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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A legfejlettebb biologiai szervezetekben eléfordulé Cu,Zn-
szuperoxid-dizmutaz (CuZnSOD) egy metalloenzim, amelynek aktiv
centrumaban réz(I1)- és cink(Il)ionok talalhatok. A Cu(Il)-ion harom
imidazolnitrogénhez  koordindlédik, mig a Zn(I[)-ion két
imidazolnitrogén ¢és egy aszparaginsav karboxilatcsoportjanak
kotodése révén stabilizalodik. Mindezek mellett a két fémiont egy
imidazolatohid koti 6ssze. A réz(Il)ion redoxiaktiv kozpontként
miikddik, amely lehet6vé teszi a szuperoxid gydkanion atalakitasat,
mig a cink(Il)ion szerkezetalakit6 szerepet tolt be. A CuZnSOD enzim
miikddésének  zavara vagy  csokkent  aktivitdsa  szdmos
neurodegenerativ betegség, példaul az amiotrofias lateralszklerozis
(ALS) kialakulasaval is 0Osszefliiggésbe hozhato, igy ennek a
metalloenzimnek a modellezése és vizsgalata jelent6s biologiai és
orvosi relevanciaval bir.

A Dbioszervetlen kémia egyik kiemelt teriilete a természetben
eléforduld enzimek miikddésének utinzésa, vagyis a mimetikumok
fejlesztése. A CuZnSOD mimetikumok célja, hogy hatékonyan
helyettesitsék az enzimet biologiai rendszerekben, kiilondsen olyan
esetekben, amikor annak milkodése karosodik. Az oligopeptidek
fémkomplexeinek alkalmazasa lehetséget nytjt az enzim szerkezeti
és funkcionalis tulajdonsagainak utanzasara, mikozben stabilabb vagy
akar jobb katalitikus aktivitasi modellek fejlesztésére is alkalmat
adhatnak.

Kutatoécsoportunk korabban vizsgalt olyan peptideket, amelyek a
CuZnSOD enzim aktiv centruméban a Cu(Il)-ion kd&téhelyének
(Ac-HVH-NH; tripeptid), illetve a Zn(Il)-ion k&téhelyének
(Ac-HVGD-NH: tetrapeptid) modellezésére szolgaltak. Ezt kdvetden
olyan multihisztidin peptideket szintetizaltak, amelyek a hisztidint
kiilonb6zé helyzetben és kornyezetben tartalmaztak, valamint az
oldallancok specifikus hatdsainak megértéséhez megtervezetten
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valtoztattak a szekvenciaban a kiilonbozé tipusu oldallancokat. A PhD
munkam soran ezekbe a kutatdsokba kapcsolddtam be. A munkam két
6 részre tagolhatd: i) folytatva a korabban elkezdett szisztematikus
vizsgalatokat, a negativ  t6ltési  oldallanccal rendelkezd
aszparaginsavat tartalmazo peptidek tanulmanyozasa és ii) az eddigi
eredmények felhasznalasaval CuZnSOD modellpeptidek szintézise,
valamint vizsgalata.

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

» A CuZnSOD enzim aktiv centrumanak modellezésére
potencialisan alkalmas terminalisan védett, vizes kdzegben
vizsgalhaté multihisztidin peptidek tervezése €s szintézise.

» A multihisztidin ligandumok Cu(Il)-, Zn(II)- ¢és Ni(Il)-
komplexei 0Osszetételének, stabilitdsanak ¢és szerkezetének
meghatarozasa.

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

» A Cu(Il)-komplexek SOD aktivitasanak meghatarozasa.

A fenti célok megvaldsitasaval hozzajarulhatunk Gj CuZnSOD
mimetikumok tervezéséhez és megértésé¢hez, valamint a bioszervetlen
kémia teriiletén torténd alkalmazasuk elémozditasahoz.
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IL. KiISERLETI KORULMENYEK, VIZSGALATI
MODSZEREK

A vizsgélt ligandumokat (1. és 2. abra) szilardfazisi peptid-
szintézissel, mikrohullam Liberty 1™ peptidszintetizator (CEM,
Matthews, NC) segitségével allitottuk eld. A vizsgalt peptidek koziil
az Ac-HADH-NHa, Ac-HDAH-NH,, Ac-HAHDH-NHa,,
Ac-HDHAH-NH,, = Ac-HGFHVH-NH,, = Ac-HDHAHDH-NH,
peptideket Dr. Csire Gizella és tobb zardédolgozatot készitd hallgatd
szintetizalta. Szilard hordozdoként az aminocsoportot tartalmazo Rink
Amide AM tipusu gyantat hasznaltunk, ezaltal C-terminalisan amidalt
szarmazékokhoz jutottunk. Valamennyi peptid eldallitasa soran az
ortogonalis véddcsoport (Fmoc/tBu) stratégiat alkalmaztuk, mig a
kapcsolni kivant aminosavak karboxilcsoportjanak aktivaldsa a
TBTU/HOBt/DIPEA  stratégianak  megfelelden  tortént. Az
N-terminalis aminocsoport védettségét acetilcsoport kiépitésével
értiikk el. A peptidek tisztasagardl forditott fazisi HPLC, ESI-MS
és/vagy MALDI-TOF, valamint pH-potenciometrids technikak
segitségével gy6zOdtiink meg. A kromatografias eljarasok alapjan a
vizsgalt ligandumok mindegyike egykomponensiinek bizonyult.

pH-potenciometrias mérések alapjan az elballitott ligandumok
hatéanyagtartalma 90-95% kozottinek adodott. A technika tovabbi
fontos informaciokkal szolgalt az oldatfazisban lejatszodo
komplexképzddési folyamatokrol is. A vizsgalatokat vizes oldatban
298 K hémérsékleten végeztem. A fémion:ligandum aranyt 1:3 és 2:1
kozott valtoztattam, a mintak allandé 0,20 M-os ionerdsségét KCI
hozzaadasaval biztositottam. A titralasi gorbék illesztésébdl a
SUPERQUAD szamitogépes program segitségével hataroztam meg a
protont tartalmazoé funkcios csoportok deprotonalodasi allandoit. Az
egy- és két fémiont tartalmazd rendszerek kiértékelése, a képz6do
komplexek sztdchiometridgjanak és stabilitdsanak meghatarozasa
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PSEQUAD program segitségével tortént. Az adott rendszerre
jellemzod koncentracideloszlasi gorbéket a ligandumok protonalodasi
allandoinak, a komplexek Osszetételének, stabilitasi szorzatanak és a
szamitogépes programmal szerkesztettilk meg.

A kialakuldé fémkomplexekrdl a kiilonféle szerkezetvizsgalati
modszerek szolgaltattak tovabbi informaciot.

Az UV-lathato spektrofotometria a fémionhoz koordinalodo
donoratomok szamar6l ¢és mindségérol adott tajékoztatast. A
kiilonboz6é fémion:ligandum aranyt mintak abszorpcids spektrumait
200-900 nm kozotti  hulliamhossztartomanyban, 1,000 cm-es
uthosszusagu kiivettaban, kiilonb6z6é pH-értékeken rogzitettiik Perkin
Elmer Lambda 25 tipust kétsugaras és VWR UV-1600PC tipust
egysugaras spektrofotométerrel.

Mivel a réz(Il)- és nikkel(Il)ionokkal kialakul6 peptidkomplexek
optikailag  aktivak, ezért a cirkuldris dikroizmus (CD)
spektroszkopia jol alkalmazhaté technika a szerkezetiik felderitésre.
A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén
végeztik egy JASCO-810 tipusu késziiléken. A spektrumokat
eltérd fémion-ligandum aranyoknal, kiillonb6z6 pH-kon vettiik fel
200-800 nm hulldm-hossztartomanyban. A méréshez hasznalt
kiivettak 0,100 és 1,000 cm uthosszsaguak voltak.

A fémkomplexek redoxi sajatsagait ciklikus voltammetriaval
(CV) tanulmanyoztam. A méréseket Methrom 746 VA Trace
Analyzer és Basi Epsilon Eclipse tipusu késziilékkel végeztem. A
haromelektrédos (Ag/AgCl referenciaelektrod, platina segédelektrod,
valamint szén- és platina munkaelektrod) rendszerben kiilonb6zo
pasztazasi sebességek, 800-(—800) mV fesziiltségtartomanyban és
140 pA hatdraram mellett rogzitettem a voltammogramokat. Az
értékeléshez sziikséges paramétereket az eL-Chem Viewer program
segitségével kaptam meg.

A szuperoxid-dizmutiaz (SOD) aktivitas vizsgalatanak egyik
legelterjedtebb modszere a kozvetett technikak koziil a xantin/xantin-
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oxidaz rendszerrel in situ eldallitott szuperoxid gydkanion és a
nitroblue-tetrazolium-klorid (NBT) kozotti reakcidé spektrofoto-
metrias nyomon kovetése. A mérések kivitelezéséhez foszfat puffert
(pH = 6,8) hasznaltam. A xantin-oxidaz mennyiségét ugy allitottuk be,
hogy az abszorbanciavaltozas 560 nm-nél 0,020-0,025 min™' értékek
k6zé essen. A reakcidt szobahOmérsékleten, 1,00 cm uthosszu
kiivettaban Agilent Cary 8454 diddasoros fotométeren kdvettem.

Ac-SarHAH-NH;

Ac-HADH-NH;

Ac-HDAH-NH;

Ac-HAHDH-NH;

Ac-HDHAH-NH;

Ac-HGFHVH-NH;

Ac-HADHAH-NH;

Ac-HDHAHDH-NH,

1. abra: A vizsgalt oldallancban kiilonbozé donorcsoportot

tartalmazo ligandumok szerkezeti képletei
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2. dabra: A vizsgalt SOD modellpeptidek szerkezeti képletei
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II1. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

3.1. Az dltalam és a kutatocsoportban korabban vizsgadlt két vagy
hdarom hisztidint és aszparaginsavat tartalmazo termindlisan védett
peptidek (Ac-SarHAH-NH:, Ac-HADHAH-NH>, Ac-cHDHAHDH-
NH;, Ac-HADH-NH:  Ac-HDAH-NH,, Ac-HAHDH-NH,,
Ac-HDHAH-NH: és Ac-HGFHVH-NH3) Cu(Il)-, Ni(Il)- és Zn(Il)-
komplexeire kapott eredmények 0sszegzésébol és dsszehasonlitisa-
bol megdallapitottam, hogy az aszparaginsav oldallancanak jelenléte
és pozicioja a multihisztidin peptidek Cu(Il)-, Ni(I)- és Zn(II)-
komplexeinek stabilitisat noveli, kiilondsen az imidazolnitrogén
koordindacioju komplexek esetében.

» Az aszparaginsav oldallaincanak van a legnagyobb hatisa a
peptidlancban jelenlevé egyéb aminosav oldallancokhoz (alanin,
valin, fenilalanin, lizin) képest.

> A negativ toltésii oldallanc jelenléte és a karboxilatcsoport
gyenge axialis koordindcidja ndveli a mindharom vizsgalt
fémionnal képzddott imidazolkoordinalt komplexek stabilitasat
(3. abra).
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3. dbra: Az imidazolnitrogén koordinalt réz(I)komplexek
szarmaztatott egyensulyi dllandoi, ahol az aszparaginsav
tartalmu peptidekhez tartozo értékeket kékkel jeloltem
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» Az aszparaginsavat tartalmazo penta- és heptapeptidek esetében
a [CuH.L] (x = 1-3) komplexek koordinacids izomerjei képzdd-
nek, amelyek aranyat befolyasolja az aszparaginsav aminosav
helyzete.

» Az aszparaginsav karboxilatcsoportjanak axialis kdlcsonhatasa
miatt az Ac-HADHAH-NH, hexapeptid esetén a réz(Il)ion
kotodése a kozbensd hisztidinhez kedvezményezett, mig a
heptapeptid (Ac-HDHAHDH-NH,) esetében a -HDH-
motivumok a fémion 6 kotéhelyei.

» Az aszparaginsav oldallancanak karboxilatcsoportja a Ni(Il)-
komplexek esetén is — a Cu(Il)-ionhoz hasonlé6 moédon —
kismértékben ndveli a széles pH-tartomanyban (pH = 4-8)
jelenlévé imidazolkoordinalt komplexek stabilitasat.

» Minden vizsgalt peptid esetén pH = 9 felett az egymagva
[NiH-;L] komplex az uralkodd részecske. Az amidnitrogének
deprotonalddasat egy intenziv sav megjelenése kiséri 435 nm
koriil, melynek intenzitasa a [NiH_,L] és [NiHsL] komplexek
képzddésével parhuzamosan nd, ami a két ¢és harom
amidnitrogén deprotonalddasanak felel meg.

» A nikkel(Il)komplexek CD spektrumai alapjan a kistagszamu
peptideknél a koordinaci6é a C-terminus iranyabdl indul, mig a
nagyobb tagszamu peptideknél izomer szerkezetek jelentek meg
és elsGsorban a kozbensd hisztidin a f6 fémion kotdhely.

» Az aszparaginsav jelenléte jelentds hatassal van a cink(II)ionok
jelenlétében lejatsz6dd komplexképzO6dési folyamatokra. A
—-HADH- ¢és —-HDAH- szekvenciadkat tartalmazé peptidek
esetében a karboxilatcsoport koordinacidja stabilizalja a
cink(Ikomplexeket a fiziologias pH-tartomanyban, illetve
elésegiti a  cink(Il)ion altal  kivaltott amidnitrogén
deprotonalddast és koordinaciot.
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3.2. Az elektrokémiai vizsgalatok alapjan megdllapitottam, hogy a
Cu(1l)-komplexek redoxipotencidal értékeit alapvetéen a koor-
dinalodo donoratomok szama hatdarozza meg, de az aszparaginsay
jelenléte az amidnitrogén koordindlt komplexek redoxipotencidljat
kismértékben novelik.

» Az imidazolkoordinalt Cu(IT)-komplexek redoxipotencial értéke
csokken a koordinacids szféraban 1évé imidazolnitrogének
szamanak, valamint a [Cul] komplexek stabilitdsanak
novekedésével.

» Mivel az imidazolkoordinalt komplexek formalpotencial értékei
gyakorlatilag megegyeznek a korabban vizsgalt alifas
oldallancot tartalmazé peptidekéhez, ezért az aszparaginsav
jelenléte nem befolyasolja jelentdsen a szekvenciaban az
imidazolkoordinalt ~ komplexek  redoxi tulajdonsagait
(4. a) abra.).
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4. dbra: A kiilonb6zo multihisztidin peptidek [Cul] (a)) és
[CuH_,L] (b)) komplexeinek formdalpotencial értékei (a NHE-hez
viszonyitva)

» Az [Nm, N7, N, Nin] koordinaciés kornyezettel rendelkezd
réz(IDkomplexek  esetén  jelentésebb  kiilonbség  volt
megfigyelhetd (4. b) abra), mert az aszparaginsavat tartalmazo
peptidek [CuH,L] komplexének redoxipotencial értéke
megndvekedett a korabban vizsgalt peptidekéhez képest.
Ez a wvaltozds az aszparaginsav karboxilatcsoportjanak
koordinacidjaval magyarazhatdé az amidnitrogén koordinalt
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Cu(Il)-komplexekben, amely hatas a [CuH_L] és [CuH.,L]
komplexek redoxipotencidl értékeinek novekedését, valamint a
nagyobb mértékli torzult geometria miatti nagyobb
redukalhatosagot eredményezte.

» Ezen informaciok alapjan elmondhato, hogy a kiilonbzo tipusa
ligandumokkal alkotott Cu(Il)-komplexek vizsgélatai alapjan a
Cu(Il)-komplex merev szerkezete nem tudja teljesiteni a Cu(l)-
komplexek koordindciés kovetelményeit. Tehdt azok a
réz(Il)komplexek, amelyekben a koordinalodé donorcsoportok
egy sikban helyezkednek el, kis (negativ) redoxipotencial
értékekkel rendelkeznek.

» Ha a Cu(Il)-komplexek geometridja ehhez képest torzul, akkor a
redukciés folyamatban, a réz(Il)iont tartalmazd részecskék
redukcioja soran kdnnyen tetraéderes geometria alakulhat ki, né
a Cu(I)-komplexek stabilitasa. Ezek alapjan a redoxipotencial
értékek a multihisztidin peptidek [CuH_,L] komplexének torzult
geometridja miatt a pozitiv tartomanyba esnek és a komplex
geometridjat tovabb torzitja a fémcentrum és az aszparaginsav
karboxilatcsoportja kozotti kdlesonhatas.

» Ezek az eredmények alatamasztjak, hogy a Cu(Il)-komplexek
redoxi tulajdonsagait nemcsak a koordinalddé donorcsoportok
mindsége és szama, hanem azok térbeli elrendezddése és a
ligandum szerkezeti sajatossagai is jelentds mértékben
befolyasoljak.

3.3. A kistagszamu oligopeptidek eredményeire alapozva olyan
termindlisan védett multihisztidin peptideket terveztem és
szintetizaltam, amelyek a CuZnSOD enzim Cu(ll)- és Zn(ID)-
kotohelyeinek megfelelé aminosavszekvencidt tartalmazzdak. Ezek a
szekvenciarészek nevezetesen a Zn(Il)-kité HVGD (80-83. rész), a
Cu(ll)-koté HVH szekvencia (46-48. rész), valamint a hisztidin
(His63), amely imidazolatohidként koti ossze a két fémiont az enzim
aktiv centrumdban.
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3.4. A potenciometrias és spektrostkopidas vizsgdlatok alapjdan
megdllapitottam, hogy a Cu(I)-L (L = SOD-A5-G15 és
SOD-E5-D16) rendszerek ekvimoldris oldatiban a f6 koordindcios
hely a —-GGHVG(D)- szekvenciarész, fémionfelesleg esetén a
tobbmagvi  komplexekben a fémionok az; -FHVH- és a
—GGHVG(D)- szekvenciakhoz kotodnek.

» A vizsgalt peptidekben az 6sszes hisztidin-imidazolgytirii képes
horgonycsoportként viselkedni a Cu(Il)-ion szamara.

» Fiziologias pH-tartomanyban az imidazolkoordinalt komplexek
domindlnak, mig lugos koézegben az amidnitrogének
deprotonalddasat kovetéen az [N, N, N-, Nim] donoratomokkal
telitodik a Cu(II)-ion koordinécids szféraja.

» Az UV-lathato és CD spektroszkopiai vizsgalatok alapjan
igazoltam, hogy ekvimolaris oldatban a peptidek ~-GGHVG(D)-
szekvenciaja bizonyul a preferalt kotéhelynek (5. a) abra), ami a
nativ enzim Zn(I)-kétéhelyét modellezi.

» A Cu(Il)-ion feleslegét tartalmazo oldatokban kétmagvi
komplexek képzddtek, amelyekben a réz(Il)ion kdzel azonos
aranyban kotédik az -FHVH- ¢és a -GGHVG(D)-
szekvenciakhoz (5. b) abra).

. Bn*i?%*& 5@ Ca

a)

5. abra: A Cu(ll)-SOD-A5-G15 rendszerben képzodo
[CuH L] (a)) és a [CusH sL] (b)) komplexek szerkezeti
képletei
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3.5. A Cudl)-, Zn(l)- és Ni(lD)-ionokat tartalmazo vegyes
rendszerek potenciometrids és spektroszkopids eredményei alapjan
arra kovetkeztettem. hogy a fémionok megoszlisa a kotohelyeken
megvaltozik a csak egy fémiont tartalmazo komplexekhez képest, és
a nativ enzim aktiv helyeinek megfeleloen koordinalodnak a Cu(Il)-
és Zn(Il)-ionok a modellpeptidekben.

» A Ni(II)-SOD-A5-G15 rendszerben Iugos pH-tartomanyban a
spektralis paraméterek alapjan [NiH ;L] komplex képzddott,
amelyben a nikkel(Il)ion preferalt kotdhelye a C-terminalis
—GGHVG(D)- szekvenciarész.

» A Cu(I)-Ni(IT)-SOD-A5-G15 vegyes rendszer CD spektrosz-
kopias vizsgalata igazolta, hogy fiziologias pH-tartomanyban a
Cu(Il)-komplexek a meghatarozd részecskék, mig lagos
kozegben a réz(Il)ion a Cu(ll)-kotéhelyet modellezd, a
nikkel(Il)ion  pedig a  Zn(II)-kdtéhelyet — modellezd
szekvenciahoz kotodik.

» A Cu(D)-Zn(ID)-L (L = SOD-A5-G15 vagy SOD-E5-D16)
vegyes rendszerekben a Cu(Il)-Zn(Il) vegyes komplexek
jelenlétét csak a lugos tartomanyban lehetett kimutatni. A
spektroszkopiai  eredmények  alapjan  a  cink(Il)ion
koncentracidjanak ndvelése a réz(Il)ion atrendez6dését
eredményezi a potencialis kotdhelyek kozott és a cink(I)ion a
peptidek C-terminalis részéhez kotédik, ami megfelel a nativ
CuZnSOD enzim Zn(II)-kotéhelyének.

3.6. A SOD-A5-G15, SOD-E5-D16 és a; Ac-cHDHAHDH-NH;
peptidek Cu(Il)-komplexei szuperoxid-dizmutadz aktivitds vizsgdlatai
alapjan bizonyitottam, hogy fiziologias pH tartomdanyban (pH = 6,8)
mindhdrom peptid Cu(ll)-komplexeinek kiemelkedden jo a SOD
aktivitasa. A mért ICsy értékek bdar a nativ enzimhez képest kisebb
aktivitast mutatnak, de jelentésen meghaladjik mas ismert SOD
modellkomplexek értékeit.
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IV. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

A természetben eléfordulé metalloenzimek, koztiik a szuperoxid-
dizmutaz (SOD) enzimek szerkezeti és funkcionalis modelljeinek
létrehozésa a bioszervetlen kémia kiemelt kutatasi teriilete. Doktori
dolgozatom f6 célkitiizése, olyan oligopeptid eldallitasa volt, amely
mind szerkezetében és mind funkciojaban képes utanozni a CuZnSOD
enzim aktiv centrumat.

A kutatds soran részletes Osszehasonlitd elemzést végeztem a
hisztidin oldallancok szamanak és térbeli elrendezddésének hatdsairol
a Cu(l)-, Zn(l)- és Ni(II)-ionok komplexképzddésére. Az
eredmények alapjan a szintetizalt multihisztidin peptidek szerkezeti
adottsadgai révén stabil, imidazol-koordindlt fémkomplexeket
képeznek, amelyek koziil tobb is kiemelkedé SOD aktivitast mutatott.
Az aktivitas értékek tobb esetben meghaladték az irodalomban k6zolt
hasonlé modellek eredményeit.

Ezek az eredmények jelentés elérelépést jelenthetnek a
mesterséges antioxidans rendszerek fejlesztésében. A vizsgalatok
hozzajarulnak a peptidalapi metalloenzimek modellezésével
kapcsolatos ismeretek pontosabb megértéséhez, 11j lehetdséget nyitnak
meg a bioaktiv komplexek kutatdsiban és potencialis alapot
szolgaltatnak a jovébeni terapias célokra is alkalmazhat6 antioxidans
anyagok kifejlesztéséhez.
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