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A K-72781 sz. OTKA szer#dés zaré beszamoldja

A projektben azt a céltirtik ki, hogy termodinamikai paramétereket hatanokameg -
elsbsorban ESR spektroszkopiai médszerekkel - olyankémplexekben, ahol a ligandumok
biologiai fontossaggal rendelkeznek. A célt siseremegvaldsitottuk, amit a kozolt 14
tudomanyos publikacio is mutat (40,5 impakt poés)ezt 4 konferencia kdzlemény egészit
ki, amelyekben bemutatott tudomanyos eredménygléalan kdzeljodben tovabbi 3-4
kéziratot tervezink benyujtani.

Amint a projekt kutatasi tervében kifejtettiik asgalatok legfontosabb eszkdze az elektron
spin rezonancia spektroszkopia (ESR). A mddszder gaemmagneses rendszerekben
alkalmazhato, viszont ilyen tipust anyagok eseteéttanika rendkivil érzékenyen tikrozi a
fém kornyezetének szerkezetét, a koordinaciot, @miBagyomanyos potenciometrikus és
optikai médszereknél részletesebb informaciét nglgthetséges koordinacios modokrol
beleértve izomerek jelenlétét is. Ezek az informblagelents szerepet jatszanak bizonyos
fémek (réz, mangén, vanadium, vas, kobalt, kromipbia hatasmechanizmuséanak
tisztdzasaban. A gazdag informacié megszerzésghoéfziikséges volt egy integralt
kiértékelési mddszer kidolgozasara, amit a kor@BKA tamogatassal (OTKA T-032929,
OTKA T-046953) finanszirozott kutatas soran valitsiink meg. Ez a moédszer az ESR
spektrumok kétdimenziés kiértekelése, amelybenaiggszni lehet nagyszamu és kulonboz
koérilmények (koncentracio, pHomeérseklet) kozott felvett spektrum informéacié thriat.
Erre kilénosen akkor van sziikség, amikor az eggektrumok az dsszetett koordinacios
viszonyok miatt nem adnak leldséget az egyedi specieszek szétvalasztasara kezster
valamint termodinamikai paramétereinek meghataéaas

Az elvégzett munka talnyomo részben egy akadénoi@t&intézet (korabban Kémiai Kutat6
Kdzpont, Szerkezetkutatoi Intézete, jelenleg a Bszattudomanyi Kutatokdzpont
Molekularis Farmakoldgiai Intézete) és egy egyetSaegedi Tudomanyegyetem, Fizikai
Kémia és Anyagtudomanyi Tanszeéke, valamint Szesnaib Analitikai Kémial

Tanszéke) kozotti egyuttthkodésén alapult. Az akadémiai intézet biztositat&SR
spektroszkopiai infrastrukturat és kidolgozta aéskiertékelés szamitdogepes alapjat, az
egyetem munkatarsai a kisérletek kémiai feltét@eigylletek élallitdsa, mintak készitése)
es kiegészit potenciometrikus és optikai vizsgalatok elvégzékegttek részt. Az
eredmeények kiértékelése és a kéziratok elkészitixis feladat volt. A projekt
munkalataiban fontos szerepet kaptak nemzetkozitegykodések is. Ennek alapjat az
altalunk kidolgozott ESR spektrum szimuléacidos médsk adtak, melyek kozul a kutatasi
tervben is felsorolt egyetemek (Rosario EgyetengeAtina; Université de Provence,
Marseille, Franciaorszag; Slovak Technical UnitgrdBratislava, Szlovakia; Institute of
Technology Tallaght, Dublin, irorszag) vettek ré&tdemesnek latjuk megemliteni a
mostani beszamoldban nem feltlintetett, de az edtegminka kdzvetett hatasat mutato
eredményeket is. Az altalunk kidolgozott spektruenidkelési moédszer nbvekwnértekben
kerilt felhasznalasra egyéb nemzetkdzi egyiittidésekben: egy portugal, tovabbi harom
francia, két USA, egy mexikoi egyetem illetve kawitintézménnyel j6tt létre
egyuttmikddés, melynek keretében tobb kdzos — az OTKA Rtiogz csak indirekt modon
kapcsolodo és ezert OTKA tAmogatast fel nem téintgiublikacio sziletett. Ez
eredmeényezte, hogy a jelenlegi OTKA s#gi@s idiszakdban (2008-2012) 6sszességeben
kozel ezer fliggetlen hivatkozas érkezett a koréblelenlegi projektben szerépilletve
indirekt moédon ezekhez kapcsol6do publikacidkra.
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A projekt célkitizési k6zott fontos szerepe volt, hogy a farmakalidigihasznalast éegit
feltaro jelledi kutatast végezzink, ezért a munka kulowliinlogiailag fontos, a
gyoégyaszatban szerepet jatsz6 ligandumok fém-koaciths tulajdonsagait vizsgalta. Amint a
tovabbiakban bemutatjuk t6bb esetben is olyan eéegeket kaptunk, melyek segitenek az
egyes vegylletek bioldgiai hatAsmechanizmusanatétidsaban éséslegithetik a jo¥ben a
gyogyaszati alkalmazasokat is, de kézvetlen hastAsb®z még tovabbi kutatas szikseges.

A publikacios jegyzeék [1] szamU munkajaban szanmidioeneéhany elagazo lanca: (MH
His-His)Lys-CONH,, (NH,-His-Gly),Lys-CONH, peptid tipust fémkdtmodellvegytilet
eléallitasardl és oldatbeli egyensulyi vizsgalatavalamint oldatszerkezetének
tanulmanyozasarol. A paraméagneses Cu(ll)-vel vataidexképsdésen kivil Zn(ll)-vel
val6 koordinaciot is tanulmanyoztuk, ezért sor Keptid-potenciometrikus mérések mellett
UV/lathaté és CD felvételek készitésére is. Megéltdatuk, hogy poléaris oldallanc
alkalmazasa megakadalyozhatja a vizes oldatbélkatiplex kivalasat a semleges pH
tartomanyban. Rovid peptid lancok esetén az alkalirsgalt esetben &zor lehetett olyan
koordinaciét kimutatni, amikor nem jon Iétre az dmitrogén koordinacioja Cu(ll)-vel és
hidroxid képsdés sem jon létre Zn(ll) és Cu(ll) ionokkal. Mddedgytiletekben,
természetes DNA plazmaban és szuperoxid dizmugkzitkban egyarant kimutathato volt,
hogy a Zn(ll) komplex jelelds mérték hidrolitikus bontast idéz &l

A [2] szamU publikacié demonstralja &rhérsékleti hatast. Az L- pirimidilmethanol
gyulladasgatlé hatasa Cu(ll) komplexben fé&dik. Megvizsgaltuk, hogy milyen
koordinaciés tipusok lIéphetnek fel kilonBd®¥meérsékleten, amelyek okozhatjak a
megfigyelt gyogyaszati hatast. A termodinamikdejelzés érdekében dsszevetettik a
szobalbmeérsékleten, illetve 77K fokon valé komplexkégdes eltéréseit. Az ESR spektrumok
analizisét és a képdési allanddk meghatarozasat a 2D _EPR progranseggitel végeztik
el. A megfigyelt valtozast alapvien a képé&dési entalpia eltérésére lehetett visszavezetni.

A [3] szamu kozlemény kitekintést enged az ESR pskkopia egy masfajta alkalmazasi
terlletére, ahol termodinamikai informaciot nyetimdt Ezt a vizsgalatot a BME Fizikai
Intézetének munkatarsaival val6 egyiitkindés keretében végeztik. A komplex ks
szénlbl felépulb nano-struktirakban (peapod illetve SWCNT= egy&aién nanocs.
Kimutattuk, hogy kristalyos formahoz képest magadaimeérsekleten 1ép ki a nitrogén a
fullerén®l, ha peapod struktara jon Iétre. A spin-jelolt oegh mozgékonysaganak valtozasat
a hbmérséklet fliggvényében termodinamikai paramétetgeghemeztik.

A [4] kbzlemény az Université de Provence kutatbuwedo egyittnikodés keretében jott
|étre. Ennek célja a névényi hormonok ndvekedéstgito illetve pigmentaciot ésegib
mechanizmusanak tanulmanyozéasa volt. A réz(Il) AC@minocyclopropane carboxil sav
acid) és AIB (aminoisobutiric acid) egyéb ligandukal kombinalva olyan komplexeket hoz
létre, amelyek hidrogénperoxid jelenlétében az A& Etilénre alakitjak at. Az atalakitasi
folyamatban jelerds szerepet tulajdonitottunk a Cu(l)-OOH speciegzd@désének.

A nyiltlAncu glikoproteinek Cu(ll) és zZn(ll)-vel i@koordinacidjat vizsgaltuk az [5]
publikaciébanA hisztidinben gazdag glikoprotein (HRG) egy egy#zeolipeptid lanc,
amely megtaldlhaté szamos ésplazmajadban, kdozottik az emberében is. Az eriiR@
tobb kilonbod doménsl tevodik 6ssze, kozottik két prolinban gazdag rész (PRt
egy hisztidinben gazdag (HRR) szekvencia talalhatdolipeptidnek ez az 6sszetett
szerkezete lehéséget ad kulonbézigandumok (heparin, tropomiozin, plazminogén,



fibrinogén stb.) és fémek (Zh CU** sth.) megkotésére. Az ESR spektroszkdpia segiteégé
megallapitottuk, hogy vizes oldatban, bioldgiai ptz oldallancot alkoté imidazol csoportok
koordinaciéja a dominans kotési mod. Lugos oldatbaeptidek amid csoportjainak
deprotonalédasa is kimutathatd, amely két izomerkezetet hoz létre.

A [6]-ik k6zleményben mutatjuk be az u.n. MAP (nipikk antigenic peptide) tipusu elagazo
peptidek kotési tulajdonsagait Cu(ll) és Zn(ll) abkal. A vizsgélat célja a metalloenzimek
tulajdonsagainak modellezése és olyan oldal cs@bkatmazasa, amelyik lugos
tartomanyban is megakadalyozza az amid csoporbttepiddasat és a hidrolizalt termék
kivalasat. Kombinalt szerkezetkutatasi modszere&m@zonositottuk a létrejymono- és
dianion komplexeket, és nagyszamu specieszékist allanddjat hataroztuk meg.

A [7]-es szamu kozlemény veti fel a kérdést, hodgdiet a szervezetben felhalmozodo
nehézfémekd (pl. Zn(l1), Cu(ll), Fe(lll)) megszabadulni, anyelk Alzheimer kor

kialakulasat idézhetik &l Ennek érdekében vizsgaltuk meg az oligopeptidellC
komplexeinek ESR spektrumat 77Krhérséklei megfagyasztott oldatokban. A pH
flggvényében felvett spektrumok alapjan 8 kiloribgizecieszt lehetett azonositani, melyek
kozil ket CuwLH_4 tipusu dimer volt. A dimerek kozil az egyikben gge, a masikban &
magneses dipoélus kolcsdnhatas 1ép fel, amit aduedetben a két fémiont 6sszek@®H hid
okozhat. Feltehéen ez a kdtési mod vezethet akkumulalt réz klasktealakulasahoz is.

A [8]-ik k6zlemeényben a gydgyaszatban alkalmazttbkbod ligandumok réz ESR
spektrumainak spektroszkopiai problémaival foglalkik. Sorra vesszilk azokat a
nehézségeket, amelyek nehezitik egyes spektrunéoiékelését a 2D-felbontas segitségével.
Itt mindenekedtt dinamikus effektusok jatszanak szerepet, mepexieszek gyors egymasba
alakulasa megakadalyozhatja az egyes komplexekda&inétereinek és ezaltal kotési
modjuknak megallapitasat. Megfagyasztott oldatoldraa nehézség elkertlbeekkor
azonban klaszterképdés nehezitheti az analizist, ami viszont részb@mighet) gyors
fagyasztasi technika alkalmazéasaval.

A [9]-ik k6zleményben - amit a dublini Institute d&chnology Tallaght kutatécsoportjaval
egyuttmikddve publikaltunk - a Candida albicans elleni nagtékonysagu, kumarin-
szarmazék Schiff-bazisok és rézkomplexeik oldategifiyait vizsgaltuk. Megallapitottuk,
hogy egyensulyi kérilmények kozott csupan egy litygemmolekula kéddik a fémionhoz, és
kulénbo® protonaltsagli mono-komplexek vannak jelen folya@deisban. A szerveskémiai
szintézis soran édllitott szilard bisz-komplexek feloldas utan viartes kozegben stabilak,
ugyanakkor viz jelenlétében lassan elbomlanak. HfSlodzisok redukciojaval éallitott
szekunder aminok elveszitik gomb&abdlatasukat, viszont egyes szarmazékok hatékonyan
pusztitjak a raksejt-kultarakat.

A [10]-es szamu kozleményben vizsgaljuk a tioszamtikzon vegyuleteket, melyeket széles
koérben hasznalnak fémionok spektrofotometrias éktspfluorimetrias kimutatasara, és ezen
tulmerben jelends bioldgiai hatassal is birnak, pl. antimalariddikekterialis és antitumor
hatasuak. A rakellenes hatasuk bizonyitottan akbtdzet, hogy a ribonukleotid reduktaz
enzim vasionjaival komplexet képeznek, igy gato§dBNS szintézishez nélkilozhetetlen
enzim niikddését (Shao J., et al., Molecular Cancer Thetagse2006, 5, 586-592). Egyik
képvisebjik, a Triapin (3-aminopiridin-2-karboxaldehid tzesmikarbazon) jelenleg a klinikai
fazis-Il stadiumban van kiprobalas alatt, mint thees hatéanyag. A komplexképz
sajatsagaikat azonban rossz oldhatésaguk miat) eddk szerves oldészerekben, vagy
szilard fazisban vizsgaltak. Az altalunk végzetisgalatok célja az volt, hogy 30%DMSO-viz



oldataban dsszehasonlitsunk néhany ilyen tioszeb@kan ligandum komplexképését
biologiailag fontos féemionokkal (Cu(ll), Fe(ll), B#), Zn(Il), Ga(lll)). A paramagneses
réz(Il)-komplexek vizsgalataban a szobaigrsékleten felvett ESR spektrumok 2D
kiértékelése nyujtott igen megbizhatd egyensulyaeskezeti informaciot. A cseppfolyds
nitrogén Bmérsékleten felvett spektrumok segitségével toviabbimaciot nyertiink a
komponensek szerkezeaibaz anizotrop ESR paraméterek meghatarozasawsdoban forgo
publikaciéban harom tioszemikarbazon vegytlet kaxipepzését hasonlitottuk dssze rez(ll),
cink(ll) és vas(ll) ionokkal. Ebben kimutattuk, hogz N-metilezett szarmazékok esetén a
tio-S-koordinacio jelerds vetélytarsa lehet a piridin-N koordinaciéjanakngénd a CukH,
mind a Cul; 6sszetétel kétféle izomer szerkezetben valdsuilegt Ezen tulmeien az ESR
spektrumokban mérhgtntenzitdscsokkenés alapjan kimutattuk, hogy lgialiopH-n (~7)
kétszeres ligandumfeleslegben a dominans vegyieCel ; 6sszetétdél két-magvu
komplex.

A [11]-es sorszamu tétel konferencidalas, a kézirat ékészuletben. Ebben a munkaban
fémko® peptideket, illetve kisebb métefiehérjeket allitottunk élbiologiai modszerek
segitségével, melyek tisztitasara eredményes stjgaidolgoztunk ki, és részben CD és
fluoreszcencia spektroszkopias, ill. tomegspektitodemodszerekkel tanulmanyoztuk a
fémion-megkdt sajatsdgukat elsorban cink(ll) ionnal. llyen, fémkétffehérjemotivumok
elméleti modellezését is elvégeztik . A 42-tagu HNbtivum egyike a biologiai aton
eléallitott peptideknek, melyek a colicin E7 nukle@zien aktiv kozpontjat modellezik.

A [12] szamu kozlemény kvantumkémiai félempirikaamitdsokat mutat be, abbdl a célbdl,
hogy tisztazza a cink-finger (ZF) kétési médjat DNWwlekulahoz. Ezek a szamitasok a
molekularis felismerés (recognition) szempontjdbatosak. A ZF kdtési modot kilén
vizsgaltuk specifikus és nem-specifikus DNA esetArkotési modok specifikussaganak
mértékét korrelacidba lehetett hozni a kotési erabl. Nagy mérétDNA duplexekre
szamitasokat végeztiink a hidrogén kotések és ianpdlpkularis pakoldédasok (stacking)
szerepének tisztazdsa érdekében. Az eredményssgéhetik az aminosavak
bazissorrendjének meghatarozasat is.

A [13] szamu konferencia@&@das eredményeit bemutatd publikacio elkészitdgarfmtban
van. Ebben a munkédban szélémiérsékleti tartomanyban vizsgéltuk hisztidilglidimézzel
valé koordinaciés egyensulyait. A [CUl3pecieszek esetén két izomer jelenléte volt
kimutathatd, az egyik hisztamin, a masik peptidsipkotést hoz létre a Cu(ll) ionnal. A két
izomer aranyat admerséklet fliggvényében a Van't Hoff relacidalapgjamettiik:

InK = A—RS —%. A kiértékeléshez az Uj 2D_ESR programot hasakamelyben a

hémérseklet figgvényében felvett spektrumsorozatgidegileg értékeljik ki, ahol az ESR
paramétereket (g-, hiperfinom és relaxacios allaphdd@lamint a termodinamikai
paraméterekeNS ésAH) egyidejileg illesztjik.A kiértékelés alapjan kapott termodinamikai
adatok azt mutattak, hogy magdsrtersekleten a peptid amid csoportjanak deprotoagkd
leggyorsabb reakcid, mig alacsordntérsékleten az oldallanc koordinalédasa valik
dominanssa. Az elvégzett CD vizsgalatok eredmémyentiekkel 6sszhangban vannak

A [14] és [15] k6zlemény a szlovakiai kutato csafmivald egyuttmikddés eredménye. A
munka a szalicil sav koordinaciés tulajdonsagaisgalja, amelynek fontossagot ad az
aszpirin (acetilszalicilsav) gyogyaszati szerepszAlicilsav és szarmazekainak Cu(ll)
komplexei hatékony szerek gyulladasos betegsége&bba a rak, diabétesz és egy sor mas
betegség gyogyitasaban. A munka soran kuléhhezetben szubsztitualt fluoro-



szalicilsavak 6sszehasonlitd egyensulyi vizsgalaigeztik el kombinalt pH-
potenciometrias, spektrofotometrias, valamint 2DRESOdszerrel. A F-atom helyzete
jelentbsen befolyasolja az egyes ligandumok komplexéédq@pességét; ezt a ligandumokra
vonatkozo kvantumkémiai szamitasok alapjan értelitke Erdekes parhuzamossagot
ismertink fel a komlexképzhajlam és a ligandumoknak a névények védékeaességben
jatszott eltés, irodalomban kozolt hatékonysaga kozott.

A réz(ll) — 4-fluoro-szalicilsav — N,N-dietil-nikotamid rendszerben, oldatban 3 vegyes
ligandumu komplexet mutattunk ki, amelyek kozulkgyiket sikertlt kikristalyositani és
rontgendiffrakcioval megvizsgalni a szerkezetésetnleges oldatban kialakuld vegyes
komplex koordinacids modjait a 2D_ESR maédszerreitelik fol.

A [16]-0s szamu publikacioban a szalicilaldehiczemikarbazon (STSC) komplexképzését
vizsgaltuk a Zn(ll), Cu(ll), Fe(ll), Fe(lll), Ga(llionokkal. A komplexek stabilitasi allandoi
alapjan feldllithattunk egy sorrendet amely alapy@gallapitottuk, hogy a stabilitas a Ga(lll)
< Zn(ll) < Fe(ll) < Fe(lll) < Cu(ll) sorban& Az oldategyensulyi vizsgalatok kimutattak,
hogy a Fe(ll), Fe(lll) és Ga(lll) ionok esetén mers bisz-komplexek is képdtek, mig

csak mono-komplexeket tudtunk kimutatni a Cu(llZégll) ionok esetén. Megallapitottuk,
hogy a Ga(lll)-STSC nagyobb, mig a Fe(ll)- STSC ktar szignifikansan kisebb stabilitast
mutatott, mint a megfel&] korabban vizsgalt Triapine ligandum.

A [17] szamU publikaciéban szamoltunk be az Alzhezikor gydgyitasahoz potencialisan
alkalmas réz és cink komplexekkel tortént vizsgddail. Eben a tanulmanyban hisztidinben
gazdag elagazo peptidek koordinaciojat vizsgakigtféle hisztidinben gazdag peptidet
allitottunk eb szilardfazisu fehérje szintézis soran, ahol agada lanc lizin volt.
Meghataroztuk, hogy a Cu(ll) illetve Zn(Il) komplexilyen mértékben képes gatolni a
fémionok altal elidézett amiloid aggregaciot. Ez a tulajdonsag dsggeaz alkalmazott
ligandumok igen j6 fémmegkdképességével a semleges korili pH tartomanyban. A
vizsgalatokat pH potenciometriaval, UV-lathatd dpeszkopiaval, valamint ESR és NMR
modszerrel végeztik. Széles koncentracidtartomamidbeetett az egy és két fémet
tartalmazo komplexeket kimutatni. Az alapyv&btési mod vagy tridentat (amino, amid és
imidazol nitrogénnel), vagy hisztamin tipusu vaielyek makrociklusokat hoztak létre. Az
alkalmazott peptidek hatékonyan akadalyoztak agézegaciot, viszont a folyamat nem volt
elég gyors cink esetén. Eredményeink alapjan ekdiytk arra, hogy tovabbi elagazo
peptideket talaljunk, amelyek megakadalyozhatjalaiik-képzddést az Alzheimer koér
elésrehaladasa soran.

A [18] szamu kozleményben tioszemikarbazoro®ési tulajdonségait vizsgaltuk aminosavat
tartalmazo vegyes komplexképmendszerekben. Prolin aminosav beépitésevel sileagyi
olyan tioszemikarbazon vegyuleteb&litanunk, amely javitotta a vegytilet vizben valé
oldhatosagat. Ennél a ligandumnal a citotoxiciiasgalatok a réz-komplexek esetén
jelentbsen megndvekedett aktivitdst mutattak a szabaddigaokhoz képest. A réz-
komplexek sik négyzetes szerkezetét rontgen ddféakvizsgalatok, valamint ESR
spektroszkopiai mérések is alatamasztottak. FedEsiink szerint ennek a siknégyzetes
szerkezetnek szerepe lehet biologiai aktivitAshaspnléan mint cisz-platin esetén. Ennek
igazolasara tovabbi siknégyzetes és piramis ge@jiekiomplexek 6sszehasonlitdsat
tervezzuk.

A felsoroltakon tulmeéen tovabbi vizsgalatokat is végeztiink, az eredmiériya
kozeljowben szamolunk be. Ezek kdzul kiemelném az L-DORAaérdinécidjara
vonatkozo eredmeényeket. A réz(Il)-L-3,4-dihidrognflalanin (L-DOPA) rendszer érdekes



példaja az olyan komplex egyensulyi rendszernelelgren a ligandum egymassal versgéng
kozel azonos ésseggel koordinalodo kétéshelyeket tartalmaz, és itgen, oldatban igen
valtozatos szerkezZekomplexek alakulhatnak ki. A 2D_ESR moédszerrelavant a
megfagyasztott oldatban felvett ESR-spektrumokiaiséivel kimutattuk, hogy kilondsen a
fiziologias pH-tartomanyban figyelkemeg sokféle koordinaciés méd az aminokarboxilat-
katecholat vegyes koordinacioju molekulafajtaknédee révén; ez fontos adalék lehet a
ligandum véltozatos, bizonyos korilmények kdzdargktes biokémiai hatasainak
megeértésehez. &tésziletben I&ypublikacio: T. Szabo-Planka, A.Rockenbauer, NN¥gy:
.versatile coordination modes in the copper(ll)—-l4-glihydroxyphenylalanine (L-DOPA)
equilibrium system at the physiological pH. An ESIRdy involving the 2D-simulation of
series of spectra”.



