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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. Tripodalis ligandumok/peptidek, mint enzimmodellek

A modern bioszervetlen kémiai kutatasok egyik fo tertilete a metalloenzimek miikdésének
mind reészletesebb megértése, valamint a gyakorlat szamara is hasznos mesterséges enzimek
kifejlesztése. Az ilyen kisméretii enzimutanzé tulajdonsagi molekulak alkalmazasanak
szamos elénye van a nativ enzimekkel szemben: szerkezetiik viszonylag egyszerd,
feltérképezhetd, térszerkezetiik ¢és miikodésiik sokkal kevésbé érzékeny a kornyezeti
hatasokra (pH, ionerdsség, oldoszer, hdmérséklet stb.), igy sejten kiviili kornyezetben is
vizsgalhatoak, s a vizsgalati eredmények konnyebben értelmezhetéek (pl. spektroszkdpiai
vizsgalatok). Egyszerlibb felépitésiik miatt kontrollaltan mddosithatdak, ami altal a katalitikus
hatas optimalhatd. Ezen kiviil sok esetben olcsobbak/konnyebben eldallithatoak vagy
nyerhetdek, mint az enzimek, s viszonylag hosszu ideig eltarthatok.

A metalloenzimek aktiv centruméban 1évd fémionok szdmos mddon jarulhatnak hozza a
katalitikus aktivitasahoz:

a) a szubsztrat koordinécidja révén aktivalja azt (Lewis-sav aktivalas),

b) stabilizélhatja az atmeneti allapotot, ezzel csdkkentve az aktivalasi energiat,

c) stabilizalhatja a tdvozé csoportot,

d) vegyértékvalto fémionok kozvetlenil segithetnek az elektronatmenet megvalosulasaban.
Idealis esetben ezek a modellkomplexek esetében is megjelennek. Kdénnyen belathatd, hogy
az enzimutdnz6 komplex nagy termodinamikai stabilitisa mellett, fenti funkciok
kialakitasahoz/finomhangolasahoz elengedhetetlen ligandumunk szerkezeti varialhatosaga.
Ezen elvarasoknak megfelelhetnek az un. tripodalis peptidek.

A koordinacios kémiaban mar régota jol ismert a tripodalis ligandumok elényo6s fémkotd
sajatsagai. Az irodalomban vizsgalt legegyszeriibb tripodalis ligandumokra (Id. 1. &bra)
altalanosan jellemzd, hogy megfeleld hosszisagu ,labak” esetén preferaljak az Ot0s
koordinacios szamu geometriakat, ahol maga a ligandum négyfogu koordinaciot valdsit meg
[1]. A komplexek geometridjja — fémiontdl, ill. az o6tddik kotdhelyen koordinalodo
ligandumtol fliggben - trigondlis bipiramis vagy tetragonalis piramis (vagy a ketté kozotti
atmenet) lehet. Ez a koordinacios elrendezddés igen eldnyos lehet az enzimutanzé komplexek
kifejlesztése szempontjabol, hiszen az 6tddik pozicidban gyengébben koordinalédd

donorcsoport viszonylag konnyen lecserélhetd pl. egy szubsztratmolekulara, vagyis az
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aktivitast biztositdé fémcentrum hozzaférhetévé valik a szubsztrat szamara, egy metalloenzim

aktiv centruméahoz hasonlatosan.

N
Ny Y

1. abra: Egy négyfogu tripodalis ligandum altalanos szerkezete.

Az ilyen tripodalis ligandumok tovabbi funkcionalizalasa kilonleges tulajdonsagok
kialakitasat eredményezheti, pl. el6segithet6 a szubsztrat megkotése és aktivalasa (pl.
sav/bazis katalizis révén), vagy tovabbi fémion(ok) megkotddése valik lehetévé. Igy, ezek
igéretes alapvegyuletek lehetnek az enzimutanzo komplexek kialakitasa szempontjabol.

A képz6do komplexek kiemelked6 stabilitasat a tripodalis szerkezet altal biztositott csatolt
kelatgytrirendszer okozza. Megfelelé donorcsoportok jelenlétében e ligandumok lehetové
teszik a metalloenzimek aktiv centruméara hasonlito, szerkezetileg viszonylag merev,
preorganizalt fémkotdhelyek kialakuldsat. Emellett a tripoddlis ligandumok alkalmasak
lehetnek arra, hogy a fémion korll 4-és és/vagy 5-0s koordinacidés szamu geometriakat
stabilizaljanak, melyek az enzimek aktiv centrumdban elterjedten fordulnak eld. Bar még
ezzel a tripodalis ’allvanyzattal’ sem lehetséges a metalloenzimek aktiv centruménak
bonyolultsagat visszaadni, az ilyen komplexek felfoghatok az aktiv centrum egyszerisitett
szerkezeti modelljeként.

Az irodalomban tripodalis pszeudopeptid ligandumok fémionkoordinécidjanak vizsgalatara
csak nagyon kevés adat talalhatd. Pujol és kutatOtarsai egy nitrilotriecetsav (NTA) alapu
ciszteintartalmu ligandumot éallitottak eld és vizsgéltak a réz(I)ionok szelektiv megkdtése
celjabol. [2], ui. az emberi szervezetben a réz metabolizmus soran fellépé rendellenességek
eredményeképpen kialakulhatnak intracellularis rézfeldisulasok, amelyek sejtkarosodast
okoznak. Ez a ciszteintartalmd kelator nagy stabilitassal koti meg a Cu(l)-iont (logp=19.2,
pH=7.4). Gelinsky és munkatarsai hisztidin- és cisztein-etilésztert kapcsoltak aromas (benzol-
1,3,5-trikarbonsav) ¢és alifas jellegti (trisz(karboxietil)nitrometan) tripodalis alapokhoz
peptidkotés kialakitasaval. A ligandumok cink(Il)komplexei a szénsavanhidraz ill. a matrix
metalloproteindz enzimek biomimetikus modelljeiként foghatoak fel, melyek alkalmasak
lehetnek hidrolitikus hasitasok eldsegitésére is [3]. lbrahim és munkatarsai pedig harom

TREN-alapu tripodalis N -benzilhisztidin szarmazék eléallitasat és vizsgalatat végezték el,
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melyek cink(ll)komplexei hatékonyan képesek katalizalni a foszfotriészterkétés hidrolizisét
[4]. Szabad imidazol- és karboxilat-csoportokat tartalmazo tripodalis peptidet ismereteink

szerint eddig még nem vizsgaltak.
1.2. Hisztidintartalmu peptidek féemkoto sajatsagai

A koordinacids kémia altal eldszeretettel vizsgalt biologiai ihletésti ligandumok a peptidek,
melyek az ¢€l6 szervezetben miikddd fehérjék épitéelemei. Mar legegyszerlibb képviseldik
koordinacids sajatsagai is nagyfoku eltérest mutatnak az aminosavak tulajdonsagaihoz képest:
di-, tri- és oligopeptidek fémkomplexei esetén a novekvd tagszammal egyre kevésbé tud
megvalGsulni az aminosavaknal jellemz6 kétfoga {NH,,COO } koordinécid, mert az amino-
és a karboxilcsoport mar tulsdgosan tavol helyezkedik el egymastol ahhoz, hogy stabilis
kelatgytrti alakuljon ki. Azonban az &atmenetifémionok egy része (pl.: arany(Il)-,
palladium(Il)-, réz(11)-, nikkel(ll)- és ritkdbban a cink(Il)ion) képes el6segiteni a peptidek
amidnitrogénjének deprotonalddasat. Ekkor nagy stabilitasu, csatolt kelatgytris szerkezet, az
an. peptidszert koordinacié alakulhat ki a fémion korul.

A legegyszer(ibb hisztidint és peptidkotest is tartalmazé ligandumok a dipeptidek. Ezeket
tobbféleképpen csoportosithatjuk: (a) a hisztidin pozicidja szerint megkilénbdztethetink N-
és C-termindlis hisztidint tartalmazdakat, (b) termindlisan védett-, illetve nem védett
peptideket, valamint (c) a hisztidin melletti aminosav természete szerint koordinal6do, ill.
nem koordindlod6 oldallancot tartalmazd peptideket. A szabad terminalissal rendelkezd
tartalmaznak, szamos irodalmi hivatkozas lelheté fel. Ezen ligandumok a His-X és X-His
(ahol X = glicin, alanin, valin és fenilalanin), koordinacios viselkedésiik szemléletesen
bemutathato a réz(I1)ionokkal képzett komplexein keresztul.

A hisztidint az N-terminalison tartalmaz6 His-X ligandum semleges kortli pH-n dominans
réz(l11)komplexe a Cul,, ahol a réz(IT) koordinacios szférajaban két kelatgyiirii alakulhat ki. A
a lancvégi -NH; és az imidazolnitrogén részvételével kialakuld hattagn kelatgyiirQi az un.
hisztamin-tipusi koordinacio jellemzbje az igen nagy stabilitdas, ami tobb pH-egyseggel
eltolhatja, vagy ligandumfelesleg esetén meg is akadalyozhatja az amidnitrogének fémion-
indukalt deprotonalodasat [5,6]. Ennek megfeleléen a His-Gly peptid CulL, komplexenek
kiemelkedd stabilitasa miatt nem alakul ki a lagos pH-tartoméanyban sem amidkoordinalt

részecske.



Ha a hisztidint C-terminalis helyzetbe épitjik be a peptidbe, akkor lehetévé valik az
amino-, az amid- és az imidazolnitrogének egyidejii koordinécidja a komplexben. A Gly-His
dipeptid réz(Il)komplexei esetében méar pH 4 koérnyékén kialakul a domindns CuH ;L
részecske, amely pH 10-ig egyeduralkodé az oldatban. A komplex kiemelkedé stabilitasa egy
csatolt 6ttagu {NH2,N} és egy hattagu {N",Nin} kelatgytiriipar kialakulasanak az eredmenye
[5,6].

0
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2. &bra: A Gly-His peptid CuH.;L komplexének szerkezete.

Az igy kialakulo réz(Il)komplex koordinécids szféraja telitetlen, a negyedik poziciot pl.
egy vizmolekula, ligandumfelesleg esetén egy masik ligandum foglalhatja el. A ligos pH
tartomanyban ezt a poziciot egy masik ligandum deprotonalt imidazolat-nitrogénje is
elfoglalhatja, ennek kdvetkeztében egy sajatos tetramer komplex, az imidazolathidas
CuyH_gL4 részecske jon létre [6].

Ezek alapjdn megallapithatd, hogy a kis tagszdmi peptidek koordinacios sajatségait
illetden a hisztidin aminosavak szdma mellett annak a szekvencidban elfoglalt helyzete is

dontden befolyasolja a képzddd komplexek stabilitdsat és szerkezetét.

1.3. Peptidkomplexek enzimutanzo katalitikus tulajdonségai

A réz a novény- és allatvilagban egyarant igen elterjedten eléforduld nyomelem: az
atmenetifémek koziil csak a vas és a cink fordul el6 nala nagyobb mennyiségben. A rezet
tartalmaz6 fehérjék szamos folyamatban érintettek az él6 szervezetben; pl. oxigénszallitas,
elektronszallitas, illetve redoxi folyamatokat katalizalé enzimek alkotéelemei. A felndtt
emberi szervezetben a réz éppen az er6s komplexképz6 sajatsaga miatt szinte kizardlag
fehérjekhez kotott formaban (rézproteinekben) fordul el. A biologiai szempontbol aktiv
rézproteineket harom f6 tipusba lehet sorolni [7]:

- 1. tipust vagy “kek’- rézfehérjék azok a proteinek, amelyek egyetlen rezet
tartalmaznak egy er6sen torzult, 2N(imidazol)-, S(tiol)-, S(tioéter)-donoratomok altal

meghatarozott koordinacios kornyezetben. Ez a réz(ll)-re jellemzé siknégyzetesen torzult



oktaéderes (4N donoratom) és a réz(l)-re jellemz6 tetraéderes (4S-donoratom) koordinacio
kozotti atmenetet jelenti.

- A 2. tipust rezfehérjekben, torzult oktaéderes koordincié valosul meg, erés
ekvatorialis és gyenge axidlis kodlcsonhatasokkal. Ebbe a tipusba tartoznak tobbek kozt a
szuperoxid-dizmutaz enzimek.

- A 3. tipusu rézfehérjék két réziont tartalmaznak egymastol kb. 360 pm tavolségra.
Ezekben a metalloproteinekben a réz a fehérjéekhez hisztidil-oldallancokon keresztiil
kapcsolodik. Ebbe a csoportba tartozd enzimek altaldban oxigendz/oxidaz aktivitassal is
rendelkeznek. Ide tartozik pl. a hemocianin, a tirozinaz és pirokatechin oxidaz is.

A pirokatechin oxiddz enzim funkcidja a difenolok orto-kinonokka torténé kételektronos
oxidacidjanak eldsegitése. Ezen oxiddzok oxidalt allapotdban két magnesesen Gsszekapcsolt
fémcentrum talalhatd, mindketté harom-harom hisztidin imidazolnitrogén altal koordinalt [7],
és egy hidroxohiddal vannak 0sszekotve, amely elfoglalja a koordinacids szféra negyedik
helyét a trigondlis piramisos szerkezetben. A redukalt formaban egyik rézionhoz viz és harom
imidazolgylirli koordinalddik torzult trigonalis piramisos geometridban, a masodik
fémcentrum siknégyzetes koordinacios geometriaval (egy Ures koordinacios hellyel)
rendelkezik.

A pirokatechin oxiddz tipust reakciok széleskoriien alkalmazottak az enzimutanzo
fémkomplexek vizsgalatai soran. Altalanosan elterjedt modellreakcio a pirokatechin oxidaz
aktivitds meghatarozasara a 3,5-di-tercbutil-pirokatechin (H,DTBC) szubsztrat oxidacioja
dioxigénnel. A réz(Il)tartalmu katalizator jelenlétében lejatszddd reakcid terméke kizarolag
3,5-di-tercbutil-1,2-benzokinon (DTBQ) és hidrogén-peroxid. Bar a pirokatechin oxidaz
aktivitdsnak nem el6feltétele a nativ enzimre is jellemz6é kétmagva rézcentrum megléte, ezen
binuklearis komplexek azonban altaldban nagyobb aktivitassal birnak, amit a két rézion
kooperativitasaval lehet magyarazni [8].

2002-ben publikélt munkajukban Neves és munkatérsai javaslatot tettek a kétmagvi
rézkomplexek altal katalizalt reakcid6 mechanizmusara [9], eszerint két fémionhoz koordinalt
vizmolekula deprotondlodasa teszi lehetdvé a katalizist, a két hidroxidiont a pirokatechin két
OH-csoportja re-protonalja, s a két H,O-t kiszoritva koordinalédik, igy megtorténhet az

oxidacio.
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3. bra: A 3,5-di-tercbutil-pirokatechin (H,DTBC) modellszubsztrat katalitikus
oxidacidja.

Az elmult években tobb peptid tipust, ill. hasonld karakterti kismolekulds ligandum
réz(1)komplexeinek pirokatechin oxidaz aktivitasat vizsgaltdk a kutatdcsoportban, illetve
egylittmikodo partnerkutatocsoportokban. A peptid tipusu komplexek korében elsoként az N-
termindlis végen vedett Ac-HHGH-OH peptid CuH.;L komplexérél igazoltak, hogy pH ~ 10
koruli optimummal katalizélja a H,DTBC oxidaciojat [10]. Speier és munkatarsai két
tetrapiridil tipust ligandum rézkomplexeinek pirokatechin oxidaz aktivitasat vizsgaltak,
részletes reakciomechanizmust mutatva be a kétmagva rézkomplexek altal tortén6 katalizisre
[8].

Az enzimutanz6 rendszerek szintén gyakran vizsgalt funkcidja a SOD (szuperoxid
dizmutéaz) aktivitas. Az eukaridta szervezetekben a Cu/Zn-SOD metalloenzim végzi a nagy
reaktivitdsi szuperoxid gyokanion Katalitikus diszproporcionalasat, ezaltal csokkenti az
oxidativ stresszt. Ezen enzimben mind a Zn*, mind a Cu? hisztidin oldallancok
imidazolnitrogénjei altal van koordinalva. A rézcentrum a szuperoxid gydkanion altal ciklikus
folyamatban oxidalodik és redukalodik: az elsé 1épésben a gydkanion redukalja a Cu/Zn-SOD
réz(Il)ionjat, mikdzben beldle dioxigén keletkezik; masodik 1épésben pedig egy ujabb
gyOkanion oxidalja a réz(l)-et, énmaga pedig hidrogén-peroxidda redukalodik:

cu'zn"'sob + 0°,” — 0,+ Cu'zn"soD
Cu'zn"'soD + 0", + 2H" — H,0, + Cu"zn''soD

A hisztidintartalmd peptidek sz&mos kutatasban bizonyultak hatékony SOD utanzo
komplexek alkotdjanak. A SOD aktivitas jellemzésére szolgald IC50 értékek meggydzdek:
Véarnagy és munkatarsai multihisztidin tipusu oligopeptidek rézkomplexeinek kiemelkedd
SOD aktivitasat mutattdk be (Ac-S3H4-NH,: IC50 = 0.0442 uM, Ac-HAHPH-NH,: IC50 =
0.0532 uM), s tamasztottak ala elektrokémiai mérésekkel [11]. Szintén elényoés SOD
aktivitassal rendelkezik a H,N-HGDHMHNHDTK-OH szekvenciaju oligopeptid semleges
pH tartomanyban képz6d6 mono-réz(Il)komplexe (IC50 = 0.19 uM), amely ligandum
szekvencidja megegyezik a Haemophilus ducreyi baktérium Cu/Zn-szuperoxid dizmutaz

enzimenek hisztidingazdag N-terminalis fragmensével [12]. Egy hasonld, a tanszéken vizsgalt



bakteridlis SOD enzim N-terminalis centrumat modellezi a HADHDHKK-NH2 peptid,
melynek réz(I)komplexe pH 7.4-en tekintélyes 0.11 uM-os ICso értékkel jellemezhet6 [13],
mely felveti az N-termindlis szakasz szerepét a nativ enzim aktivitasdban. Ezek alapjan
elmondhato, hogy a peptid tipusu rézkomplexek igéretes funkcionalis modelljei lehetnek a

szuperoxid dizmutaz enzimeknek is.



2. Célkitiizés

Tudomanyos didkkori munkam sorén a tripodalis peptidek kozul egy eddig még nem
vizsgalt NTA (nitrilotriecetsav) alapu ligandum (tovabbiakban NTAHis3, 4. abra) eléallitasat,
és atmenetifémionokkal alkotott komplexeinek oldategyensulyi és szerkezeti tanulmanyozasat
tiztem ki célul. E ligandum az amidnitrogének mellett szabad imidazol- és
karboxilatcsoportokkal rendelkezik, melyek a metalloproteinek aktiv centruméban, a két
leggyakrabban el6forduld fémkoté csoport. Kisérleteimet a Szervetlen és Analitikai Kémiai

Tanszéken végeztem.
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4. dbra: A vizsgalni kivant NTAHis; vegyulet szerkezete.

A kivant vegyiilet el6alitasra oldatfazisi peptidszintézis modszerével kivantuk
funkcionalizalni a nitriotriecetsav karboxilcsoportjait. Az igy kapott vegyiilet merev tripodalis
alvanyzattal rendelkezik, amely altal kialakitott preorganizélt fémkotohely varhatéan nagy
stabilitassal koti a fémionokat. A reakidelegytdl vald elvalasztast HPLC-s modszerrel
kivantuk megvalositani. Az igy eléallitando nagytisztasagd ligandum és ligandum-réz(Il)
oldatfazisu egyensulyait potenciometrids és spektroszkdpias (UV-Vis, CD) maodszerekkel
kivantuk tanulanyozni. A képz6dé réz(I)komplexek enzimutdnzd tulajdonsagainak
vizsgalatara szuperoxid dizmutdz és pirokatechin oxidaz modellreakcidkat terveztiink. A
ligandummal kapcsolatos eredmények felhasznalhatéak lehetnek tovabbi hatékony

enzimutanzo6 fémkomplexek tervezésére.



3. Kisérleti rész

3.1. Szintézis és tisztitas

A ligandum szintézise és tisztitasa soran felhasznalt anyagok és roviditéseik:

NTA= nitriotiecetsav (Fluka), M, =191.14

His-OCHg3= L-hisztidin metilészter dihidroklorid (Sigma-Aldrich), M= 242.10
DCC = N,N-diciklohexil-karbodiimid (Fluka), M, = 206.33

HOBt = 1-hidroxibenzotriazol (NovaBiochem), M, = 135.13

CHCI3 = kloroform (VWR), M, = 119.38

CH3CN = acetonitril (VWR), M, = 41.05

TFA = trifluorecetsav (Reanal), M, = 114.02

TEA-= tietil amin (Reanal), M, = 101.9

MeOH= metanol (VWR), Mr= 32.04

Az NTA tripodalis karbonsavszarmazék és a C-terminalisan védett hisztidin aminosav
Osszekapcsolasara az oldatfazist peptidszintézis mddszerét alkalmaztuk. Kapcsoloszerként
diciklohexil-karbodiimidet ~ és  1-hidroxibenzotriazolt  hasznéltunk, a  His-OCHj3
felszabaditasdhoz sziikséges béazis TEA-volt, oldoszerként kloroformot alkalmaztunk. A
kiindulasi anyagok kozul a DCC kapcsoloszert utolsdként adtuk hozza a reakcidelegyhez egy
kompetitiv mellékreakcid, a DCC-NTA addukt atrendezédésének (O-acil-izokarbamid — N-
acil-izokarbamid) megakadalyozasa végett [14]. A reakcid elérehaladtat vékonyréteg-
kromatografias moddszerrel kovettik. A reakcidelegyet ~6 dran at  kevertettiik
szobahdmérsékleten, ennek elteltével a vékonyréteg-kromatogramokon mar nem
tapasztaltunk véltozast. A reakcié végbemenetele utan az oldatot elvalasztottuk a Kivalt
csapadéktol, majd szarazra paroltuk.

A metilészter védécsoport hasitasat a termékhez viszonyitva 6tszords feleslegben adagolt
NaOH oldattal végeztik (H,O:MeOH=2:1) A metilészter védé csoport hidrolizise 17 ora alatt
kvantitativen lejatszodott, az elegyet sziiréssel valasztottuk el a kivalt csapadéktol majd
semleges pH-ra allitottuk. Az igy kapott termékvegyuletet HPLC-s mddszerrel valasztottuk el,
egy Shimadzu tipust nagyhatékonysagu folyadékkromatograf segitsegével (részei: DGU-
20A5 gazmentesitd egység, LC-20AD pumpa, SIL-20A automata adagolérendszer, CBM-
20A kommunikéacios egység, SPD-20A UV-Vis detektoregység), egy Supelco C18-as, 25 cm
x 10 mm geometriaju, 5 um poérusatmérdjii szemipreparativ kolonnan. Eluensként acetonitril-

viz elegyet alkalmaztunk gradiens-elticiés mddban, az acetonitril-tartalom az elcié soran 0—
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4% kozott valtozott. A terméket tartalmazd részleteket 6sszedntve liofilizaltuk, a termék
azonositasat és tisztasagvizsgélatat ESI-LC-MS (Finnigan TSQ-7000, harmas kvadrupdl
analizétor), illetve 'H NMR médszerek segitségével végeztiik el.

3.2. Potenciometria

Az oldatbeli egyensulyi vizsgalatokhoz, a ligandum (de)protonalddasi  és
komplexképzddési allandéinak meghatarozasahoz potenciometrids modszert alkalmaztunk. A
modszer alkalmazhatdsaganak elvi hattere az, hogy a vizsgélt folyamat valamilyen modon az
oldatbeli hidrogénion-koncentracio megvaltozasat okozza, mely az tivegelektrod altal érzékelt
potencialvaltozast eredményez. Az altalunk tanulmanyozott rendszerek mindegyike megfelel
ennek a kovetelménynek, hiszen a proton és a fémion verseng egymassal a funkcios
csoportokért.

A pH-metrias titralasokat vizes kodzegben, allandé hémérsékleten (25°C) és allando
ionerdsség (0.1 M) mellett végeztiik. Az ionerdsség bedllitisara minden esetben analitikai
tisztasdgl NaCl-ot (Reanal) hasznaltunk. A CO, tavoltartasara oldatainkba argon inert gazt
buborékoltattunk. Méréoldatként NaOH ~ 0.1 M-os vizes oldatat hasznaltunk (Sigma-
titralasaval hataroztuk meg. A fémionok térzsoldatainak elkészitéséhez Cu(ClOy),-ot (Sigma-
Aldrich) hasznaltunk fel, az oldatok koncentracidinak meghatarozasat komplexometrias
titralassal végeztiik. A titralasok soran IBM-kompatibilis PC altal vezérelt Dosimat 665 tipusu
Metrohm automata birettdt és Orion 710A preciziés pH-mérét alkalmaztunk. Az Orion
8103BN tipust szemimikro-kombinalt iivegelektrod kalibralasahoz egy erés savat (HCI)
titrdltunk. Az igy nyert Ermv VS. VL adatsorok értékelése a modositott Nernst-egyenlet
alapjan tortént [15]:

Jon -K
E=Eq+K-loglH*]+Jy [H ]+ 0H v,
[H7]

melyben az ismert paraméterek mellett Jy és Joy az Uvegelektréd savas illetve lugos
hibdjanak, valamint a folyadék—folyadék hatéarfeluleti potencidlb6l adodé hibdknak a
korrekcidjara szolgald illesztési paraméterek, Ky = 1073 M? pedig a viz autoprotolizis-
allanddja [16]. A paraméterek kiszamitdsa a nemlinearis legkisebb négyzetek mddszere
szerint tortént. A rendszerekben képz6dd részecskék az alabbi altaldnos egyensulyi

folyamattal, ill. képzédési allandoval jellemezhetdek:
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p|\/|+qH+r|_<ﬁ”&>|\/|qul_r

[M,H,L, ]

ahol M a fémiont, L a nemprotonalt ligandummolekulat jel6li (a dolgozatban az egyszerliség
kedvéért a komplexek toltésétdl eltekintettiink, de ezek kdnnyen szamolhatdak, ha figyelembe

vesszilk, hogy a teljesen protonalt ligandum LHg**

formaju). A protonalédasi és
komplexképz6édési allandok meghatarozasat a PSEQUAD nevii szamitégépes programmal
végeztik [17]. A protonalodasi allandok meghatarozasa 4, a komplexképz6dési allandok
meghatarozasa 6—8 flggetlen titralassal tortént, az egyes adatsorok egyenként 70-90
adatpontot tartalmaztak. A fém-ligandum aranyt 1:1 és 2:1 kozott, a fémion koncentraciot

1.65x107 — 3.3x10 M tartoményban valtoztattuk.
3.3. UV-Vis spektrofotometria, CD spektroszkopia

Az oldatban képzddd komplexek koordinaléddé donorcsoportjainak szdma és mindsége
feldli tajékozodas végett spektroszkopias méréseket végeztiink. Erre az ad lehet6séget, hogy
az UV- és lathatd tartomanyban fényelnyeld tulajdonsdgii molekularészek koordinacios
viszonyainak megvaltozasa az elnyelési spektrum megvaltozasaval jarhat: bizonyos csoportok
koordinécidjakor  Uj elnyelési sav  jelenik meg, valamint a koordindlddo
ligandumok/donorcsoportok cseréjekor a mar meglévé elnyelési savok maximumhelyei
eltolodhatnak. Ezen jelenségek alapjan kovetkeztethetiink a koordinalédé donorcsoportok
mindségére a kiilonb6z6 pH-kon felvett abszorpcios spektrumok tanulményozasaval. A CD
(cirkularis dikroizmus) spektroszkdpia alapjai azon a tapasztalaton nyugszanak, hogy a sikban
polarizélt fény egy jobbra és egy balra forgato6 cirkularisan polaros komponensre bonthaté fel.
Az optikailag aktiv anyagok oldata eltér6 mértékben nyeli el ezt a két cirkularisan polaros
komponenst, ezt a jelenséget nevezik cirkularis dikroizmusnak. A jelenséget felhasznalo
spektroszkdpiai modszer lényege, hogy a balra és a jobbra cirkularisan polaros fény
abszorpcios (extinkcids) koefficienseinek kiilonbségét (Ae = epa — é&jobp) @ hullamhossz
fliggvényében abrazolva az optikailag aktiv mintara jellemzé CD spektrumot kapjuk.

Mind az UV-Vis, mind a CD spektroszkdpia alkalmas a mintak mennyiségi jellemzésére:
az adatsorok értékelésének alapjaul a fényelnyelést produkalé molekulafajta koncentracidja
(c) és az abszorbancia (A) kozotti 6sszefuggeést leir6 Lambert-Beer-torvény szolgal.

A =lg(lo/l) = excxl,
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ahol 1y a bees6 fény intenzitasa, | az oldatmintabdl kilép6 (transzmittalt) fény intenzitasa, £ az
egyes molekulafajtdk molaris abszorbancigja, | a kivettahossz (cm-ben). Az UV-
tartomanyban elsdsorban a ligandumok kromofér csoportjai mutatnak elnyelést, illetve ennél
kisebb intenzitassal az Un. toltésatviteli vagy ,,charge transfer” (CT) savok is itt jelennek meg,
melyek a fémion és a ligandum kozti elektronatmenetekre jellemzok). A lathatd fény
hullamhossz-tartomanyaban rendszerint a fémionok joval kisebb intenzitasu d-d atmeneti
savjai talalhatoak.

Az atmenetifém-komplexek kiralitasa tobbféle aszimmetriaforrasbol adddhat (centrélis,
helikalis, konformacios kiralitas stb.). A ligandum kiralitdscentrumai a kotéseken keresztill
hatast gyakorolnak a fémion d-d atmeneteire. Az tehat, hogy a d—d atmenetek hullamhossz-
tartomanyaban CD aktivitast tapasztalhatunk, ©6nmagdban is egy Kkirdlis ligandum
koordinacidjat bizonyitja. A spektrum alakja, eldjele és intenzitasa pedig a fémion koriil
kialakult térbeli szerkezetre jellemzd.

A CD meréseket a Szegedi Biologiai Kutatokdzpontban végeztik egy Jasco J-815
spektropolariméteren 300—800 nm hullamhossztartomanyban. Kiilonb6zé réz(II)-ligandum
(1:1, 2:1) arényokat vizsgaltunk vizes oldataikban. A CD spektrumokat 2.1-11.3 pH
tartomanyon belul 14-19 kiilonbozé pH-n vettlk fel. A ligandum koncentréacidja a mérések
soran 1.5x107° M kérili volt. Az UV-Vis spektrumokat egy Unicam HELIOS o tipus(
kétutas spektrofotométeren, és egy Thermo Scientific tipusu spektrofotométeren vettik fel, 1
cm-es hosszusagu teflondugés kvarckivettakban. A spektrofotometrias titralasaink savas pH-
ktol kezdve, 0.3—0.4 pH egységenként, kelld6 mennyiségli oldatrészletet a mérdcellaba
kimérve vettik fel az oldatok abszorpciés spektrumat a 200-1000 nm-es
hullamhossztartomanyban. A mérések soran a ligandum-fémion arany 1:1 — 1:2 kozott
valtozott, a ligandum koncentracidja ~ 1.6x10°° M volt az oldatban. A spektrofotometris és
CD adatsorok kiértékelése — a komplexek egyedi moléaris spektrumainak szamitasa — a mar

emlitett PSEQUAD nevii szamitogépes programmal tortént [17].
3.4. Az enzimutanzo aktivitas mérese

Kutatdcsoportunk hosszabb tavlu célja a tripodalis ligandumok fémkomplexeinek
potencialis enzimmodellekké vald fejlesztése. Ezen folyamat elsd szakasza az altalunk
vizsgalt, viszonylag egyszerii felépitésii tripodalis ligandum-fémkomplexek enzimutanzo

aktivitasanak felderitése.
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Kinetikai méréseink a kezdeti sebességek modszerén alapulnak: amennyiben az
enzimkatalizalt reakci6 termékének képzddését spektrofotometridsan kovetni tudjuk, az
abszorbancia-idé6  fuggvény kezdeti, kozel linearis szakaszara illesztett egyenes
meredekségébdl, a molaris abszorbancia és a Lambert-Beer torveny segitségével szamolhat6 a

kezdeti sebesség.
dA/dt = g xIxdC/dt — dC/dt = (dA/dt)/(g;x]).

A jellemzésre szolgéld latszOlagos sebességi egyltthatd (Kops) és pszeudoelsérendii
sebességi egyutthatd (k) a kovetkez6 6sszefiiggés alapjan szamolhato:

(dA/dt)/(exxIx[S]o) = Kobs = k& x[komplex],

ahol: dA/dt az abszorbancia-idé fliggvényre illesztett egyenes meredeksége,
&, a termék molaris abszorbancija (M *cm ™ egységben),
[S]o a modellszubsztrat koncentracioja a mérés kezdetekor (M),
[komplex] az enzimként viselkedd részecske koncentracioja (M),

| a kiivetta hossza (cm).

A kezdeti sebességek modszerének alkalmazhatdsagi feltétele az, hogy a méres ideje alatt a
reaktdnsoknak maximalisan 3—5%-a alakulhat at, ekkor a gorbe észrevehetd elhajlast még
nem mutat. A szamolt Kinetikai adatokat minden szikséges esetben korrigaltuk a
katalizatorként ~ funkcionald6  komplexet  nem  tartalmaz6  oldatokban  mért
autooxidacidval/autohidrolizissel, vagyis a sebességi allandokbol levontuk a mért
autooxidacié/autohidrolizis sebességi allandojat.

Rendszereinkrdl elsé kozelitésben egy tajékozodo jellegl, atfogd képet szerettiink volna
kapni Kinetikai szempontbo6l, ezért méréseinket olyan médon végeztilk, hogy a kivalasztott
fémkomplexeknek megfeleld fém-ligandum aranyt és pH értéket Aallitottunk be, s az
aktivitasokat ezen egyedi mintaknal mértiik, majd minden esetben kiszamitottuk az aktivitas
jellemzésére szolgald keps latszOlagos sebességi egyiitthatét (s), valamint a &’
pszeudomasodrendii sebességi egyiitthatét (s M™Y. Ezen tesztmérések mellett a pirokatechin-
oxidaz aktivitast réz(ll)-ligandum 3:2 aranynal az 6sszes résztvevé komponenstdl valo fliggés

kovetésével teljeskortien jellemeztiik.
3.4.1. Szuperoxid-dizmutaz aktivitas

Az eukariota szervezetekben mikod6é Cu,Zn-szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzim az

oxigénmolekula monovalens (egyelektronos) redukcidja sordn keletkezd szuperoxid

14



gybkanion diszproporci6jat katalizalja (k ~ 2x10° s*™M™, pH = 7.4). Réz(ll)tartalmu
komplexeink enzimutanzo miikodését az un. McCord-Fridovich-féle indirekt tesztreakcidval
vizsgéltuk [18]. A modszer alapja egy modellfolyamat: a xantin-oxidaz enzim altal in situ
termelt O, és a ’nitroblue-tetrazolium-chloride” (NBT, Sigma) kozotti reakcié nyomon
kovetése (5. abra). Az NBT szuperoxidgyokkel torténé redukcidja NBT-diformazan
képzddését eredményezi, melynek jellemzd kékeslila szine is jelzi az 560 nm-nél mérhetd
intenziv fényelnyel6 képességét. A szuperoxid-koncentraciot csokkenteni képes rendszerek (a
mi esetlinkben a Cu(ll)-L 2:1 aranyd komplexe) tulajdonképpen inhibiéljak ezt a reakcidt, s
igy jelenlétikben az 560 nm-en mert abszorbancia lassabban ndvekszik, mint az aktiv

fémkomplexet nem tartalmazoé referencia rendszerben (vak minta).

0 NO,
HN)tN\ QN OCHj @
PN | N> 20, HN N NNN NNH
o H H H3CO b

Xantin Xantin NO,
oxidaz NBT-diformazan

(0]
8 o -
HN 2 Oz"
| »=o
o)\N H OCH,8 p
H
SOD modell O N+ ]
uronsav ©/L Hod O
+ 3 :j

H,0, O2+ Hzoz

O.N
NBT

5. &bra: A SOD aktivitas méréséhez hasznalt modellreakcio.

A SOD aktivitds mérése soran foszfatpufferben (Na,HPO, és NaH,PO,4, C = 5.0x102 M,
Reanal) oldott, 1.5x10"% M koncentracidji NBT torzsoldatot hasznaltunk, a reakciéelegyben a
koncentraciéja 1.0x10™* M volt. A xantin (Sigma) koncentréacijat az oldatban 1.2x10™* M-ra
allitottuk be. Az NBT-diformazannak tulajdonithaté abszorbanciandvekedést egy Unicam
HELIOS a tipust forgocellas spektrofotométeren végeztiink 1 cm Uthosszisagi miianyag
klvettdkban, minden egyes komplexkoncentracio esetén egy vakmintaval egyltt mérve az
Aseo értékeket. A xantin-oxidaz (Sigma) mennyiségét ugy allitottuk be, hogy az abszorbancia
Valtozés 560 nm-nél 0015 — 0.02 min* érték kozott legyen. Az NBT redukcidjat véltozo
koncentracidju, 2:1 fém-ligandum aranya réz(ll)komplex jelenlétében, illetve annak
tavollétében is vizsgaltuk. Mivel a xantin oxidaz oldatban viszonylag gyorsan bomlik, mindig
harom kivettdban mertiink egyszerre, ezek kozll az egyik oldatban nem volt komplex, és az
ebben mért reakcidsebességhez hasonlitottuk a madsik kettét. Elegendd mennyiségli NBT

hianyaban réz(Il)-ligandum 1:1 aranynal nem végeztink méréseket.
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A SOD aktivitast az irodalomban elfogadott gyakorlatnak megfeleléen az IC50 értékkel
jellemeztiik. Ez azt a komplexkoncentraciot jelenti, ahol a diformazan képzddése a komplex
tvolléteben mért érték 50%-ara csokken. Egy &llandd pH-értéknél elvegzett méressorozat
megjelenitésekor a % inhibicid értékeket abrazoljuk a komplexkoncentracio fliggvényében, s
az 50 %-os inhibiciéhoz tartozo koncentracidérték megadja az IC50 értéket. A % inhibiciora

vonatkozé formula az alabbiak szerint adhat6 meg:

vak komplex
[owe) ~[om)
% inhibicié = P pere «100

ﬁ vak
perc

Tehat minél kisebb az IC50 érték, annal jobban miikod6 szuperoxid-dizmutald képességli

az adott komplex.

4.6.3. Pirokatechin-oxidaz aktivitas

A pirokatechin-oxidaz enzimek orto-fenol szarmazékok kinonna torténé atalakulasat
katalizaljak. Kisérleteink soran a 3,5-di-tercbutil-pirokatechin (H,DTBC) oxigénnel valo
reakciojat vizsgaltuk, a termék rossz vizoldhatdsaga miatt 50 (V/V)%-os etanol-viz elegyben,
és tanulmanyoztuk a Cu(ll)-L 2:1 illetve 1:1 ardnyu komplexeinek katecholdz utanzé
sajatsagat (Ckomplex = 5x107° M a reakcidelegyben). A folyamat soran keletkezé 3,5-di-
tercbutil-1,2-benzokinon  (DTBQ) sarga szini, igy képzédése jol  kovethetd
spektrofotometridsan, 400 nm-es hullamhosszon (g,,,= 1900 M™'cm™). A reakci6ban
hidrogén-peroxid is keletkezik, ennek jelenléte kimutathatd.

Az oxigén Kkoncentraciojanak allanddsagat a kiinduléasi reakcidelegyekben azonos
mennyiségii (1 ml), Oz-nel telitett etanol hozzaadasaval biztositottuk. Az alkoholt egy
porlasztdés gazmosopalackban tartottuk, és alland6 sebességgel oxigént buborékoltattunk at
rajta. Az ioner6sséget analitikai tisztasagii NaCl-dal allitottuk be (0.06 M), az oldatok pH-jat
pedig biologiai pufferek (MES, CHES, HEPES) keverékével tartottuk allandé értéken. Mivel
etanol-viz elegyben dolgoztunk, a mért pH-k eltérnek a valds eértékekt6l, ami azzal
magyarazhato, hogy az uvegelektréd potencialjat az etanol jelenléte bizonyos mértekben
megvaltoztatja. Az abrédkon a mar korrigalt pH-értékeket tlntettik fel (az 50% etanol-viz
elegyre jellemz6 korrekcios tényez6 értéke 0.21 [19]. A puffer koncentréacidja az elegyben
0.04 M volt, igy az ionerdsség kozelitdleg 0.1 M. Méréseinkhez a H,DTBC-nek 0.01 M, 0.05

crer
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reaktansok 0sszemérése és termosztalasa (25 °C) utan a H,DTBC hozzaadasaval inditottuk
kinetikai méréseinket, melyeket 1 cm-es teflondug6s kvarckivettdban egy Unicam HELIOS o
tipusu spektrofotométeren végeztink. Mivel az &ltalunk vizsgalt reakcio tobbé-kevésbé
hasonlit az enzimreakciokhoz, az adatok kezelését a Michaelis-Menten enzimkinetikai modell
szerint végeztik.

Egy enzimreakcié altalaban egy elGegyensulyi reakciobol (enzim-szubsztrat addukt
képzddés) és egy ezt kovetd reakciobol all, melynek soran a szubsztrat termékké alakul, az
enzim pedig regeneralodik:

Ka

Kp

E+S ES %, piE

'a
A reakcidra a steady-state kozelitést alkalmazva (azaz hogy a koztitermék, az ES
koncentracidja viszonylag kicsi és 4allandd), a termék képzdédésére a kovetkezd
differencialegyenletet kapjuk:

m:k[E]o, kz—kb[S] ,
dt Ku +[S]

ahol [E], a teljes (bemérési) enzim-koncentracid, és Ky az an. Michaelis-allando:
_k, +kK',
K :

a

KM

A fenti 6sszefliggés alkalmazhatésaganak feltétele, hogy (i) a szubsztrdt koncentracidja
Iényegesen nagyobb legyen az enzim koncentrécidjanal, (ii) a reakcié folyaman a szubsztrat
koncentracidja ne valtozzon (ezért alkalmazzuk a kezdeti sebességek maodszerét), (iii) a
termék ne képezzen stabil komplexet az enzimmel, (iv) az enzim k&tOhelyeihez csak egy
szubsztrat-molekula kapcsolddjon. Ezen megszoritasok vizsgalataink soran teljesiltek.
Minthogy esetlinkben az oxigén is reakciopartnerként szerepel, a reakcié sebessége fligg az
[O,]-t6l is. Méréseink soran az oxigén koncentracidja allando volt, ezért azt a meghatarozott k
sebességi egyutthatok tartalmaztak.

A Michaelis-Menten mechanizmus szerint a reakciosebesség lineérisan fiigg [E]o-tol, de
bonyolultabb kapcsolatban van szubsztrattal. Ha igen sok szubsztrat van jelen ([S]>>Kw),

akkor a sebességi egyenlet [S]-re nulladrendtivé valik:
d[P]/dt = Ky[E],.

Ilyenkor minden enzim koétott allapotban van, tehat a reakcidsebesség [S] tovabbi ndvelésével
nem né. Ha kevés szubsztrat van jelen (Ky>>[S]), akkor a sebesség egyenesen aranyos [S]-el:
d[P]/dt = (ke/Kwm)[E][S]-
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Tehat a szubsztratfiiggési gorbe egy telitési gorbe, amelybdl a reakciot jellemzé Ky és Ky
allandok  meghatarozhatok, pl. a legkisebb négyzetek mddszerével vegzett

paraméterillesztéssel.
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4. Kisérleti eredmények és értékelésuk

4.1. A ligandum azonositasa, tisztitasa

A ligandum szinézisét kovetden a szintézis elegy szétvalasztdsa preparative HPLC-S
modszerrel tortént. A nagy tisztasagban elvalasztani kivant NTAHisz-hoz tartozo csucsot, a
csucshoz tartozo eluatum tomegspektrometrids méréseivel egyértelmilen azonositottuk. A
vizsgalatok eredményeként még elmondhatd, hogy a statisztikai eloszlasnak megfeleléen nem
csak a haromszorosan, hanem a kétszeresen funkcionalizalt molekula is kimutathatd
mennyiségben keletkezett. A tisztitds folyamata alatt a kromatogramok nem mutattak
szemmel lathatd véltozast, az elvalasztando elegyben mellékreakciok nem jatszodtak le a
kapcsolast kovetden. Az alabbiak a reakcidelegy egy HPLC kromatogramjat szemléltetik (6.

abra).
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6. abra: Az NTAHis; ligandum reakcidelegyének HPLC kromatogramja (eluensgsszetétel:

0—4% acetonitril — 100—96% viz, gradiens elucid, aramlasi sebesség: 1 mL/perc).

A preparativ kolonnan valo tisztitas sikerességér6l tomegspektrometrias és NMR
spektroszkopias vizsgalatokkal gy6z6dtink meg. Az 7. abran lathaté tomegspektrum
legnagyobb relativ gyakorisagu csucsai az altalunk keresett ligandumhoz tartoznak (603.2
(1+), 302.0 (2+) m/z).
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7. &bra: Az NTAHis;3 ligandum témegspektruma.

A megtisztitott ligandum azonositasat *H NMR spektroszképia segitségével ligos pH
tartomanyban végeztik. A spektrumon megjelend vonalak asszignacidjat a 8. abran tlintettem
fel. A MeOH CHjs jel metanol jelenlétére utal, amely az NMR cs6 falan megtapadt olddoszer
maradvanynak tudhatdé be. Az emlitett jel nem a vizsgéalt ligandumhoz tartozik, mivel pH
valtoztatasara kémiai eltolodasa nem valtozott. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az eléallitott

ligandum megfelel6 tisztasdgu tovabbi vizsgalatainkhoz.
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8. dbra: Az NTAHis; ligandum aromés (fent) és alifas (lent) régioban talalhaté *H NMR

jelei (pH~9; a metanol az NMR-cs6 tisztitasara hasznalt oldoszer maradvanya).
4.2. A ligandum oldategyensulyi viszonyai

A fémmentes ligandum potenciometrids titralasi adatainak értékelése alapjan hat
kiilonboz6 deprotonalddasi folyamatot azonosithatunk a mért pH tartoményban. A savas pH
tartomanyban  1évé, nagymértékben  atfedd  depotondléddsok a  C-terminalis
karbonsavcsoportokhoz kothetéek, mig a semleges koruli pH tartomanyban 1évéek az
imidazolnitrogének protonvesztésének tulajdonithatok. Mivel a hasonlé donorcsoportok
esetében a protonvesztési folyamatok erésen atfednek, ezért a kapott pK-k valdjiban
makroallandok; a tényleges folyamatokat tiikr6z6 mikro-deprotonélodasi allandokat kizardlag
potenciometrids mérések segitségével nem tudjuk megadni, viszont az azonos csoportok
azonos kornyezetét feltételezve ezek becsiilhetok, mint a makrodllandok atlaga (karboxil
csoportok: pKmikro~2.67; imidazolnitrogenek: pKniko~7.11). A kiilonbdz6 protonaltsagi

allapotu részecskek pH-fiiggd eloszlasat a 9. abra szemlelteti.
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9. abra: Az NTAHis; ligandum kiilonb6z6 protonaltsagi allapotainak megoszlasa a pH
flggvényében (Cjig=1.7mM, 1 = 0.1 M, T = 25°C).

A kiilonboz0 protonaltsagi allapota részecskék mért 1épcsdzetes és képzddési allandoi az 1.

tablazathan vannak feltlintetve.

Hql, logp pK
HL 7.83(1) 7.83
H,L 14.87(1) 7.04

HoL | 21.33(1) | 6.46
H,L | 2464(1) | 331
HeL | 27.07(1) | 2.44
HeL | 29.36(1) | 2.28

1. tblazat: A NTAHisz ligandum képz6dési és 1épcsbzetes deprotonalddasi allandoi

(zardjelben az utolsé értékes jegy hibaja).
4.3. A ligandum réz(11)komplexei

A ligandum réz(Il)ionokkal alkotott komplexeinek vizsgélata céljabol pH potenciometrids,
UV-lathatd spektrofotometrias, illetve CD spektroszkdpias méréseket végeztink. A
potenciometrids méréseket méréseket 1:1 és 2:1 fém-ligandum aranynal végeztik (10. abra).
Csapadékképzodés az emlitett aranyokndl a teljes vizsgalt pH tartomanyban nem volt
észlelhetd, viszont a 3:1 fém-ligandum aranyndl a semleges pH tartomény kozelében
csapadékkivalas akadalyozta a tovabbi mérést.
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10. abra: A szabad ligandum (1.), a ligandum-réz(11) 1:1 (2.) és a ligandum-réz(ll) 1:2 (3.)
aranynal mert titralasi gérbék a ligandumra vonatkoztatott ekvivalens ligmennyiség

fliggvenyében.

pH=3 alatt mar jelen vannak a réz komplexek, ez jol lathaté a fémmentes (1.) és a fémet
taralmazo (1. 2.) titralasi gorbék kiilonbségén. A 2. és 3. gorbe felfutdsdban nincs szamottevo
kuldnbség a négy lugekvivalens adagolasaig, utana azonban elvalnak egymastdl; ez arra utal,
hogy e pH felett kétmagvi komplexek képz6dése indul meg fémfelesleg esetén. A 2. gorbén
ot lugekvivalensnél megjelend ekvivalenciapont egy viszonylag nagy stabilitasu részecske, a
CuHL képzbédésével magyardzhatd, mig 7 lugekvivalensnél a CuH.;L részecske a dominans
forma. A 2:1 réz-ligandum aranya gorbénél (3.) nem figyelhet6 meg hatérozott
ekvivalenciapont, ez a nagymértékben atfedd 1épcsdzetes folyamatok eredménye.

A réz(IDionok jelenlétében képzddd komplexek bruttd stabilitasi allandoit a
potenciometrias és az UV-lathat6 spektroszkdpias adatok egydttes értékelésével szamoltuk, a
kapott allandok a 2. tablazatban lathatok. A 11. &bra az A&llanddk alapjan szamolt
részecskeeloszlasi diagramjait mutatja be a pH flggvényében. A réz(I1)komplexekre
vonatkoz0 szerkezeti informaciokat UV-lathatdé és CD spektroszkopids merések

eredményeibol nyertiik.
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CuL,Hy| logB pK  [|CuLHy| logB pK
CuLH; | 25.64(1)| 3.14 CulL |17.84(1)| 5.28
CuLH, {22.50(2)| 3.53 |[CuLH|12.56(1)| 6.65
CuLH; [18.97(2)| 6.20 [Cu,LH,| 5.91(1) | 9.33
CuL |1277(3) | 7.37 | CuLH.3|-3.42(1)| 11.20
CuLH, | 5.4(3) | 10.60 [Cu)LH,4[-14.63(1)
CuLH,, | -5.21(4)

2. tablazat: A ligandum réz(I1)komplexeinek brutto stabilitasi és deprotonalddasi allandoi.

100 -
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Eloszlas [%]
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0 -

100 +

Réz(I1) eloszlas [%]

11. &bra: A ligandum-réz(1l) 1:1 (fent) es 1:2 (lent) aranynal szamolt részecskeeloszlasi

diagramjai (Ciigandum = 0.0017 M).
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12. abra: A ligandum-réz(Il) 1:1 aranyd rendszerében mért UV-Iathat6 (fent) és CD (lent)
spektrumai.

A potenciometrias eredmények alapjan elmondhato, hogy mar pH 2 kordl elindul a
komplexek képzodése. Az elsdként kialakulé CuHsL, CuH,L ¢s CuHL komplexek erésen
atfed6 folyamatokban keletkeznek, kozilik csak a CuHL valik dominéans részecskévé pH 5
koral, igy utobbi spektralis sajatsagai pontosan meghatarozhatéak. E komplex d-d
atmenetének elnyelési maximuma 615 nm-nél van (12. &bra), s ez a spektrumalak
tulajdonképpen valtozatlanul megjelenik a CuL és CuH_;L komplexnél is. Mindebbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy e két deprotonalddasi 1épés nem érinti a fémion kornyezetét, az
valosziniileg a szabad imidazolgylirik deprotonalodasahoz rendelhetd. Ezt megerdsitik
PKcunL és pKcur értékei, melyek igen kozeliek a szabad ligandumban mért imidazol pK-khoz.
Fentiek viszont csak Ugy lehetségesek, ha mar a CuHL komplexben is jelen van egy

fémionhoz ko6t6dé amidnitrogén. Azaz mindharom komplexben {Niere,N™,Nim,O} tipusd
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koordinacios méd valosul meg a réz ekvatorialis sikjaban (14. abra), ahol az O donoratom
tartozhat vizhez, amid- vagy Kkarboxilat csoporthoz is. Mindez azt jelenti, hogy az
amidnitrogén fémionindukalt deprotondlédésa mar nagyon alacsony pH-n megtorténik. Ez
azonban nem meglepd, mert a {Neere,N™,Nim, O} tipusl koordinacioé analég a Gly-His [6] vagy
glicil-hisztamin [20] esetén kialakulo kétésmoddal (Id. irodalmi el6zmények, 2. dbra), s fenti
peptidek esetén is mar igen alacsony pH-n megjelenik az amidkoordinacié. Sét, a CuH,L
komplexre szamolt moléris spektrum is megegyezik fenti komplexek spektruméval. Bar ez
utobbi az atfedé egyensulyok miatt bizonytalan, mégis arra utalhat, hogy mar ebben a
komplexben is jelen van az amidkoordinacio. Erre magyarazatot adhat az a tény, hogy jelen
ligandum tercier nitrogénje joval kevésbé bazikus, mint fenti peptidek terminalis
aminocsoportja, igy mar pH 4 alatt is lehetéség nyilhat a {Nre,N,Nim,O} tipusd

koordinaciora.
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13. dbra: A NTAHis;z ligandum 1:1 fém-ligandum aranyu réz(ll)komplexeinek szamolt

egyedi molaris UV-Vis (fent) és CD (lent) spektrumai.
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14. dbra: A CuH_.1L részecske feltételezett szerkezete.

A CuH_;L komplex pH 10 felett lejatszodoé deprotonalodasa alapvetd valtozast eredményez
mind a lathatd, mind a CD spektrumokon, ami jelent0s szerkezeti atalakulasra utal, igy a
koordinalt viz deprotondlodasa kizarhat6. Legvalosziniibb egy tovabbi amidnitrogén
koordinécidja, ami Kkiegésziilhet kelatképz6 helyzetben tovabbi donorcsoportokkal (pl.
karboxilat-oxigénnel). Az egyedi molaris spektrumon két kozel azonos intenzitasu elnyelési
sav lathatd 765 és 645 nm-nél (13. abra). Figyelembe véve, hogy a CuH.,L komplexben
4N/5N-es koordinacid valosul meg (azaz torzult oktaéderes geometria esetén 550 nm kordil
lenne véarhaté az elnyelési maximum), a 13. &bran lathatd jellegzetes spektrum O6tds
koordinacios szamra, egy a trigonalis bipiramis és tetragonalis piramis kozo6tti geometria
kialakuldsara utal [21]. Bar az 6tos koordinacio tripodalis ligandumokra jellemz6, peptid
tipusu ligandumok réz(ll)komplexeinél igen ritka és kilonleges. A komplex feltételezett
szerkezetét az 16. abra mutatja be.
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15. abra: A ligandum-réz(1l) 1:2 aranyd rendszerében mért UV-lathat6 (fent) és CD (lent)
spektrumai.
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16. abra: A CuH.L részecske feltételezett szerkezete.

Ligandum-réz(Il) 1:2 arany mellett az els6 dominans mennyiségben képz6dé kétmagvu

komplex a Cu,H.L, amelynek koncentraciéja pH 6 korul mutat maximumot (11. abra). Az
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el6z6 tapasztalatok és a viszonylag intenziv egyedi CD spektruma (17. &bra) alapjan e
komplexben valosziniileg mar jelen van egy koordinélt amid-nitrogén. Ha moléris lathato
spektrumabol kivonjuk a CuHL/CuL/CuH.;L komplexekre jellemz6 spektrumot (17. abra),
akkor a masodik rézre egy kb. 700 nm-nél maximumot mutato ’szamolt spektrumot’ kapunk.
Ez kb. megfelel egy olyan {2N;,,2COO} tipust réz(Il) kornyezetnek (18. abra), amit a
ligandum rendelkezésre all6 tovabbi donorcsoportjai alakithatnak ki (ui. ekkor az 6sszes

imidazolgylrli deprotonalt).
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17. abra: A NTAHis; ligandum 2:1 fém-ligandum aranya réz(I1)komplexeinek szamolt
egyedi molaris UV-Vis (fent) és CD (lent) spektrumai.

29



/ \ Cu
7/ "N OH2 C{o/ \
N
H

18. arba: A Cu,H.1L részecske feltételezett szerkezete.

A kovetkezd két deprotonalodas soran a d-d elnyelési savok jelentdsen eltolodnak a
nagyobb energiak felé, valamint dramai valtozasok kovetkeznek be az egyedi CD
spektrumokon is (17. &bra). Mindezek két tovabbi amid-nitrogén koordinacidjara utalnak, igy
a CuyH_sL komplexben feltehetéen {Niere,N™,Nim,O + 2Nim,2N"} tipust koordinacio valosul
meg (19. abra).

CU‘_N\ NH

19. arba:Cu,H.sL részecske feltételezett szerkezete.

pH 10 felett egy Ujabb deprotonalddast volt tapasztalhatdé. Bar a Cu,H_4L részecskére
viszonylag csekély mennyiség képzodik a vizsgalt pH tartomanyban, igy egyedi spektrumat a
szokottnal nagyobb bizonytalansag terheli, a 17. &bra alapjan ezt a folyamatot tekintélyes CD
jelalak valtozas Kiséri, igy az feltehetéen nem egy koordinalt viz deprotonélddasahoz, inkabb

egy imidazolgytirli pirrolszerli nitrogénjének fémionhoz térténd koordindcidjahoz kothetd.
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4.4. A réz(1l) komplexek enzimutanzo sajatsaga
4.4.1. Pirokatechin-oxidaz aktivitas

Vizsgéalataink soran szubsztratként 3,5-di-tercbutil-pirokatechint (H,DTBC) hasznéltunk.
A reakciok végbemenetele utdn Gjra megmértilk a pH-értékeket, hogy megbizonyosodjunk
azok allandosagarol a merések ideje alatt. A 3,5-di-terc-butilpirokatechin oxidacioja révén
keletkez6 3,5-di-terc-butil-1,2-benzokinon (DTBQ) 400 nm-es hulldmhosszon intenziv
fényelnyelést mutat, ezért képzddése spektrofotometridsan kdvethetd. Az abszorbancia-id6
profil kezdeti szakasza lineéris, azonban a vartnal joval hamarabb elhajlast mutat, mivel az
oldott dioxigén nem potlodik. Ezert adataink értékelésénél, a kezdeti sebességek modszerének
megfelelden csak a kezdeti, lineéris szakaszt vettiik figyelembe.

A vizsgalat sordn a H,DTBC oxidacioja két parhuzamos folyamatban val6sul meg,
egyrészt a fémkomplex(ek) altal katalizalt reakcidban, méasrészt a szubsztrat autooxidacioja
réven. Az autooxidacio pH-fiiggését a csoportban korabban mar részletesen vizsgaltak, igy azt
minden esetben korrekcidba vettik.

Els6 1épésben a komplex(ek) altal el6segitett oxidacio pH-flggesét vizsgaltuk 1:1 és 2:1
fém ligandum aranyu rendszerekben (20. abra). A meghatarozott latszolagos sebességi
egyutthatok pH fliggése hasonlé a két rendszerben, azonban 1:2 ligandum-réz(Il) arany esetén
azok értéke kb. harmincszor nagyobb, igy a tovabbi vizsgalatokat csak utébbi rendszerben
végeztik el. Bar lehet némi kulénbség a komplexek vizben és 50 m/m % etanol vizben
mérhet6 eloszlas gorbéi kozott, a latszolagos sebességi egyutthatok ndvekedése parhuzamot

= sz

pirokatechin oxidaz aktivitas dontéen a CuyH-sL Osszetételii komplexhez rendelhetd.
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20. &bra: A H2DTBC oxidaciojanak pH-fuggése a Cu(ll)-L 1:1 (bal) és Cu(ll)-L 2:1 (jobb)
rendszerekben (50 m/m% EtOH/H20, Cuuorec = 0,0008 M, [Cu(l1)]tot = 5,0x10° M; | = 0,1 M) és

a vizes kdzegben mért részecskeeloszlasi gorbék.

Vizsgaltuk a reakcid kezdeti sebességének a szubsztrat koncentraciotél valé fuggését is 2:1
fém:ligandum arény és pH 8.9 mellett. Amint az a 21. abran lathatd, viszonylag kis H,DTBC
koncentracié mellett a reakcio sebessége azzal egyenes ardnyban nd, majd a szubsztrat kb.
tiszeres feleslegénél telitésbe hajlik. Ez egy eléegyensulyra, a szubsztratot és a komplexet
tartalmazd terner komplex kialakulasara utal. E szerint a folyamat leirhatd a Michaelis-
Menten enzimkinetikai modell segitségével. A Michaelis-Menten modellben szereplé Ky, és
Km értékeket nemlineéris paraméterillesztéssel hatéaroztuk meg (ko = 0.4440 s, Ky =
1.93x10™* M, a 21. abran a folytonos vonal az ezekbél szamolt kezdeti sebességeket mutatja).
A meghatdrozott értékek igen erds szubsztrat-komplex kolcsonhatdsra és gyors
intramolekularis elektroncserére utalnak. A 3. tablazatban felsorolt kordbban vizsgalt
peptidkomplexek adataival dsszehasonlitva kimagaslo értékekrél beszélhetiink. Az, hogy a
kétmagvi komplex aktivitasa joval meghaladja az egymagvu réz(ll)-peptid komplexek
aktivitasainak duplajat, arra utal, hogy a katalitikus reakcié soran a két rézcentrum részvétele
szinergikus hatast fejt ki az aktivitasra, a réz(Il)ionok egyiittmiik6dése révén tekintélyes

pirokatechin oxidaz utanzo hatés valdsul meg.
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21. &bra: A H,DTBC oxidaciojanak fiiggése a H,DTBC koncentraciojatol a L-Cu(ll) 1:2

rendszer jelenlétében ([CU** it = 1x10™ M, pHeorr ~ 9.0).

Cu(ll)-L komplexek jellemz6 kinetikai paraméterei

k [s7] K [M] kK [M™ 5]
NTAHis; (Cu/L=2:1; pH = 9) 0.444 1.93x10™ 2300.5
trenHis, 0.0708 1.12x10™ 631.4
Ac-KAHEFGHSLGLDHSK-NH, 0.333 7.46x10™ 446.2
Ac-RHQAGPPHSHR-NH, 0.0513 2.407x10™ 213.1
HADHDHKK-NH, 0.0398 5.82x10™ 68

3. tablazat: A vizsgalt valamint néhany korabbiakban vizsgalt peptid-réz(I1)

komplexek pirokatechin oxidaz aktivitasanak dsszehasonlitésa.

A reakcioban reaktansként szerepel a dioxigén, ezért megvizsgaltuk az oxidacié

sebességének [O,]-t8] valo fiiggését. A dioxigénfiiggést 9.1 pH-ju oldatban, 5x10° M

komplex és 7.28x10* M H,DTBC koncentracié mellett végeztiik. A mérések soran az

argonnal oxigénmentesitett, valamint oxigéngazzal telitett etanol (és a komplexet tartalmazo

vizes oldatok) elegyitésével allitottuk eld kiilonbdz6 mennyiségli oldott dioxigént tartalmazd

oldatainkat. Kovettlink egy olyan reakciét is, ahol csak oxigénmentesitett etanolt adtunk a

vizes oldathoz (utobbi tartalmazott oldott oxigént), és az ehhez tartozd sebességi allanddval
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korrigaltuk a novekvé oxigénkoncentracio mellett meghatarozott ertékeket. Ez a korrekcio a
gorbe meredekségét nem befolyésolja (viszont igy a 22. abran lathatdé értekek nem
hasonlithatéak 6ssze kdzvetlenll a pH-fuggésnél bemutatott értékekkel). Az eredmények

szerint a reakcio sebességi egyiitthatdja egyenesen aranyos az oxigén koncentraciojaval.
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22. &bra: A H,DTBC oxidaciojanak fliggése az oldott oxigén koncentréacidjatol a Cu(ll)-L

2:1 aranyu rendszer jelenlétében (Cyomplex = 5x107° M, pHyorr ~ 9).

A sebességi egyutthatonak a komplex koncentraciojatol valé fliggéset is vizsgaltuk (pH ~
8.8, [H.DTBC] = 4.3x107* M). A latszélagos sebességi egyiitthatd értékét, mint mindig, a
lejatsz6dd autooxidéacidval most is korrigaltuk. A 23. 4bra alapjan megéllapithatjuk, hogy
komplex koncentracioja és a sebességi egyitthatd értéke kozott linearis kapcsolat van. Az
adatsorra illesztett egyenes meredeksége a folyamat latszolagos mésodrendli sebességi
egylitthatoval egyenld, mely az enzimkinetika szerint megegyezik ky/(Km+[S]) értékével, ami

0.67 M's' Ez az érték viszonylag j6 egyezést mutat a 23. &brabél leolvashatd
meredekséggel (0.4959 M*s™%).
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23. abra: A H,DTBC oxidacidjanak fliggése a komplex koncentracidjatol a Cu(ll)-L

2:1 aranyt rendszer jelenlétében (Croprac ~ 4.3x10™ M, pHiorr ~ 8.8).
4.4.2. Szuperoxid dizmutéz aktivitas vizsgalata

Szuperoxid dizmutaz aktivitassal kapcsolatos méréseinket a fizioldgids korilményeknek
megfelelé pH = 7.4-nél vegeztik. A szuperoxid dizmutazok altal katalizalt diszproporcios
reakcié 6nmagéban is lejatszodik, de sebessége (k” = 10* M~'s™?, pH = 7.4) nem elég nagy
ahhoz, hogy a képz6dd gyokok karositd hatasat kikiiszobolje. A szervezetben mitkkodé SOD
enzimek a diffizios kontroll hatarat elérd sebességgel (k” ~ 2x10° M's ™, pH = 7.4) reagélnak
a szuperoxid-gyokanionnal, igy fontos védelmet jelentenek az oxidativ stressz ellen. A

reakcio az alabbi mechanizmus szerint jatszodik le:

MDY 4L 0, s M™ + 0.,
M™ +2 H" + 0, — M™" + H,0,

Réz(Ikomplexeink szuperoxid-dizmutéz aktivitdsat a McCord-Fridovich-féle indirect
tesztreakcion keresztil tanulmanyoztuk [18]. A mérési korilmények altal megkivant
komplexkoncentracié a potenciometrias méréseknél alkalmazott koncentracidviszonyokhoz
képest igen Kicsiny, ezért szimulaltuk a réz(ll)-ligandum 2:1 aranya rendszerben,
~1.5x10° M-o0s komplexkoncentracié nagysagrendnél képz6dé komplexek eloszlasat.
Eredményként azt tapasztaltuk, hogy még ilyen kis koncentracio mellett is dominansak a

kétmagvu komplexek, tehat a mért aktivitds nagyrészt ezekhez rendelhetd.
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A Kkiszamitott inhibiciot [%] a komplexkoncentracié fliggvényében abrazolva (24. abra)
leolvashatd az IC50 erték (a mi komplexiink esetében ez 0.13 uM), melyet néhany irodalmi
adattal egy(tt a 4. tablazatban tlintettem fel. Ez az érték a korabban vizsgélt réz(l1)-peptid
komplexekkel dsszehasonlitva viszonylag hatékony SOD aktivitasra utal. A 24. &bran lathatd
mérési pontok szordsa azonban viszonylag nagy, igy a kielégitd pontossagi SOD aktivitas
megadasahoz még tovabbi parhuzamos mérések szlkségesekcsakiugy mint az 1:1 réz-

ligandum ardnyt rendszert illeten.
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24. dbra: A Cu(ll)-L 2:1 ar&nyu rendszer SOD aktivitadsa pH = 7.4-nél a

komplexkoncentracié fliggvényében.

Komplex IC50 [uM]
Cu.Zn-SOD (pH 6.8) 0.0045
Cu(Il) -RHQAGPPHSHR; 1/1 (pH 7.4) 0.1
Cu(Il) -HADHDHKK; 1/1 (pH 7.0) 0.11
Cu(I)-NTAHis3; (pH 7.4) 0.13
Cu(Il)-trenHisg; 1/1 (pH 7.4) 0.17
Cu(Il)-Ac-HVH-NH2; 1/1 (pH 7.4) 0.2
Cu(HPO4) (pH 7.4) 1.06

4. tablazat: A Cu(ll)-L 2:1 rendszer és néhany korabban vizsgalt réz(11)-peptid komplex
SOD aktivitésa.
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5. Osszefoglalas

Els6ként allitottunk el6 szabad imidazol- és karboxilcsoportokat tartalmazo tripodalis
pszeudopeptidet (NTAHis3). Az ligandum protonalodasat és réz(Il)komplexeinek képzodését
pH potenciometrias mérésekkel jellemeztiik. A képz6dott komplexek szerkezetének
meghatarozasara cirkuléaris dikroizmus és UV-lathatd spektroszkopias mdodszereket
alkalmaztunk. A kutatocsoport célkitlizéseinek megfeleléen, a réz(Il)komplexek katalitikus
sajatossagait is megvizsgaltuk SOD és pirokatechin oxidaz utanzé funkcidban.

A ligandum réz(Il)ionok jelenlétében 1:1 illetve 2:1 fém-ligandum aranyd komplexeket
képez. Spektroszkopias mérések alapjdn az imidazolnitrogének koordinacioja mellett a
monokomplexekben mar igen alacsony pH-n (pH ~ 3) megindul az amidnitrogének fémion-
indukalt deprotonalodasa, emellett a tripodalis alap kozponti tercier aminocsoportja is részt
vesz a réz(ll)ion megkotésében. Ez a folyamat egy nagy stabilitdsd {Namino,N",Nim}
koordinécié kialakulasdhoz vezet, amely analdg a Gly-His dipeptid dominans CuH.L
komplexével. A lugos pH tartomanyban egy tovabbi amdnitrogén koordinéacidja soran egy
szokatlan 5-0s koordinacios szamu CuH_,L komplex képzodik.

Fémfelesleg esetén mar viszonylag alacsony pH-n képz6dnek kétmagvu réz(l1)komplexek,
melyekben az egyik fémion kdrnyezetében a mar emlitett {Namino,N",Nim} tipust koordinécio
valosul meg, mig a masik réz(Il)ion savas koérilmények kdzott {2Niy,,2COQO7}, lugos pH-n
{2Nim,2N"} kotésmadddal bir. Vizsgaltuk a komplexek pirokatechin oxidaz és szuperoxid
dizmutaz utanzo tulajdonségait. A képz6d6 kétmagvi komplexek mindkét modellreakcioban

kiemelkedo aktivitast mutattak.
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