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Bioszervetlen kémiai kutatdsok
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Szervetlen és Analitikar Kémiai

Tanszékén

Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tan-

székén jelenleg is folyd, bioszervetlen kémiai indittatdsu
kutatdsok gyokerei az 1960-as évekre nytlnak vissza. Ekkor kez-
dddtek el azok a vizsgdlatok, amelyeknek {6 célja a fémkomple-
xek stabilitdsi dllandéinak meghatdrozdsa volt. Ennek sordn fej-
lesztették ki a komplexegyensulyi vizsgdlatok metodikdjdt, a sta-
bilitdsi dllandék szdmitdsdt osszetett rendszerekre, ami a koordi-
ndcids kémia, ezen beliil az oldategyenstlyi kémia teriiletének
igen jelentds fejlédését eredményezte. A szdmitdstechnika roha-
mos fejlédése tovébbi dridsi lendiiletet adott a teriileten foly6 ku-
tatdsoknak. A mérési médszert tekintve dltaldnossd valt a pH-po-
tenciometria, amely adatainak kiértékeléséhez a ma is igen szé-
les korben haszndlt PSEQUAD programot dolgoztdk ki a tanszék
kutatoi. [1] Igy az 1960-as és korai 70-es évek kutatdsainak f§ ird-
nya metodikai jellegt volt, amelyhez az dtmenetifém-aminosav
rendszerek szolgédltak modellként. Az dtmenetifémek bioldgiai
szerepének felismerése és a bioszervetlen kémiai kutatdsok nem-
zetkozi elterjedése kovetkeztében a 70-es évek kozepétdl a tan-
sz€ki kutatdsok is mindinkdbb a bioszervetlen kémia irdnydba to-
lédtak el. A vizsgdlatok kozéppontjdban tovédbbra is a fémion-bio-
ligandum kolcsonhatdsok oldategyensilyi jellemzése maradt,
azonban ezeket — az analitikai mddszerek rohamos fejldése ré-
vén — olyan 4j médszerek alkalmazdsdval egészitették ki, ame-
lyek lehet&vé tették az oldatban képz8dd részecskék szerkezeté-
nek, illetve kotésviszonyainak a meghatdrozdsét is (spektrofoto-
metria, ESR- és NMR-spektroszképia, cirkuldris dikroizmus, t6-
megspektrometria).

Ezen kutatdsokra alapozva vélt lehet§vé, hogy az 1970-es évek-
re egy nemzetkozileg is elismert kutatécsoport alakuljon ki, ami
megalapozta a jelenlegi ,,Bioszervetlen Kémiai KutatGcsoport” 1é-
tét és {6 kutatdsi profiljat. A csoport tagjai szinte a kezdetek 6ta
Dr. S6vdgé Imre és Dr. Farkas Etelka professzor emeritusok, az
1980-as években kapcsolédott be a munkédba Dr. Vdrnagy Kata-
lin és Dr. Bugly6 Péter, akik szorosan egyiittmiikodve irdnyitjak
a kutatdst fiatalabb munkatdrsak — Dr. Kéllay Csilla, Dr. Grendcs
Agnes, Dr. Biré Linda - kizrem(ikodésével. A csoportban emel-
lett jelenleg 8 predoktor, illetve PhD-hallgaté végez kutatémunkdt
és évr6l évre nagyszdmu hallgat6 folytat tudomdnyos didkkori te-
vékenységet, illetve késziti diplomamunkdjét, szakdolgozatit.
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Kutatémunkdnk eredményességéhez jelentGsen hozzdjdrul az
a peptidszintetizdld késziilék, amely szildrd fdzisd technikdval te-
szi lehet§vé a kivant szekvencidju oligopeptidek elkészitését, va-
lamint annak a laboratériumi infrastruktirdnak a kiépitése,
amely inert koriilmények kozotti szintetikus munkdt tesz lehe-
tévé.

* %

A bioszervetlen kémiai kutatdsok f§ célja a szervezetben megta-
ldlhat6 nem szerves eredet(i nyomelemek bioldgiai funkcidjdnak
megismerése, illetve ezen funkciék molekuldris szintd kémiai
alapjainak a feltdrdsa. Ma mdr dltaldnosan elfogadott tény, hogy
a nyomelemek egy része nélkiilozhetetlen a normdlis életfolya-
matok fenntartdsa céljdbdl (pl. Fe, Zn, Cu, Ni, Mn, Mo, Co, Se stb.),
mig mds toxikus elemek (pl. Hg, Cd, Pb stb.) hatdsdnak kivédése
egyrészt a kornyezetvédelem, mdsrészt a gydgydszat szempontjd-
bdl jelent komoly kihivdst. Ugyancsak igen fontos alkalmazdsi te-
rilletet jelentenek a szervetlen — elsGsorban fémtartalmu - ve-
gyliletekre alapozott gydgyszerekkel (pl. rékellenes hatdsu platina-
és ruténium-komplexek) vagy 1j gydgydszati teriiletek (pl. metal-
loenzimek, inhibitorok) kifejlesztésével kapcsolatos kutatdsok. A
legutdbbi években pedig a bioszervetlen kémiai kutatdsok nagy te-
rilletét adjék a rohamosan fejlddg korszerd diagnosztikai eljéra-
sokkal kapcsolatos alap- és alkalmazott kutatdsok.

A Debreceni Egyetem Bioszervetlen Kémiai Kutatécsoportja-
ban jelenleg az aldbbi teriileteken folynak kiterjedt kutatdsok:

A fémionok és a neurodegenerativ betegségek

lehetséges kapcsolatai

Napjainkban a neurodegenerativ megbetegedések (pl. az Alzhei-
mer-kor, Parkinson-kér, amiotréfids laterdlszklerdzis, Hunting-
ton-kér, prion betegségek) a harmadik leggyakoribb betegség-
csoport a daganatos és az érrendszeri megbetegedések utdn. Bdr
a fenti betegségek egyikének kialakuldsa és lefolydsa sem ismert
teljes bizonyossdggal, és sajnos ma még egyikiik sem gydgyitha-
td, de szdmos kozos jellemzd mér egyértelmtien azonosithaté.

— A kérképek kozos vondsa az idegrendszer szerkezeti és funk-
ciondlis elvéltozdsa, ami magdban foglalja a szervezetben nor-
madlis korilmények kozott is megtaldlhat6 fehérjék konformd-
ciévdltozdsdt és aggregdcidjdt is.
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— A kialakult fehérje aggregdtumok igen gyakran szokatlanul
nagy koncentréciéban tartalmaznak egyes — egyébként létfon-
tossdgu — nyomelemet (pl. Fe, Cu, Zn).

— Az érintett fehérjék szekvencidja a molekula j6l hozzdférhe-
t6 helyein tartalmaz kiugréan nagy fémionmegkotd képességi
aminosavakat, elsGsorban hisztidint.

Ezek a megdllapitdsok egyértelmtien mutatjdk, hogy a fenti fe-
hérjék peptidfragmenseinek koordindciés kémiai jellemzése hoz-
zédjdrulhat annak megértéséhez, hogy milyen szerepet jitszhatnak
a fémionok a neurodegenerativ betegségek kialakuldsdban és le-
folydsdban. Igy két fehérje, a prion betegségekben szerepet jdtszé
prionfehérje és az Alzheimer-kérhoz kothet§ amiloid-B-fehérje
szdmos fragmensét és mutdnsdt dllitottuk el§ és tanulmdnyoztuk
komplexképz§dési folyamataikat réz(II)-, nikkel(II)- és cink(II)io-
nok jelenlétében. A széleskord vizsgdlatok eredményeit az aldbbi-
akban foglalhatjuk ssze:

Az emberi prionfehérje (HuPrP) 6sszesen 10 hisztidin ami-
nosavat tartalmaz, 6 a fehérje rendezetlen N-termindlis tartomd-
nyaban taldlhatd, ezen beliil 4 az un. ,,oktarepeat” tartomdnyban,
mig 2 azon kiviil, a 96-os és 111-es poziciéban helyezkedik el.

— A vizsgélatok kimutattdk, hogy a fehérje annyi réz(I)ion meg-
kotésére képes, ahdny hisztidin taldlhaté a molekuldban (1. 4b-
ra). A fliggetlen kotShelyek ekvimoldris oldatban koordindcids

1. abra. A human
prionprotein
réz(ll)-kétdéhelyei

izomerek képz§déséhez vezetnek, mig fémion felesleg jelenlété-
ben tobbmagvi komplexek kialakuldsa is kimutathatd.

— A kordbbi vizsgdlatok azt valdszindsitették, hogy az oktare-
peat tartomédny az elsGdleges fémionkotdhely, ugyanakkor a vizs-
gdlataink azt bizonyitottdk, hogy a 96-0s és 111-es pozicidban levd
hisztidinek (His96, His111) és a megel§z§ peptidnitrogének stabi-
labb kétdhelyet jelentenek a réz(II)ion szdmdra. A nikkel(II)-ion
csak az ,oktarepeat” tartomdnyon kiviili hisztidinekhez (és a meg-
el6z§ amidnitrogénekhez) kotddik. Ugyanakkor eltérd fémion af-
finitdst a 96-o0s és 111-es helyzetben levd hisztidin: mig a réz(Il)
szdmdra a His11], addig a nikkel(II) szdmdra a His96 a kedvezmé-
nyezettebb kotShely.

— A fehérje nagyon kis stabilitdssal kéti a cink(II)iont.

— A fehérje szdmos egyéb dtmenetifémionnal is képez komp-
lexet, és a kétértéki fémionok komplexeinek stabilitdsa a Pd(II)
> Cu(IT) > Ni(IT) > Zn(II) > Cd(II) ~ Co(II) sorrendben csokken.
A PA(II), Cu(IT) és Ni(II) koordindldsdban az imidazol és a de-
protondlédott peptidnitrogének vesznek részt, mig a tobbi vizs-
gdlt fémion szdmdra kizdrdlag a hisztidin imidazolgytirdje jelent
kotddési helyet. [2]

Az amiloid-B fehérje egy 40-43 aminosavbol 4116 peptid, amely-
nek aggregécidja (amiloid plakk) a kozvetlen kivalt6 oka az Alz-
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heimer-kdérnak. A peptid egy jéval nagyobb tagszdmui fehérje, az
amiloidprekurzor protein rendellenes hasaddséval jon létre. Koor-
dindcidés kémiai szempontbdl a peptid N-termindlis része jelenti a
potencidlis fémionkdtdhelyet, amely egy termindlis aminocsopor-
tot, hdrom hisztidint (His6, His13 és His4) tartalmaz és két aszpa-
raginsav, két glutaminsav, valamint egy szerin és egy tirozin oldal-
ldncai is hozzdjérulhatnak a fémion koordindcidjéhoz. Ugyanakkor
a C-termindlis rész nem tartalmaz kotShelyet. [gy a vizsgdlatain-
kat az 1-16 szekvencidval és kisebb fragmenseivel, valamint dimer
szdrmazékdval folytattuk (az oldhat6sdg novelése érdekében a vizs-
gdlatok nagy részét a polietilén-glikol konjugdtummal (amiloid-
B(1-16)PEG) végeztiik.

A legfontosabb eredményeinket az aldbbiakban foglalhatjuk
Ossze:

— A prionproteinnel ellentétben az amiloid-} peptid a réz(ID)-,
a nikkel(II)- és a cink(I)ionnal egyardnt képes stabilis komple-
xeket képezni.

— Fémion felesleg jelenlétében tobbmagvi komplexek képzdd-
nek, de a koordindl6dé fémionok szdma a fémiontdl fiigg, a pep-
tid négy réz(I)iont, hdrom cink(II)iont, illetve két nikkel(I)iont
képes megkatni.

— A termindlis aminocsoport az elsGdleges fémionkotShely a
réz(II) és nikkel(II) szdmdra, mig a cink(II) az oldalldncbeli imida-
zolgytirtikhoz koordindlédik.

— Az eltérd koordindcids preferencia vegyes fém-komplexek (el-
sGsorban Cu(Il)-Zn(II)) képz8dését is elGsegitette (2. dbra). [3,4]

2. abra. A fémionok koordinaciés kornyezete
a Cu(I)-Zn(Il)-amiloid-B (1-16)PEG komplexben

— A dimer szerkezet({ amiloid-B-szdrmazékban (amiloid-B(1-
16) dimer) a semleges pH-tartomédnyban a réz(II) a hisztidinekhez
kotdik makrokeldt-szerkezetet kialakitva és a monomer peptid-
hez képes kisebb ardnyban kétddik a fémion. [5]

Hisztidintartalmii modellpeptidek

réz(Il)komplexeinek redoxisajdtsdgai

Az egy vagy t6bb hisztidint tartalmazé védett peptidek modell-
ként szolgdlhatnak mds biokémiai folyamatok koordindcids ké-
miai hdtterének megértéséhez is. Jol ismert, hogy a szuperoxid-
gyok elbontdsdért felel§s Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim ak-
tiv centrumdban a réz(Il)ion hdrom hisztidin oldalldncbeli imida-
zolgytrdjéhez koordindlddik és a negyedik imidazolgytrd hid-
ként koti dssze a réz(Il)iont az enzim szerkezetének meghatdro-
zdsdban szerepet jatsz6 cink(Il)ionnal. Igy a 2, 3 vagy 4 hiszti-
dint tartalmazé termindlisan védett peptidek szisztemati-
kusan tervezett sorozatdt allitottuk el8, és elsGsorban réz(II)-
komplexeiket tanulmdnyoztuk. A koordindcids kémiai sajdtsdgok
megismerésén tul azonban a komplexek redoxisajdtsdgainak
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vizsgdlata is elGtérbe keriilt, hiszen az enzimben a réz(II/I)ion re-
doxifolyamatok katalizisében vesz részt. A vizsgélt peptidek ol-
dategyenstilyi vizsgdlatai alapjdn megéllapitottuk, hogy a mole-
kuldban lev§ hisztidinek az elsdleges katShelyek a réz(Il)ion
szdmdra, €s az imidazol koordindcigju komplexek mennyisége je-
lentds a gyengén savas tartomdnyban. Ezeknek a komplexeknek
a stabilitdsét jelentGsen befolydsolja a molekuldban levd hisztidi-
nek szdma és helyzete, ugyanakkor a peptidldncban lev§ egyéb
aminosavak - oldalldncaik révén — szintén hatdssal vannak a
komplexképzédési folyamatokra. Altaldnosan az aldbbi kovet-
keztetéseket vontuk le:

— Az imidazol koordindciGji komplexek stabilitdsa ng a hiszti-
dinek szdmédval, és a legnagyobb stabilitdsi komplexek az Ac-
(HisXaa),His-NH, vagy Ac-HisXaaXaaHisYaaHis-NH, szekvencidk
esetén keletkeznek.

— Az imidazol koordinéciéji komplexek redukdlhatésdga na-
gyobb, mint a peptidszer( koordindciéji komplexeké (ahol a pep-
tidvdz deprotondlédott amidnitrogénjei is részt vesznek a fémion
megkotésében), mivel ez utébbi esetben a jéval merevebb szerke-
zet stabilizédlja a +2 oxiddcids dllapotot és kedvezGtlenebb koor-
dindcids kornyezetet jelent a Cu(l) szdmadra.

— A redukcids potencidl csokken a koordindlédott imidazol-
nitrogének szdmdnak emelkedésével, vagyis a komplexek stabili-
tdsdnak novekedésével.

— Bér a vizsgdlt komplexek redoxipotencidl értékei alapjén a
réz(I1)komplexek tobbsége alkalmas modellje lehetne a Cu,Zn-
szuperoxid-diszmutdz enzimnek, a SOD-aktivitds adatok ezt nem
tdmasztottdk ald. Igy ezek a peptidek kiindulépontot jelenthet-
nek tovébbi olyan peptidek szintéziséhez, amelyek réz(II)komp-
lexei funkciondlisan is modellezik az enzimet. [6]

Emellett ismert az is, hogy a fehérjék oxid4ciéjdért mind a fém-
ionok mind a szabad gyokok egyiittesen felelgsek, tigynevezett
fémionkatalizalt oxiddcidban (MCO) vesznek részt, ezzel kdro-
sitva a fehérjét. Emiatt azok elveszithetik funkciéjukat, nem tud-
jak betolteni az €16 szervezetben elldtott szerepiiket. Emellett pro-
tedzrezisztenssé is vdlhatnak, lerakddhatnak kiilénbozg szove-
tekben és tonkre tehetik azokat a szerveket, amelyekben felhal-
mozédtak, és ez szerepet jatszhat a neurodegenerativ betegségek
kialakuldsaban is. [7,8]

Az oxiddcids folyamatokat jelentGsen befolydsolja a fehérje
szekvencidja és szerkezete. A fémion katalizdlta oxiddcié sordn
féként azokat az aminosavakat érinti a redoxidtalakulds, ame-
lyek kozvetleniil szerepet jdtszanak a fémion megkstésében vagy
annak szomszédsdgdban helyezkednek el. A biomolekuldk oxi-
déciés folyamatait elsGsorban a Fe(III) és Cu(Il) katalizdlhatja,
megfelel§ elektrondonor jelenlétében Fe(I), illetve Cu(I) keletke-
zik, ami a hidrogén-peroxidot megkotve hidroxilgyokst generdl,
és ez azonnal oxiddlja a fémion kotési helyéhez kozeli aminosa-
vakat. Az oxiddcidra legérzékenyebb aminosavak a metionin és
a hisztidin. Ezek a szabad gyokot termeld rendszerek helyette-
sitheték a Cu(II)/H,0, rendszerrel és igy vizsgdlhatok.

A humén prionfehérje (Hu-PrPC) esetén sem csak komplex-
képz8dési folyamatok révén jétszik szerepet a réz(Il)ion. Kordb-
ban azt feltételezték, hogy a Hu-PrPC részt vesz a réz szdllitdsd-
ban, a rézanyagcserében és védi a sejtet a kdros oxidativ hatd-
sokkal szemben az intracelluldris SOD aktivitds szabdlyozdsdn
keresztiil. Mdra inkdbb az a kép alakult ki, hogy a fehérje redo-
xiszenzor és a feleslegben 1év4 Cu(Il)ionokat koti meg és védi a
neuronokat az oxidativ kdrosodds ellen.

Ezen a teriileten most kezdddtek kutatécsoportunkban a vizs-
gdlatok. Ennek keretében a HuPrP (103-112) fragmens és mu-
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tdnsai réz(II) katalizdlta oxiddcigjdt tanulmdnyoztuk. A vizsgélt
fragmens tartalmazza az —MetLysHisMet- szekvencidt, amely
réz(Il)kotShely és egyuttal hisztidint és metionint is tartalmaz.
Az eredmények azt mutattdk, hogy ha a mutdns peptid nem tar-
talmazott metionint, akkor oxiddcié nem jdtszédott le, csak a
peptid fragmentdcidjat mutattuk ki, és a ldnchasadds a hiszti-
dinté] tdvol kovetkezett be. Ugyanakkor, ha a szekvencia metio-
nint tartalmazott, a Cu(II) katalizalta a metionin oxiddciéjdt me-
tionin szulfoxidd4, és ez a folyamat egytttal megvédte a pepti-
det a fragmentdcidtdl fiiggetlenil attdl, hogy a metionin a hisz-
tidinhez kozel vagy tavol helyezkedett el a peptidldncban. [9] Eb-
bél arra kovetkeztettiink, hogy az €16 szervezetben a prion be-
tegség sordn fontos szerepe van a fémion katalizdlta oxiddciénak
és a felhalmozddé szabad gyokok elsGdlegesen a fehérjében 1év§
metionint oxidaljak. Ahhoz azonban, hogy pontosabb képet kap-
junk arrdl, hogy ez hogyan befolydsolja a prionfehérje szerkeze-
tének megvaltozdsat, vizsgdlatainkat nagyobb tagszdmu, hiszti-
dint és metionint kiilonb6z§ szamban és helyzetben tartalmazé
peptidek tanulmédnyozdsdra van sziikség, kiegészitve azokat ki-
netikai vizsgalatokkal is.

Toxikus fémionok szelektiv megkditésére

alkalmas peptidek szintézise és koordindcids sajdtsdgaik
vizsgdlata

Egy eurdpai unids pélydzathoz kapcsol6dé projekt keretében kez-
ddédtek el azok a kutatdsok, amelyekben olyan toxikus fémionok,
mint a kadmium(II) és Slom(Il) szelektiv megkotésére alkalmas
ligandumok szintézise és koordindcids kémiai jellemzése 4llt a
kozéppontban. A fent emlitett fémionok ldgy jellegébdl adédéan
a kén-donoratomot tartalmazé molekuldk, ezen beliil elsGsorban
a cisztein tartalmu peptidek tanulmdnyozdsa keriilt elGtérbe.
Munkdnkat azonban nemcsak az élom(II)- és kadmium(II)-, ha-
nem a nikkel(IT)- és cink(II)komplexek jellemzésére is kiterjesz-
tettiik. Egyrészt a toxikus fémionok els§sorban ezeket a fémio-
nokat szoritjdk ki a metalloproteinekbdl, meggdtolva ezzel azok
mikodését. Mdsrész jol ismert az is, hogy az €18 szervezetben a
fehérjék fontos fémionkstShelye a hisztidin mellett a cisztein ol-
dalldnca, gondoljunk csak a cink-ujj fehérjékre, a vas—kén protei-
nekre vagy az emésztérendszerben megjelend kérokozé, a Heli-
cobacter pylori nikkel(II) homeosztdzisdban szerepet jétsz6 fe-
hérjékre. Ezekre a metalloproteinekre jellemzd, hogy a fémion a
cisztein mellett mds aminosav, mint az aszparaginsav, glutamin-
sav vagy hisztidin oldalldncbeli donorcsoportjai is meghatdrozé
szerepet jatszanak a fémion koordindldsdban. Igy kutatécsopor-
tunkban a fémion-peptid kutatdsok teriiletén jelenleg is intenzi-
ven kutatott 4j irdnyt jelentenek a két ciszteint, illetve ciszte-
int és hisztidint vagy aszparaginsavat tartalmazé pepti-
dek koordindciés sajdtsdgainak feltérképezése, amelyekben a két
potencidlis donorcsoport egymdstdl tdvol helyezkedik el. Az ed-
digi vizsgdlatok szdmos Uj és érdekes eredményt hoztak, amely-
b6l néhdny példdt emlitiink:

- Az AlaAlaHisAlaAlaCys-NH, peptid az N-termindlis részen
albuminszerd kotShelyet tartalmaz, ami a nikkel(I) szdémadra el-
sGdleges és ekvimoldris oldatban kizdrélagos kotShelyet jelent.
Ugyanakkor az elkiilonil§ cisztein egy médsodik fémion megks-
tésére is lehetdséget ad. Ez az albuminszert kotGdés a réz(Il)komp-
lexek oldategyensulyi jellemzését is lehetGvé teszi a savas és sem-
leges pH-tartomdnyban, mert a ligandum albuminszerd koordi-
nécidja visszaszoritja az amugy jellemz§ réz(II)-tioldt redoxi-
reakciét. Ugyanakkor a pallddium szdmadra a tiolcsoport elsGdle-
ges kotGhelynek bizonyul, megakadalyozva ezzel az amidnitro-
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gének deprotondléddsét és koordindléddsdt a savas tartomdny-
ban (3. dbra). [10,11]

}w’ -

Az AlaAlaHisAlaAlaCys-NH,
peptid Pd(ll)ionnal (fent)
és Cu(lhionnal (lent)
képz6doé komplexeinek
szerkezete a semleges

@ pH-tartomanyban

¢9

— Az AlaCysSerSerAlaCysSer-NH, peptid kadmium(II)- és
cink(II)komplexeiben a két tiolcsoport koordindlja a fémiont a
savas tartomdnyban, ugyanakkor ltigos tartomdnyban az ammo-
niumcsoport deprotondléddsat kovetGen egy extra deprotondld-
ddsi folyamat detektdlhaté. Az NMR-spektroszkdpids vizsgdlatok
pedig azt tdmasztottdk ald, hogy ez mindkét fémion esetén a
fémion indukdlta amidnitrogén deprotondléddsnak felel meg,
amire kordbban nem volt példa az irodalomban. [12]

— A két ciszteintartalmu védett és nem védett peptidek esetén
dltaldnosan elmondhat6, hogy a komplexek stabilitdsa a Cd(II) >
Pb(IT) > Zn(II) sorrendben csékken. Ugyanakkor mind a kadmi-
um(II), mind a cink(IT) esetén a kotShelyek preferencidjdra ugyan-
az a sorrend adhatd meg: (S,S) > (S,N) > (N,N), ezt részletezve jol
szemlélteti a 4. dbra:

1 (Npyyz2X5)

(2x57)

(Ny20NyS')
uZn(ll)
mcd(l)

log K (1:1 complex)

4. abra. Az 1:1 aranyu cink(ll)- és kadmium(ll)-peptid komplexek
stabilitasi allandoi

Hidroxdmsavak fémmegkotd sajdtsdgai

A hidroxdmsavak fémkomplexeire vonatkozé oldategyensulyi ku-
tatdsok kozel hdrom évtizede kezdddtek a kutatécsoportunkban.
A hidroxdmsavak egyrészt a szideroférok egyik tipusaként alap-
vetd szerepet jatszanak a mikroorganizmusok vasfelvételében,
[13,14] mdsrészt a magasabb rendd él§lényekben is szdmos bio-
légiai hatdsuk van. Ilyenek a metalloenzimekre (pl. uredzokra,
mdtrix metallopreindzokra, peroxiddzokra) gyakorolt inhibicids
hatds vagy a toxikus fémek, illetve a thalassemids betegek szer-
vezetében felhalmozddd vasfelesleg kivondsa a szervezetbdl.
Mindezek az emlitett hatdsok és gydgydszati alkalmazdsok szo-
rosan kapcsolédnak a hidroxdmsavcsoport(ok) erds és szelektiv
fémionmegkotd sajdtsdgaihoz. A kutatécsoportban a kutatdsok
£6 célja a kiilonboz8 molekuldris kornyezetben hidroxamat-cso-
portot tartalmaz6 modell-ligandumok, valamint természe-
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tes hidroxdmsavak koordindcids sajdtsdgainak jellemzése. Ezek
ismeretében célunk uj enziminhibitorok tervezése, illetve a gyo-
gydszati alkalmazdsok potencidlis lehet§ségeinek feltérképezése.

A hidroxdmsavak dltal kifejtett metalloenzim inhibici6 egyér-
telmden a kompetitiv géltds mechanizmusa szerint értelmezhe-
t8, ahol a szubsztrdtanalég inhibitormolekula hidroxamdtcso-
portja révén az aktiv centrumban levd fémionhoz koordindlédik,
meggdtolva ezzel a szubsztrét kapcsoléddsdt. Igy az enziminhi-
biciés hatdsban, a szelektiv megkotddésben nemcesak a fémion-
kot8 hidroxamdtcsoport a meghatdrozd, hanem azok a moleku-
larészek is, amelyek képesek az enzim alkotGhelyeivel kolcson-
hatdsba 1épni. A vizsgdlt molekuldk a hidroxdmsav csoporton ki-
vill - vagy B-helyzetben egy amino- vagy imidazolcsoportot tar-
talmaztak, illetve a hidroxamdt-N is tartalmazhat kiilénboz§ szubsz-
tituenseket.

Eredményeink alapjdn 4dltaldnosan az aldbbiak dllapithaték
meg:

— Amennyiben az o.- vagy [3-helyzet(i aminocsoport keldtképzd
helyzetben van a hidroxamdt-N-nel, és az képes koordindlédni (a
hidroxamdt-N-en nincs szubsztituens), akkor aldrendeltté vélik a
hidroxamdt tipust (0,0)-koordindciés méd a Ni(II)-, Cu(Il)- és
Zn(IT)ionokkal egyardnt. A Cu(II) ligos tartomdnyban fémkoro-
na tipust komplexet képez (5. dbra), amely szerkezetet els6ként
kozoltik. [15]

5. abra. A Cu(ll)-B-Ala-hidroxamsav rendszerben a pH 4-9
tartomanyban kizarolagosan képz6dé [CugH_,L,1?* 6sszetételii
fémkorona komplex (az abran az egyszeriisités kedvéért toltések
nem szerepelnek)

A legtjabb eredményeink pedig azt is mutatjdk, hogy a y-hely-
zetli amino- vagy imidazolcsoport jelenléte szintén a nitrogén-
donorok kotddésének kedvez, és meglepd, hogy ebben az esetben
is keletkeznek fémkorona tipusu komplexek, csatolt 5 és 7 tagu
keldtok kialakuldsdval.

— Amennyiben a hidroxamdt-N-atomon hidrogéntdl eltérd szubsz-
tituens van, a 3-aminosav hidroxdmsav-szdrmazékaival, illetve
azok imidazolanaldgjaival mdr domindnssd vélik a hidroxamét
(0,0)-koordindciés méd. [16]

A ligandumok mdsik csoportjét négy trihidroxdmsav tipusu
természetes sziderofdr (deszferrioxamin B és deszferrikoprogén,
valamint ciklikus analdgjaik, desferrikrocin és triacetilfuzarinin),
tovdbbd modellvegyiileteik jelentették. Ezen molekuldk fémion-
megkotd sajdtsdgait a fémionok igen széles skéldjan (Fe(III),
Mn(III), Co(I1I), Mo(IV), a 3d fémek +2 oxiddcids dllapott ion-
jai, valamint a toxikus Pb(II) és Al(III), illetve a létfontossdgu
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Ca(II) és Mg(II)) tanulmdnyoztuk. Fontos célja volt ezen vizsga-
latoknak annak felderitése, hogy az egyes szideroférokban a hé-
rom-hdrom keldtképz§ csoportot dsszekotd egyes molekulaele-
meknek van-e és ha igen, akkor milyen szerepe van a fémion
megkétésben, illetve a fémion szelektivitdsban. Ehhez példdul cél-
szertien megtervezett modell dihidroxdmsavak szintézise és fém-
komplexeik tanulmdnyozdsa is megtortént. [17,18] Az eredmé-
nyek alapjdn megdllapithatd volt, hogy a természetes sziderofd-
rok igen nagy szelektivitdssal képesek a Fe(III)iont megkotni.
Mikroorganizmusok vasfelvételének megértéséhez fontos ada-
lékkal szolgélhat az az eredmény is, mely azt mutatja, hogy ezek
a természetes molekuldk a Fe(Il)iont is Fe(I1I)-sziderof6r komp-
lexbe képesek vinni. Nevezetesen a sziderofér dltali oxiddciét k-
veten tovdbbi sziderofér molekula komplexdlja a Fe(III)-iont.
[19] Felderitettiik azon molekulaszerkezeti sajdtsdgokat is, me-
lyek példdul azt eredményezik, hogy a desferrikoprogén jéval na-
gyobb stabilitdssal koti a Pb(Il)iont, mint a desferrioxamin B. [20]
Megéllapitottuk, hogy a Mn(I1I)-sziderofér komplexek stabili-
tdsa majdnem megkdozeliti a Fe(III)-sziderof6r komplexek stabi-
litdsdt, [21] mig a kinetikailag inert Co(III)-komplexeké meg is
haladja azt. [22] Ezen utdbbi eredmény felveti annak lehetGségét,
hogy Co(I1II)-sziderofér komplex bevitelével esetleg megzavar-
haté a mikroorganizmusok vasfelvétele.

Félszendvics szerkezetii, fémorganikus platinafémionok
és bioligandumok kélcsonhatdsdnak vizsgdlata

Egyes raktipusok terdpidjaban attorést jelentett a siknégyzetes geo-
metridjad Pt(I)komplexek alkalmazdsa. A ciszplatin, [(NH;),PtCL],
mellett napjainkban haszndlt karbo- és oxaliplatin, valamint az
Ujabb generdcids oktaéderes Pt(IV)komplexek azonban szik ha-
tdsspektrumuak és szdmos stlyos mellékhatdsuk is ismert.

Mintegy hdrom évtizede vdlt ismertté, hogy oktaéderes Ru(Ill)-
komplexek (NAMI-A, KP1019) ugyancsak igéretes hatdst mutat-
nak kiilonboz8 réksejt vonalakon. Kimutattdk, hogy a szervezet-
ben a Ru(Il) az aktiv forma, tovdbbd, hogy ez az oxidécids élla-
pot félszendvics szerkezetd, fémorganikus komplexekben is sta-
bilizélhaté. Az elmult években nagyszdmu [(n®-arén)M(XY)Z]
(arén = aromds ligandum; M = Ru(II), Os(II); XY = dontGen (N,N)-
donor keldtképzs, Z = egyfogu ligandum) illetve [(n>-Cp*)M(XY)Z]
(Cp* = ciklopentadienil, pentametil-ciklopentadienil anion; M =
Rh(III), Ir(IT)) osszetételd komplexet dllitottak elg és vizsgdltak
bioldgiai hatdsukat. (0,0)-donor tipust keldtképzSk komplexeire
vonatkozdan azonban csak igen kevés adat volt taldlhaté az iro-
dalomban; az [M(h®-arén)(H,0);]** tipusu kationokra még az ol-
dategyensulyi vizsgdlatokhoz sziikséges hidrolizis adatok sem vol-
tak ismertek. Ennek kovetkezményeként, a fenti félszendvics szer-
kezet komplexek biotranszformdcids reakcidira vonatkozé rész-
letes oldategyenstlyi eredmények sem voltak gyakorlatilag meg-
taldlhatck az irodalomban a munkdnk megkezdésekor.

A vdrhat6an antitumor tulajdonsdgu félszendvics szerkezetd
fémionok és a bizonyitottan rdkellenes hatdst O-donor ligandu-
mok (pl. hidroxdmsavak, flavonoidok) egy molekuldba épitése fi-
gyelemre mélté bioldgiai hatdst, szinergizmust is eredményezhet.
Emellett, a szervezetben is megtaldlhaté szdmos hatékony O-do-
nor fémionmegkétd ligandum. Igy munkdnk sordn nagyszému
(0,0) illetve (0,0,0) koordindciéra képes biomolekula és
elsGsorban a [(h%-p-cym)Ru(H,0);]** ion kolcsonhatdsat ta-
nulmdnyoztuk oldat- és szildrd fézisban, valamint vizsgdltuk az
O-donor(ok) mds tipusd donoratom(ok)ra vald cseréjének hatd-
sdt. Az elmult években a teriileten végzett kutatémunkdnk leg-
fontosabb eredményei az aldbbiakban foglalhatdk 6ssze:
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— Felderitettiik a modelliil vélasztott [(h®-p-cym)Ru(H,0);]**-
ion (p-cym = l-metil-4-izopropil-benzol) hidrolizise sordn képzd-
d@ részecskék osszetételét és meghatdroztuk stabilitdsi szorzat
értékeiket nitrdt- és kloridionok jelenlétében, mely alapjdt képez-
te minden tovédbbi oldategyenstilyi vizsgédlatnak. A hexahapto-li-
gandum elektronelldtottsdgdnak véltoztatdsdval az dltaldnosan ki-
alakuld, kétmagvu, hidroxidohidas [{(h%-arén)Ru},(m?-OH);]* io-
nok képz8dési pH-tartomdnya finomhangolhaté. A Ru-Os-, illetve
Rh-Ir-analdg, félszendvics szerkezetii kationpdrok koziil az 54
fémiontartalmuak hidrolizisre valg hajlama sokkal kifejezettebb.
[23,24]

- Az (0,0) koodinéciéra képes antitumor hatdsu hidroxamd-
tok, egyes szérumkomponensek (oxaldt, laktdt) és egyéb, kiilon-
lobutdn-dikarboxildt, acetilacetondt, szalicildt, maltolét, kojét, 3-
hidroxi-piridinondt), valamint a [(h®-p-cym)Ru(H,0);]** kozotti
kolcsonhatdst vizsgdlva megéllapitottuk, hogy a fémion koordi-
néciés szférdjabdl két vizmolekuldt kiszoritva kt6dd ligandu-
mok véltoztatdsdval finomszabdlyozhaté a fémion harmadik ko-
ordindcids helyén maradé vizmolekula savassdga azdltal, hogy i)
a képz8dé ottagu (0,0) keldtok stabilabbak, mint a hattagtak és
egyidejtleg a vizmolekula deprotondléddsa az el6bbiekben ked-
vezményezetlenebb, ii) a keldt mentén kialakul$ delokalizécié né-
veli a komplex stabilitdsdt, iii) a kis bézicitdsu ligandumok csak
savas, mig a nagy bdzicitdsi donoratomokat tartalmazdk ligos
koriilmények kozott is képesek a fémion hidrolizisének megaka-
ddlyozdsdra (ami inaktiv rékellenes tulajdonsdgu részecskék kép-
z8dését eredményezheti). [25,26]

- Az (0,0,0) koordindcidra képes szérum komponens, a citrdt,
nagy stabilitdsi komplexeket képez a fémionnal és képes a hid-
rolizis teljes visszaszoritdsdra. A hidroxilcsoportot nem tartal-
mazé trikarballdttal kapott eredmények a citrdtion alkoholdt-
csoportjdnak a fémionmegkétésben vald kulcsszerepét tdmaszt-
jak ald. Az el@dllitott és szildrd fdzisban jellemzett semleges
komplex rontgendiffrakciéval nyert molekulaszerkezete is a
[COO-, COO-, OH] kotésmddot igazolta (6. abra). Maléttal a cit-

6. abra. A [(n6-p-cym)Ru(CitrH)]-H,0-CH,OH szerkezete

rétéval megegyez§ kotésmaddu részecskék detektdlhaték mig tar-
tardttal a két alkoholos —OH kovetkeztében kotési izomerek jo-
hetnek létre, nagy stabilitdsu vizoldhaté komplexeket eredmé-
nyezve. [27,28]

— Az O-donoratom(ok) mellett N-t is tartalmazé o-y-amino-
hidroxamédtok kozill még a legkisebb stabilitdsd héttagti [N,N] ke-
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lat kialakitdsdra alkalmas y-szarmazék is képes az [0,0] keldt
mellett kialakuld [NH,, Ny, | kotésmoddal két fémion megkoté-
sére és ezdltal teljesen megakaddlyozni a félszendvics szerkezet(
ruténiumion hidrolizisét pH = 11-ig. [29]

— Az erdsen koordindlédni képes oldalldncot nem tartalmazé
aminosavak (alanin) nem képesek megakaddlyozni a [(h®-p-
cym)Ru(H,0);]** hidrolizisét fizioldgids koriilmények kozott, szem-
ben a szerinnel és izoszerinnel, melyek [COO-, NH,, O] kotés-
moddal nagy stabilitdsd komplexeket képeznek a fémionnal, ami
az alkoholdtcsoport részvételével kialakul6 csatolt keldtgytirtk-
nek a fémionmegkotésben vald kulcsszerepét igazolja. [30]

— A laktdt, maldt és tartardt hidroxilcsoportjait SH-ra cserél-
ve megallapitottuk, hogy mdr a tiolaktdt is igen erds kolcsénha-
tdsra képes a fémionnal és széles pH-tartomédnyban (0,8-12,5)
kétmagvu [S, COO~] kotésmddu részecske van jelen, a nagymére-
t{ tioldt-hidligandumként vald koordindciGjaval. A tiomaldt rend-
szerben az analdg, kétmagva komplex szerkezetét egykristdly-
rontgendiffrakcidval is igazoltuk (7. dbra). [29]

H4_i

03

A [{(n5-p-cym)Ru},(TiomalH),]-H,0
szerkezete

— A tridentdt ktésmddra képes tioéter-szdrmazékok (metio-
nin, S-metil-cisztein) kivdléan oldédé, széles pH-tartomdnyban
stabilis [S, NH,, COO~] koordindci6ju 1:1 komplexeket képeznek
az [(h®-p-cym)M(H,0);]* (M =Ry, Os) és [(0*-Cp*)M(H,0);]** M =
Rh, Ir) fémionokkal. Részletes NMR-vizsgdlatok igazoltdk, hogy
a hdrom kiralitdscentrumot (fémion, ligandum a-C, S) tartalma-
z6 komplexek oldataiban epimerizdcié torténik az S-centrumon
és meghatdroztuk a képzGdd epimerek szdzalékos ardnyit. [31]

— A fehérjék feliileti hisztidil oldalldncdt modellez6 N-metil-
imidazol, valamint védett His-tartalmu oligopeptidek és az [(h®-
p-cym)Ru(H,0);]** kélcsonhatdsat vizsgédlva megdllapitottuk, hogy
lasst folyamatokban hdrom imidazolil egység részvételével sta-
bilis komplexek képz&dnek a rendszerekben. [32,33]

Hipoxia-aktivdlt, vdrhatéan rdkellenes hatdsii
kobalt(I11)- és kétfémes komplexek kifejlesztése, szintézise
és vizsgdlata

Az emlitett rdkellenes hatdsu, terdpidsan alkalmazott plati-
na(Il)komplexek szelektivitdsdénak hidnydbdl ered§ mellékhatd-
sok elvben gy is csokkenthetSk, ha az egészséges és a rdkos sej-
tek/szovetek jellegzetes eltéréseit probdljuk kihaszndlni. Ilyen je-
lenség a hipoxia, vagyis oxigénhidnyos dllapot, amely a rdkos
szoveteket jellemezheti. Ez az éllapot reduktivabb kornyezetet je-
lent, melyben ,,prodrug” molekuldk szelektiv redukcidjdval bio-
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l6giai aktivitdsu hatéanyag keletkezhet. Mivel bizonyos inert ko-
balt(Ill)komplexek redukcids potencidlja kozel esik a bioldgiai re-
doxipotencidl értékéhez hordozdként alkalmasak lehetnek az
emlitett célra azdltal, hogy szelektiv redukcidjuk sordn a képz§dd
kis stabilitdsd, labilis Co(Il)komplex disszocidcidjéval elsGsorban
a hipoxids rdkos szovetekben szabadul fel az antitumor hatdsd
molekula.

Kutatécsoportunkban a kozelmultban kezd§dtek el ilyen ird-
nyu kutatdsok, melyek célja egyrészt bizonyitottan rékellenes ha-
tdsu ligandumok vagy szdrmazékaik Co(III)komplexeinek az el6-
allitdsa és vizsgdlata, mdsrészt olyan ambidentdt molekuldk ki-
fejlesztése, amelyek a Co(I1l)ion megkotése mellett egy vdrhaté-
an rdkellenes hatdsu platinafém komplexdldsdra is alkalmasak.
Tovébbi célunk a modellmolekuldk Co(IIT)komplexeinek szinté-
zise és redoxisajdtsdgaik feltérképezése, Co(Il)ionnal valé kol-
csonhatdsuk oldategyenstlyi vizsgdlata. Ezek a kutatdsok jelen-
leg is folynak kutatécsoportunkban.

A Bioszervetlen Kémiai Kutatécsoport elmult 10 éves tudoma-
nyos aktivitdsdt szamszertien a megjelent 96 kozlemény és azok
318,8-as ossz-impaktfaktora jellemzi. Ezenkiviil ez id§ alatt egy
MTA doktora és 9 PhD-értekezés késziilt csoportunkban.

Koszonetnyilvanitds: Kutatdsaink anyagi timogatdsdért az OTKA/NKFI K76142,
K112317, NK105156, K115480, COST CM 1105, TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0043, GI-
NOP-2.3.2-15-2016-00008 pélydzatoknak tartozunk koszénettel.
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