT) MA//
segitségével. A mérési  adatok | °v / Rpp———
pontossdga ¢és reprodukalhatosdga | oes

szempontjabol az a modszer bizonyult

g ; B . 0,00 : : : : : : : :

a leginkdbb megfelelonek, amikor a T2 3 4 s s T 8
mérést a  vakoldattal  kezdtiik, | °® tpore)

koriilbeliil 3-4 percig ennek kdvettiik 53. 4bra: A  mérési  technika
az abszorbancia—véltozését, ma_]d bemutatdsa (a négyzetek jellik a vakoldat
hozzaadtuk a pufferben elkészitett abszorbanc@avéltozését, a  haromszogek a
komplex oldatat a mintéhoz, és ﬁ]abb lgrotrérll(]:;llzct) jelenlétében felvett abszorbancia
3-4 percig kovettiik az abszorbancia-
valtozast. Az 53. ébran egy primer
adatokat tartalmazo gorbét latunk. Egyenest illesztettiink a vakoldat mérése
soran felvett pontokra, majd a komplex hozzaadasa utan felvett pontokra is, és a
meredekségeket olvastuk le. Azt vartuk, hogy az abszorbancia-valtozas kisebb
lesz a komplex hozzdaddsa utdn, mert a komplex bontja a szuperoxid
gyOkaniont. Az abszorbanciavaltozas sebességébdl a (27) egyenlet alapjan
szamitottuk ki az ICs, értékeket.

A SOD-aktivitdas méréseknél a mintdkat valamennyi esetben a megfeleld
pH-ju H,PO, - HPO,> pufferoldattal készitettiik el. Mivel a vizsgilat sordn
viszonylag nagy koncentracidban van jelen a foszfation (¢ = 0,05 mol/dm’) a
vizsgalt komplex mennyiségéhez képest (¢ ~ 10° mol/dm’), ezért a
koncentracioeloszlasi gorbék készitésénél — ezeket a koncentracioértéket
figyelembe kellett venni. A Cu(Il)-foszfat rendszerben kialakuld részecskék
stabilitasi allando értékei irodalmi adatokbol szarmaznak'®. Azt tapasztaltuk,
hogy bizonyos rendszerekben (példaul a Cu(Il)-Ac-HAHPH-NH,) a foszfation
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[CuLH_;]

[CuLH_s] 1006 %%

90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10%

0%

CuZ«

[CuLHP™

[CuL]**

b)

[CuH_,L]

[CuH_LT"

5

6

pH 7

8 9

54. abra: Eloszlasi gorbék a Cu(Il)-Ac-HAHPH-NH; rendszerben a) a SOD-
aktivitas mérés koriilményeinek megfelelden (cpgm = 5-1072 mol/dm’,
e = 2:107° mol/dm’®, ceyqmy = 2:10° moldm®); b) a ciklikus voltammetrids mérés
koriilményeinek megfelelGen (¢ = 5-107 mol/dm?, ceyqn= 1-107 mol/dm®)

jelenléte nem befolyasolja az imidazolnitrogénes koordinaciot tartalmazo
komplexek kialakuldsat, azok ugyanolyan pH-értéken vannak jelen az oldatban,
mint a ciklikus voltammetrids mérések soran alkalmazott koriilmények kozott.
(54. abra). A vizsgalt rendszerek koziil azonban példaul az Ac-HGGH-NH,
peptid esetében — ahol a CulL komplex stabilitasa kisebb — jelentds szerepe van
a foszfation jelenlétének: lecsokken az imidazolnitrogénes koordinaciot
tartalmazé komplex mennyisége (55. abra), igy a SOD-aktivitds méréshez
beallitott pH-értékek kivalasztasanal ezt figyelembe kellett venniink.

cu(in%
100% 1

90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10%

0%

Cu2+

[CuHPO,]

[CuHSLT™ cu(n% 2+
100% LUl

90% -
80% -
70%
60% -
50% -
40%
30% -
20%
10% -

[CuLl*

[Cu

b)

L. ]2+

[CuLH_;]

[CuLH_y

3

0% T
1" 3 4

5

6

7PH g

9

10 "

55. abra: Eloszlasi gorbék a Cu(I)-Ac-HGGH-NH, rendszerben a) a SOD-
aktivitas mérés koriilményeinek megfeleléen (crgzm = 5-1072 mol/dm’,

e = 2:107° mol/dm’®, ccyqy = 2:10° mol/dm’); b) a ciklikus voltammetrids mérés
koriilményeinek megfelelen (¢, = 510~ mol/dm’, ccyqy= 1-10 mol/dm®)

Megnehezitette a helyzetet az a tény, hogy az irodalomban ko6zo6lt adatok
dontden 6,8-7,8-as pH-tartomanyban megmért SOD-aktivitasok, és az ebben a
pH-tartomanyban jelenlévé komplexekben a fémion a legtobb esetben az
imidazolnitrogének mellett az amidnitrogéneken keresztiil koordindlodik. Az
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altalunk vizsgalt rendszerekben viszont tobb esetben is az imidazolnitrogénes

Azt is tapasztaltuk az adatok Osszevetése soran, hogy a mérési
koriilmények és a pH is befolyasoljak a SOD-aktivitas értékeket. Ezt
szemlélteti a 21. tablazat.

21. tablazat: A Cu,Zn-SOD enzim SOD-aktivitas értékei kiilonbozo
koriilmeények kozott

ICS(} Relativ
modszer pH Ig S)Ig)c[up:ﬁ;- Hiv. Cu(ID) Hiv. aktivitas
[uM] [Vl
Indirekt NBT | 6,8 | 0,0045 126 - - -
Indirekt NBT | 6,8 | 0,001-0,006 112 0,06-035 | 112 1,67
Indirekt NBT | 6,8 |  0,0030 | sajat mérés | 0,25 sajat 1,2
meres
Indirekt NBT | 7,0 0,014 120 1,06 120 132
Indirekt NBT | 7.4 | 0,0084 21 - - -
Indirekt NBT | 74 | 0,0012 79 - - -
Indirekt NBT | 74 | 0,0044 | sajatmérés | 0,34 sajat 1,29
meres
Indirekt NBT | 7.5 04 123 - _ -
Indirekt 78| 0,002 161 _ _ _
citokrom c
Indirekt NBT | 7.8 0,04 161 - - -
Indirekt NBT
(szuperoxid- | ; ¢ 0,06 161 - - _
generalas
KO,-dal)

Ennek alapjan nem adhat valos informaciot egy komplex aktivitasardl az, ha a
ra jellemz6 ICs, értéket egy olyan aktivitas-értékkel hasonlitjuk 6ssze, amelyet
mas pH-értéken, egy masik kutatécsoport — esetleg mas mérési technikat
alkalmazva — mért meg. Ugyanakkor az is tiikr6zodik az irodalmi adatokbol,
hogy a kiilonb6z6 technikakkal elvégzett mérések adatainak &sszehasonlitasa
ugy valik lehetdvé, hogyha a mért 1Cs, értékeket az ugyanolyan koriillmények
kozott a Cu,Zn-SOD-ra mért 1Csy értékkel vetjik Ossze relativ aktivitast
szamolva ((29) egyenlet) amely megmutatja a vizsgalt rendszerek aktivitasat az
adott koriilményeken mért enzimaktivitashoz képest. Igy a kiilonb6z6 irodalmi
adatok alapjan pl. a Cu(Il)-foszfat rendszerekre kdzel azonos relativ aktivitas
értékek szamithatok. Ahhoz, hogy 0sszehasonlitast tudjunk végezni az irodalmi
adatokkal, az altalunk kivalasztott két pH-értéken (6,8 és 7,4) meghataroztuk a
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nativ enzim €s a Cu(ll)-foszfat rendszer aktivitasat, és kiszamitottuk a relativ
aktivitast.

Sajat, Cu(HPO,) részecskéhez rendelhetdé mérési adataink relativ aktivitas
értékei jo egyezést mutatnak a korabban vizsgalt rendszerekben meghatarozott
értekekkel. Ez az egyezés azt mutatja, hogy az altalunk alkalmazott kisérleti
modszer megbizhatéan alkalmazhatd Cu(Il)-komplexek SOD-aktivitasanak
meghatarozasara. A relativ aktivitds érték segitségével pedig az egyéb
eredményekkel vald Gsszehasonlitas is lehetévé valik, igy a tovabbiakban
elsosorban ezeket az értékeket fogom bemutatni.

Doktori munkam soran szamos hisztidint tartalmazo peptid és két
bisz(imidazol-2-il) szarmazék Cu(Il)-komplexének SOD-aktivitas értékeét
hataroztuk meg, a fenti megallapitasokat figyelembe véve. Valamennyi esetben
elkészitettiik a mérési koriilményeknek megfeleld eloszlasi gorbéket, ¢és
megallapitottuk, hogy mely részecskék vannak jelen a mérésekhez beallitott
pH-értéken az oldatban. A 22. tdblazat foglalja 6ssze a mérési adataink alapjan
szamolt ICs, értékeket és az egyes komplexek koordinacids viszonyait.
Osszehasonlitisképpen néhany olyan peptid Cu(Il)-komplexének azonos pH-
értéken mért enzimutdnzo aktivitas értékét is feltlintettem, amelyek esetében
megmeérték a természetes enzim aktivitasat is, igy szdmolhato a relativ aktivitas
érték.

A 6,8-as pH-értéken végzett vizsgalatok soran azt lattuk, hogy
onmagaban a Cu(HPO,) részecske is jelentds SOD-aktivitast mutat. Ezen a pH-
értéken foleg azokat a komplexeket tudtuk vizsgalni, amelyekben a fémion
csak az imidazolnitrogéneken keresztiil koordinalodik. A [CuL]*" komplexek
azonban nem egyeduralkodok a Cu(Il)-Ac-S1H2-NH,, Cu(Il)-Ac-HHGH-NH,,
Cu(IT)-Ac-HAHPH-NH, ¢és Cu(Il)-Ac-S2H3-NH, rendszerek esetében; ezen a
pH-értéken mar elkezdddik az amidnitrogének deprotonalddasa, és az eloszlasi
gdrbék alapjan a [CuLH_;]" komplex 20-30 %-ban van jelen az oldatban (példa:
54. a) abra). Ezért megallapithatjuk, hogy a felsorolt négy ligandumra
meghatarozott 1Csy érték nemcsak a [CuL]2+ komplexhez tartozik, hanem
tiikrozi a [CuLH_,]" komplex hozz4jarul4sat is.

Ha 0Osszehasonlitjuk a kiilonbozé peptidekkel képzett komplexekhez
tartozo I1Cs, értékeket, megfigyelhetjiik, hogy a legkevésbé aktivnak a HXXH
szekvencigju tetrapeptidek bizonyultak. Ez a megéllapitas Osszhangban van a
képz6dé komplexek termodinamikai stabilitdsaval is: amennyiben a
peptidlancban egymastél két aminosav tavolsagban helyezkednek el a
hisztidinek, kisebb stabilitasu komplexek keletkeznek. Ahogy n6é a koordinalt
imidazolnitrogének szama, ugy novekszik a komplexek SOD-aktivitas értéke
is.
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22. tablazat: A SOD-aktivitds mérések soran vizsgalt Cu(II)-komplexek ICs, értékei irodalmi adatokkal kiegészitve

pH =638 ICs9 [uM] | Relativ aktivitas (%) Részecskék Koordinacios moéd
Cu,Zn-SOD 0,0030 100 - -
Cu''(HPO,) 0,25 1,20 - -
Cu"-Ac-HGGH-NH, 0,27 1,11 [CuL])* 2 x N(Im)
Cu"™-Ac-HVVH-NH, 0,20 1,50 [CuL]* 2 x N(Im)
Cu"-Ac-S1H2-NH, 0,21 1,43 [CuL]**; [CuLH_]* 5 w wwmﬂwﬁ‘
Cu"-Ac-HHGH-NH, 0,17 1,76 [CuL]**; [CuLH_;]* 3 x N(Im); 2 x N(Im), N*
Cu"-Ac-HAHPH-NH, 0,12 2,50 [CuL]**; [CuLH_,]* 3 x N(Im); N(Im), N~
Cu"-Ac-S2H3-NH, 0,24 1,25 [CuL]**; [CuLH_{]* 3 x N(Im)
Cu"-Ac-S3H4-NH, 0,11 2,73 [CuL]* 4 x N(Im)
Cu"-p-Ala-BIMA 0,15 2,00 [CuL,]** 4 x N(Im)
Cu"™-Ac-HHGH-OH'® 0,13 3,46 [CuL]**; [CuLH_{]* 3 x N(Im); 3 x N(Im), OH™

pH =74
Cu,Zn-SOD 0,0044 100 - -
Cu''(HPO,) 0,34 1,29 = -
Cu"-Ac-HGGH-NH, 0,38 1,16 [CuLH_,]; ((CuLH.3]") | 2 x N(Im), 2 x N7; N(Im), 3 x N~
Cu"-Ac-HVVH-NH, 0,63 0,70 [CuL]* 2 x N(Im)
Cu'-His-BIMA (1:10) 0,64 0,69 [CuL,HJ** 3 x N(Im)
Cu"-Ac-S2H3-NH, 0,15 2,93 [CuLH_]*; ([CuL]*") 3xN(Im), N7; 3 x N(Im)
Cu"-His-BIMA (3:2) 0,070 6,29 [CusLH_4]* 4 x N(Im) +imidazoldto hid
Cu'-Ac-S3H4-NH, 0,046 9,56 [CuL)* 4 x N(Im)
Cu'-HVH" 0,20 0,60 [CuLH_1*; ({CuLH_,]) 2 x N°, N(Im), NH,
Cu-Ac-HVH-NH,” 0,16 0,70 [CuLH.,] 2 x N(Im), 2 x N~
Cu"-Ac-HPHH-NH,"** | 0,26 3,23 [CuLH_]* 2 x N”, N(Im)
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Ezen értékek kozott kiugronak mutatkozik az Ac-S2H3-NH, pentapeptid
Cu(Il)-komplexeire meghatarozott ICsy és relativ aktivitas érték (0,24 puM, ¢€s
2,73%). Ezt az értéket azzal magyarazhatjuk, hogy 6,8-as pH-értéken a fémion
kozel 50 %-a a [CuLH ,]" komplexben van jelen. Ez a komplex egy vegyes
hidroxokomplex, a fémion koriil kialakulo telitettebb koordinacios kornyezet
okozhatja a kisebb aktivitast.

Jancsd és munkatarsai vizsgaltak korabban az Ac-HHGH-OH peptid
Cu(Il)-komplexeinek SOD-aktivitasat'*, ezen peptid C-terminalisan is védett
szarmazgékat jelen munka keretében tanulmanyoztuk. A szamolt relativ aktivitas
értekek kiillonboznek egymastol, a C-terminalisan nemvédett szarmazék
bizonyult aktivabbnak. Ez megint csak 0Osszhangban van a komplexek
stabilitasaval, a nagyobb stabilitasti komplex bizonyult hatékonyabbnak. 6,8-as
pH-értéken kiemelkeddé aktivitist mutat az Ac-S3H4-NH, peptid [CuL]*
komplexe, amelyben a fémion négy imidazolnitrogénen keresztiil
koordinalédik. Hasonlé koordinacié alakul ki az Ac-(HNPGYP),-NH, ¢és az
Ac-(PHGGGWGQ),-NH, peptidfragmensek Cu(Il)-iont tartalmazé oldataiban
is; az egyes komplexekhez tartozo relativ aktivitas értékek (2,00 % ¢és 3,67 %)
6 egyezést mutatnak az altalunk meghatarozott adattal'*®,

7,4-es pH-értéken is végeztiink SOD-aktivitdas méréseket. A Cu(HPO,)
részecske ezen a pH-értéken is mutat enzimutanzo aktivitast, de kisebbet, mint
6,8-as pH-értéken. Jelentds aktivitascsokkenés figyelheté meg a két hisztidint
tartalmazo tetrapeptidek esetében. Ez azzal magyarazhat6, hogy ezen a pH-
értéken mar elkezdddik az amidnitrogének deprotondlodasa, igy a fémion az
imidazolnitrogének mellett az amidnitrogéneken keresztiil is koordinalodik. Az
amidnitrogének koordinalodasa stabilizalja a Cu(Il)-iont, igy csokkenti a SOD-
aktivitast.

A vizsgalt komplexeink koziil egy kiugroan jo aktivitast mutat: a harom
szarkozint tartalmazé heptapeptid [CuL]** komplexe (56. a) é&bra; relativ
aktivitdsa: 9,56 %). A Cu(ll)-ion ebben a komplexben is négy
imidazolnitrogénen keresztiil koordinalodik. Ez a koordinacidos mod kedvezo a
SOD-aktivitas szempontjabol, a gyengébb ekvatorialis térnek koszonhetéen a
fémcentrum jobban hozzaférhetévé valik a szuperoxid gyokanion szamara”.
Az azonos pH-értéken vizsgalt komplexek kozott nem taldltak még ennyire
hatékony komplexet.

A Cu(Il)-His-BIMA rendszer esetében kiilonb6z6 fémion/ligandum
aranyok mellett is vizsgaltuk a komplexek aktivitasat. Nagy ligandumfelesleg
mellett az imidazolnitrogének koordinalédasaval [CuL,H]*" komplex alakul ki,
melynek aktivitasa hasonloan kicsi a HXXH szekvenciaju tetrapeptid Cu(Il)-
komplexeinek aktivitdsahoz. Ez 6sszhangban van a ciklikus voltammetrias
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56. abra: a) A Cu(ll)-His-BIMA rendszerben képz6dS [CusL,H 4]*"
Osszetételll komplex szerkezete; b) a Cu(Ill)-Ac-S3H4-NH, rendszerben
képz6dé [CuL]*" dsszetételli komplex szerkezete

vizsgalatokkal, amelyek alapjan sem volt varhat6 jelent6s mértéki aktivitas a
bisz(imidazol-2-il) szdrmazékok CuL, komplexeire, hiszen a komplexre

jellemzé redoxpotencial érték a
szuperoxid  gydk  elbontasdhoz
sziikséges  potenciadl  tartomany
(2.3.2. fejezet (6) egyenlet) also
hataran ~ van.  Azonban  3:2
fémion/ligandum arany esetén 7,4-
es pH-értéken mar megjelenik a
[CusL,H 4]*" sszetételti  komplex
(57. abra), amely szerkezeti
szempontbol megfeleld modellje a
Cu,Zn-SOD enzimnek. Ebben a
részecskében imidazolatohid alakul
ki, amely a természetes enzimben is
Osszekoti a két fémiont. A komplex

cu(i%
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90%
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50% 1
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57. abra: Eloszlasi gorbék a Cu(Il)-His-
BIMA rendszerben 3:2 fémion/ligandum
aranynal

(Ctosatze = 5:107% mol/dm®, ¢ = 1,33-10°° mol/dm’,
Coum= 2-10" mol/dm®)

szerkezetét az 56. b) abra mutatja. A hozza tartozd ICs, érték csaknem egy
nagysagrenddel nagyobb, mint a ligandumfelesleg mellett kialakulé komplexre
jellemzd érték. Ez megerdsiti azt a feltételezést, hogy a komplex szerkezete és
enzimutanzo aktivitdsa kozott van Osszefiiggés. Ha kiszdmitjuk a relativ
aktivitas értékét, akkor azt is lathatjuk, hogy a 6,29 %-os érték kiemelked6en

jonak mondhato.

A 7,4-es pH-értéken vizsgalt rendszerek koziil a két nagy aktivitast
mutaté komplex mellett Osszehasonlitasképpen a Cu,Zn-SOD enzim és a
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Cu(HPO,) részecskéhez tartozo inhibicio-koncentracio adatsort tiintettem fel az
58. abran. A pontok a mért értékeket jelolik, folytonos vonal mutatja a Scientist
program segitségével szamolt telitési gorbéket. Ezen az abran is lathato, hogy a
Cu(I)-His-BIMA rendszerben 1:10 fémion/ligandum ardnynal képz6do
komplex igen kis aktivitast mutat. A 3:2 fémion/ligandum aranynal kialakulo
komplex viszont mar jobban kozeliti a természetes enzimet jellemzd
pontsorozatot. Hasonl6 lefutasu az Ac-S3H4-NH, ligandum [CuL]*" komplexét
jellemzo telitési gorbe is.

Cu,Zn-SOD

100%

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

80%

60%

inhibici6%

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

20%

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

c(Cu(ll)-komplex)

58. abra: Inhibicid-koncentracié adatsorok a kiilonbozé Cu(ll)-
komplexek esetében (pH = 7,4)

Osszességében megallapithatjuk, hogy a SOD-aktivitas méréseket illetve
a Cu(Il)-peptid rendszerekben kialakulé komplexek enzimutanzoé aktivitasat
tobb tényez6 befolyasolja.
a) Egyrészt nem szabad figyelmen kiviil hagynunk azt a tényt, hogy
amennyiben H,PO, - HPO,> pufferoldatot tartalmazé kozegben dolgozunk, a
Cu(HPO,) részecske is mutat SOD-aktivitast. A mérésekhez alkalmazott igen
kis koncentracid-értékekkel elkészitett eloszlasi gorbék azt mutattdk, hogy
megvaltoznak az oldatbeli viszonyok, igy egy kivalasztott pH-értéken
ellendrizniink kell, hogy az adott koriilmények kozott mely komplexek és
milyen ardnyban vannak jelen.
b) A kialakulé komplexek koziil azokat vizsgaltuk, amelyekben a fémionok
féleg imidazolnitrogéneken keresztiil koordindlodnak, hiszen ez felel meg a
Cu,Zn-SOD enzimben levd réz(Il)-ion koordinacids kornyezetének. A pH
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novelésével az amidnitrogének deprotonalodnak, és a  fémionhoz
koordinaloédnak. Ez a folyamat egyiitt jar a SOD-aktivitas csokkenésével.

c¢) Azt is tapasztaltuk, hogy minél nagyobb termodinamikai stabilitasu a Cu(II)-
komplex, annal nagyobb aktivitadst mutat a szuperoxid gydkanionnal szemben.
Vizsgaltuk, hogy van-e 30
Osszefiiggés egy adott komplex | 7] + Ac-S3HA-NH,
redoxipotencial értéke és relativ | - L foHARPRNR,
aktivitasa kozott. Ha abrazoljuk a | 237

vizsgalt hisztidintartalmu peptidek | 2121

Py ! 561 Ac-HVVH-NH,
[Cul] komplexére jellemzd | *,,] Ac-S2H3-NH, .
relativ  aktivitast a komplexre 2] | " AcHBGHNH, >
jellemz6 redoxipotencidl értékének 020 025 0.0 035 EV) 040
fliggvényében (59. abra) lathato,

hogy minél kisebb redoxipotencial 59. dbra: [CuL]’" komplexek relativ

SOD-aktivitas értékei a redoxipotencial

érték jellemzi a komplexet, annal értékek figgvényében

nagyobb SOD-aktivitassal rendel-
kezik. Ez 6sszhangban van a stabi-
litassal is. Az Osszefliggések részletes magyarazatdhoz azonban még tovabbi
vizsgalatokra van sziikség.

d) Az elvégzett SOD aktivitas vizsgalatok azt mutattak, hogy a négy hisztidint
tartalmazo heptapeptid [CuL]*" komplexe és a His-BIMA imidazolatohidas
komplexe kiemelkedé SOD aktivitast mutat. Bar ezek az értékek még mindig
jelentésen elmaradnak a nativ enzim aktivitasatdl, a korabbi irodalmi
adatokhoz képest igéretesek. Igy megallapithatjuk, hogy ezek a ligandumok
megfeleld kiinduldpontot jelenthetnek olyan molekulak tervezésében, amelyek
Cu(ITl)-komplexei a SOD enzim nagyon jo szerkezeti és funkcionalis modelljei
lehetnek.
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5. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam soran olyan hisztidintartalmu ligandumokat vizsgaltam,
amelyek réz(Il)komplexei az eukariotak sejtjeiben mikddé Cu,Zn-szuperoxid-
diszmutdz enzim aktiv centrumat modellezik. Ezen enzimben a Cu(Il)-ion négy
imidazolnitrogénhez, mig a cink(II)ion harom imidazolnitrogénhez és egy
aszparaginsav karboxilatcsoportjahoz kapcsolodik. A vizsgalt hisztidintartalmu
ligandumok az imidazolnitrogén donoratomokon keresztiil kotddnek a
fémionhoz makrokelatokat képezve. A tanulmanyozott ligandumok masik
csoportjat a kelatképz0 helyzetben két imidazolnitrogént tartalmazo
bisz(imidazol-2-il) szarmazékok képezték.

Célunk volt a kutatocsoportunkban korabban eldallitott lehetséges
Cu,Zn-SOD modellvegyiiletek tovabbi jellemzése és a vizsgalatok kiegészitése a
Cu(ll)-komplexek redoxipotencial és SOD-aktivitas ertekeinek
meghatarozasaval.

Munkank sordn a ligandumok protonalddasi allandoit és a kiilonb6zo
sztochiometridji fémkomplexek stabilitdsi allandoit pH-potenciometrias
modszerrel hataroztuk meg. A kialakulé komplexek szerkezetének igazolasara
UV-Vis, CD és 'H NMR spektroszkopiat alkalmaztunk. A redoxipotencial
értékek meghatarozasat ciklikus voltammetriaval végeztiikk el, a szuperoxid-
diszmutdz aktivitds mérése indirekt moddszerrel, spektrofotométerrel tortént.
Eredményeinket az egyes kisérleti technikak szerint csoportositva foglalom
0ssze.

1. Oldategyensulyi vizsgalatok

A) Két, egy- illetve két hisztidint tartalmazo peptid (Ac-TKHM-NH,, Ac-
HGGH-NH,) sav-bazis sajatsagait jellemeztik pH-metridas modszer
segitségével, komplexképzo sajatsagukat réz(Il)ionok jelenlétében vizsgaltuk.

- Az egy hisztidint tartalmazo tetrapeptid (Ac-TKHM-NH,) esetében
megallapitottuk, hogy a hisztidin oldallanc imidazolnitrogénje a f6 fémion-
kotohely. Ez a kotésmod lehetdvé teszi a hisztidint megel6z6 két amidnitrogén
deprotonalddasat és koordinacidjat, és az [N, N, N(Im)] koordinacidval
kialakul6 részecske az uralkoddo az 5,5-7,0-es pH-tartomanyban. Ezen
részecske szabad koordinacidos helyeinek kdszonhetéen a  gyengén
koordinal6dé6 —OH-csoportot tartalmazé oldallanc is fémion-megkdtoként 1ép
fel.

- A két hisztidint tartalmazo Ac-HGGH-NH, peptid réz(Il)ionok jelenlétében
hasonloan viselkedik, mint ahogy azt egyéb, tobb hisztidint tartalmazo védett
peptidnél megfigyelték. A fiziologias pH-tartomanyban az imidazolnitrogének
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koordinaciojaval [CuL]*" komplex képzédik, valamint a peptid kis méretének
koszonhetSen jelentés mennyiségii [Cul,]* biszkomplex alakul ki.

- Azt tapasztaltuk, hogy a két imidazolnitrogén koordinacidja nem tudja
megakadalyozni az amidnitrogének deprotonalodasat, amely nagyobb pH-n egy
kooperativ folyamat soran megy végbe. A kialakulo [N7, N7, N(Im)]
koordinaciéban az N-terminalis hisztidin nem vesz részt. A harmadik
amidnitrogén deprotonalodasaval [CulLH ;]° komplex képzddik, melyben a
deprotonalddast leird kisebb pK-értékre egy lehetséges magyarazat az N-
terminalis hisztidin imidazolnitrogénjének gyenge axialis kdlcsonhatasa.

B) Néhany két- vagy harom hisztidint tartalmazoé peptid (Ac-HGH-NHMe, Ac-
HGGH-NH,, Ac-HHGH-NH,, Ac-HAHVH-NH,, Ac-HGHVH-NH,, Ac-
HVHGH-NH,) esetében a nikkel(Il)- ¢és kobalt(Il)komplexek vizsgélatat is
elvégeztik.

- Valamennyi ligandum esetében azt talaltuk, hogy a két-, harom- illetve négy
imidazolnitrogén koordindcidjaval kialakul6 ML komplexek a dominans
részecskék a fizioldgias pH-tartomanyban. Megéallapitottuk, hogy alapvetden
harom tényez6 befolyasolja ezen komplexek stabilitasat:

a) Az aminosav-lancban helyet foglald hisztidinek szama: minél nagyobb a
koordinalédott imidazolnitrogének szama, annal nagyobb stabilitast
komplexek keletkeznek.

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

c) A fémion mindsége: a vizsgalt nikkel(Il)komplexek stabilitasa nagyobb,
mint a kobalt(I)komplexeké, amely eredmény &sszhangban van az
Irving-Williams sorral.

- A nikkel(IT)ionokat tartalmaz6 rendszerekben a pH emelésével a két
amidnitrogén deprotonalodasa figyelheté meg, amely kooperativ médon megy
végbe. A HXH szekvenciat tartalmazo peptidek esetében a kialakuld [NiLH ;]
részecskében [N(Im), N°, N, N(Im)] koordinacié valésul meg. Nagy pH-n
lejatszodik a harmadik amidnitrogén deprotonalddasa is [NiLH ;] komplex
képzodését eredményezve [N, N7, N*, N(Im)] koordinaciéval. Amennyiben a
hisztidinek tavolabb (HXXH szekvencia) helyezkednek el egymastol, a harom
amidnitrogén egy lépésben torténd deprotonalddasa figyelhetd meg.

- A hérom hisztidint tartalmazé pentapeptidek esetében izomer szerkezetek
kialakulasara is van lehetdség. A CD és a 'H NMR vizsgalatok alapjan
megallapitottuk, hogy bar a fémion altalaban inkabb a C-terminalis részen
kotédik, a masik izomer is megjelenik minden esetben. A 'H NMR vizsgélatok
segitségével az Ac-HGHVH-NH, ligandum esetében a [NiLH ;] komplex két
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izomerjének aranyat is megbecsiiltiikk, amely a C-termindlis és az N-terminalis
részen kotodd fémiont tartalmazd komplexek esetében 83% és 17%-nak
adodott.
- A peptidek nikkel(Il)komplexeinek vizsgélata soran rogzitett UV-lathatod
spektrofotometrias és CD spektroszkopias adatokbol megallapitottuk, hogy ha a
ligandum C-terminalis részének szekvencidja GXH, akkor mind a [NiLH ;]
mind a [NiLH ;] komplex esetében a CD spektrumban ellentétes Cotton-
effektus jelenik meg.
- A pentapeptidek fémionfelesleget tartalmazé oldataiban [Ni,LH ,]*",
[Ni;LH4] ¢és [Ni,LH ;] Osszetételii komplexek keletkeznek. Ezekben a
komplexekben a fémionok a hisztidin imidazolnitrogénjéhez ¢és az
amidnitrogénekhez koordindlodnak.
- Kobalt(Il)ion jelenlétében a kialakul6 ML komplexek nem elég stabilisak
ahhoz, hogy megakadalyozzak a fémion hidrolizisét, igy a lugos pH-
tartomanyban a fémion hidrolizise és csapadékképzddés volt megfigyelhetd.
2. Ciklikus voltammetrias vizsgalatok
Az egyensulyi vizsgalatok alapjan harom ligandumtipus — egyszerd
hisztidinszarmazékok,  multihisztidin ~ peptidek és  bisz(imidazol-2-il)
szarmazékok — imidazolnitrogénes koordinacidt tartalmazo Cu(Il)-komplexeit
tanulmanyoztuk vizes oldatban ciklikus voltammetria segitségével.
- Vizsgalatainkhoz kifejlesztettiink egy mikrocellat, amelyben igen kis
mintamennyiség alkalmazasaval is végre tudtuk hajtani méréseinket.
Megallapitottuk, hogy legalabb &t- vagy tizszeres ligandumfelesleg mellett
tudunk értékelhetd voltammogramokat rogziteni. Megfigyeltiik, hogy a redoxi
folyamatok soran kvazireverzibilis, egyelektronos folyamatok jatszodnak le.
- Szisztematikus kisérletsorozatunkban el0szor a Cu(Il)-hisztidin rendszert,
illetve a kiillonbozo egyszerti hisztidinszarmazékok (N-Ac-hisztidin, N-Ac-
hisztamin) Cu(Il)-komplexeit vizsgaltuk. Osszehasonlitisképpen néhany
egyszeri aminosav ~ Cu(ll)-komplexének redoxipotencial  értékét is
meghataroztuk. Osszevetve a kiilonbézé aminosavak Cu(Il)-komplexeinek
redoxipotencidl értékeit azt allapitottuk meg, hogy az oldallinc mérete a
meghatdrozo, nagyobb méretii oldallanc csokkenti a redoxipotencidl értéket.
- A multihisztidin peptidek [CuL]*" és [CuL,]*" komplexeire meghatarozott
formalpotencial értékek alapjan megallapitottuk, hogy a komplexek
redukalhatosaga az alabbi tényezoktol fiigg:

a) A hisztidin aminosavak szama a peptidlancban: megfigyelhetd, hogy a

redoxipotencial értéke csokken a koordinalt imidazolnitrogének
szamanak novekedése fiiggvényében.
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b) A  hisztidinek elhelyezkedése a peptidlancban: a hisztidinek
tavolsaganak novekedése noveli a redukéalhatosagot.
c) A komplex stabilitasa: minél stabilisabbak a komplexek, annal nehezebb
redukalni a fémcentrumot.
- A bisz(imidazol-2-il) szarmazékok 4 imidazolnitrogén koordinacioju [Cul,;]
és [Cul,H,] komplexeire jellemz6 redoxipotencial értékeket is meghataroztuk.
A kapott formalpotencial értékek valamennyi esetben ~0 V-nak adédtak.
Megfigyeltilk, hogy a koordindlédé molekula mérete nem befolyasolja
jelentésen a redoxipotencial értékét.

Valamennyi meghatarozott redoxipotencial ért¢k a -0,16 - +0,89 V
tartomanyba esik, igy ezen komplexek képesek lehetnek a szuperoxid-
gyokanion elbontasdra. Az adatok alapjan megallapithatjuk, hogy redoxi
szempontbdl a hisztidintartalma peptidek makrokelat tipusu koordinéaciot
tartalmazd Cu(ll)-komplexei jobb SOD-modellek, mint a kelat tipusu
koordinaciét tartalmazo bisz(imidazol-2-il) szarmazékok Cu(IT)-komplexei.

3. Szuperoxid-diszmutaz aktivitas vizsgalatok
Elektrokémiai vizsgalatainkat kovetden a redoxi szempontbol igéretesnek tiind
imidazolnitrogénes koordinaci6t tartalmazo Cu(ll)-komplexek szuperoxid-
diszmutédz aktivitasat mértiik meg. Kiegészitettiik a tanulmanyozott komplexek
korét a Cu(Il)-His-BIMA rendszerben képz6d6 imidazolatohidas komplex
vizsgalataval is.
- A vizsgalati modszer paramétereinek bedllitdsa soran a vizsgalati
koriilmények kozott (pH = 6,8; 7,4; nagy (¢ = 5-10 % mol/dm’) HPO?™ és ~10°
mol/dm® Cu®"-ion koncentracié) kialakulo részecskeeloszlast — vettiik
figyelembe. A kiilonbdz6 pH-értékeken végzett sajat méréseink egymassal és
az irodalmi adatokkal valo 0sszevetése csak akkor volt lehetséges, ha az adott
koriilmények kozott, a nativ enzim SOD-aktivitasanak ismeretében, az un.
relativ aktivitas értéket hataroztuk meg.
- A kiszamitott relativ aktivitas adatok alapjan megallapitottuk, hogy a vizsgalt
komplexek kozott két esetben figyelhetd meg jelentésebb mértéki
aktivitasnovekedés:

—a négy imidazolkoordinacioju, HXH szekvenciat tartalmazo

multihisztidin peptid [CuL]* komplexénél,

— a Cu(I)-His-BIMA rendszerben képz6d6, harommagvu imidazolatohidas

[Cu3L2H_4]2+ komplexnél.

Vizsgalatainkat Osszegezve megallapithatjuk, hogy ezek a ligandumok
megfeleld kiinduldpontot jelenthetnek olyan molekulak tervezésében, amelyek
Cu(Il)-komplexei a SOD enzim nagyon jo szerkezeti és funkcionalis modelljei
lehetnek.
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6. SUMMARY

During my Ph.D. work I studied such histidine containing ligands the
Cu(IT) complexes of which mimic the active site of Cu,Zn superoxide
dismutase enzyme. Within this enzyme the Cu(Il) ion is bound through four
imidazole nitrogens while the zinc(Il) ion is coordinated through three
imidazole nitrogens and the carboxylate group of an aspartic acid. The studied
peptides coordinate to the metal ion through the imidazole nitrogen atoms
forming a macrhochelate. The other group of the studied ligands includes
derivatives of bis(imidazol-2-yl)methane that contain two imidazole nitrogen
atoms in chelatable position.

Our aim was the further characterization of model compounds that were
previously synthesized in our research group for mimicking the Cu,Zn-SOD
enzyme. In the second phase of our work we determined the redox parameters
and the SOD activity of those Cu(ll) complexes in which the metal ion is bound
to the peptide through side-chain imidazole nitrogens.

Protonation constants of the ligands and the stability constants of the
various copper(Il), nickel(I) and cobalt(Il) complexes were determined by
potentiometric titration. The structures of the complexes were confirmed by
UV-Vis, CD and "H NMR spectroscopy. The redox potential values of the
copper(Il) complexes were determined by cyclic voltammetry, the superoxide
dismutase activity was measured spectrophotometrically by the indirect method
of NBT reduction. Our results are summarized with respect to each
experimental technique.

1. Solution equilibrium studies

A) We characterized the acid-base properties of two peptides containing one or
two histidine residues (Ac-TKHM-NH,, Ac-HGGH-NH,) and their complex
formation processes in the presence of copper(Il) ions by pH-potentiometry.

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

- It was stated that the two histidine containing tetrapeptide, Ac-HGGH-NH,
behaves similarly to other protected peptides containing several histidyl
residues in the presence of copper(Il) ions. With the coordination of imidazole
nitrogens [CuL]*" complex is formed in the physiological pH range and the
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amount of the [CuL,]*" complex is significant, which can be explained by the
size of peptide.

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

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

- In all cases ML complexes — formed with the coordination of two, three or
four imidazole nitrogens — are the main species in the physiological pH range.
The results reveal that three factors affect the stability of the complexes:

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

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

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

- In the nickel(Il) ion containing systems the deprotonation of two amide
nitrogens takes place in a cooperative process by increasing the pH. In the case
of the peptides containing the HXH sequence, the coordination of the [N(Im),
N7, N7, N(Im)] donor set can be supposed for the [NiLH ;] complex. At even
higher pH values a new amide deprotonation process occurs leading to the
formation [NiLH ;] complex with [N, N', N, N(Im)] coordination. If the
histidyl residues are separated by two non-coordinating amino acids (HXXH
sequence), the deprotonation of the three amide nitrogens takes place in a one-
step process.

- In the case of the pentapeptides containing three histidyl residues isomeric
structures of [NiLH ,] and [NiLH ;]” complexes can be formed. The isomeric
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complexes binding metal ion on the C-termini are preferred in all cases, but the
presence of other isomers is unambiguously proved by CD and 'H NMR
spectroscopic techniques. The 'H NMR measurements made it possible to
estimate the ratio of isomeric structures of [NiLH 3] complex of Ac-HGHVH-
NH, peptide: C-terminal coordinated complex : N-terminal coordinated
complex = 83% : 17%.

- UV-Vis and CD spectra were registered for the nickel(I) complexes of the
peptides. It was possible to calculate the individual spectra of [NiLH ,] and
[NiLH 3]” complexes. We observed that both for [NiLH ;] and [NiLH ;]
complexes the CD extrema are the mirror images of the previously obtained
values if the amino acid sequence at the C-terminus of the peptide is GXH.

- Due to their structure, the pentapeptides are able to bind more than one
nickel(IT) ion. In the presence of excess metal ion, [NiQL}L2]2+, [Ni,LH_4] and
[Ni,LH s]” complexes are formed in the systems. In these complexes the metal
ions are bound by the imidazole nitrogens of histidyl residues and amide
nitrogens.

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

2. Cyclic voltammetric measurements

Based on the equilibrium measurements we studied the imidazole nitrogen
coordinated Cu(Il) complexes of three types of ligands - simple histidine
derivatives, multihistidine peptides and bis(imidazol-2-yl) derivatives - by
means of cyclic voltammetry in aqueous media.

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

- In our systematic test series we studied the Cu(Il)-histidine system and the
Cu(Il) complexes of various simple histidine derivatives (N-Ac-histidine, N-
Ac-histamine). For comparison we determined the redox potential values of the
Cu(Il) complexes of some simple amino acids. On comparing the redox
potential values of the Cu(I) complexes of various amino acids it can be said
that the size of the side chain is the dominant factor: the greater the size of the
side chain is, the smaller redox potential value can be measured.
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- Based on the redox potential values of the [CuL]*" and [CuL,]* complexes of
multihistidine peptides, three major factors can be listed that influence the
reducibility of the complexes:

a) the number of the histidine amino acids in the molecule: the reduction
potential of the complexes decreases with the increase in the number of
coordinated imidazole nitrogen atoms.

b) the positions of histidyl residues in the peptide chain: the increase of
distance between the histidyl residues results in the increase of the
reducibility.

c) the stability of the complexes: the greater the stability of the complex is,
the more difficult it is to reduce the metal centre.

- In the case of the various bis(imidazol-2-yl) derivatives the four imidazole
nitrogen coordinated [Cul,] and [Cul,H;] complexes were studied
electrochemically under the applied conditions. The obtained redox potential
values are around O V. It was observed that the size of the coordinated
molecule does not influence significantly the reducibility of the complex.

All the determined redox potential values fall into the —0.16 — +0.89 V redox
potential range so these complexes can be capable of decomposing the
superoxide anion. Based on these data it can be stated that the Cu(Il)
complexes of the histidine containing peptides with macrochelate-type
coordination are better SOD-models than the Cu(Il) complexes of bis(imidazol-
2-yl) derivatives with chelate-type coordination.

3. Superoxide dismutase assay

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

- On adjusting the parameters of the SOD activity assay we took into account
the concentration distribution curves under these experimental conditions (pH =
6.8; 7.4; great (¢ = 5x10 mol/dm®) HPO>" and small ~10"° mol/dm® Cu*"-ion
concentration). The comparison of our data (measured at different pH values)
with the published data was only possible if we calculated the so-called relative
activity value under the given conditions. The calculation of the relative
activity is only possible if the activity of the native enzyme is known under the
same conditions.
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- Based on the SOD activity data it can be stated that two of the studied Cu(Il)
complexes exhibit significant SOD activity:
— the four imidazole nitrogen coordinated [CuL]* complex of the
multihistidine peptide containing the HXH sequence and
— the imidazolato bridged [CusL,H.]*" complex that is formed in the Cu(Il)-
His-BIMA system.
Summarizing our results we can say that these ligands are good starting points
for the planning of such molecules the Cu(Il) complexes of which can be good
structural and functional models of the SOD enzyme.
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