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Az értekezésben éffordul6 roviditések magyarazata
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1. BEVEZETES

A fehérjevazban kotott hisztidin  imidazol-oldallanc az  elédleges
fémmegkdbhely a fémionok szamara. Szamos olyan fehérjéhgisnet ismerink,
amelyben hisztidin-oldallanchoz koordinalt fémiaatalunk, ilyenek példaul a
szénsav-anhidrazok, ,kék’-rézproteinek, hemoglobite akar a szuperoxid-
diszmutazok és a prion proteinek is. Bbkifoly6lag napjainkban Uj lendiletet
kaptak azon vizsgéalatok, melyek hisztidintartalméptidek komplexképaési
folyamatait vizsgaljak kulonbéz atmenetifém-ionokkal, mivel ezen komplexek
lehetséges modelljei lehetnek az enzim aktiv cewdnak, illetve a fehérje
fémmegkdbhelyének.

Munkank © célja a hisztidin-oldallancbeli imidazolnitrogénmint
féemmegkdbhely mélyebb megismerésére irdnyult kilonféle dgaartalma
peptidekben.

Ezt egyrészt az imidazolnitrogén, mint horgonydom@nulmanyozasaval
szerettik volna megvaldésitani tobbhisztidin-tartaimeptidek rézzel valé komplex-
képzdési folyamatainak vizsgalatan keresztil. A terdmsndaminocsoport
blokkoldsaval a hisztidin oldallanca jut horgongrephez, ezért vizsgélatainkhoz
termindlisan védett peptideket hasznaltunk. Eztazévolt fontos, mivel igy a
vizsgalt haromhisztidines peptidek a szuperoxidfditaz enzim aktiv
centrumanak a modellezésére is alkalmasak, ugyanisnzim rézkéhelyében
harom hisztidinoldallanc kerul kodzel térben egyne@sia hidligandum szerepet
betolbn kival). A kivalasztott két- és haromhisztidintemu peptidek
rézkomplexeit mutatja be a dolgozatéelésze.

Néhany fémion, miutdn egy horgonydonorhoz koorduhdtt, képes
elésegiteni a peptidkdtésben részivamidnitrogén(ek) deprotonaldédasat. Ezaltal
a fémion a fehérjevazhoz koordinélodik. Csak néldpsn példa ismert, melyben
a fémion nem csak a hisztidin imidazolag§jéhez koordinaldédik, hanem a
fehérjevdzhoz is. Ezek kozé tartozik a prion proés az amiloid prekurzor protein
(ennek egy része az amildidpeptid), az albumint is ide lehet sorolni, de ez
valamilyen szinten kivétel, mivel ebben nem csaknaizlazolnitrogén, hanem a
terminalis aminonitrogén is horgonyszerephez jut.

Masrészsl, célunknak megfeléen, az imidazolnitrogén horgonydonor
szerepét a fent emlitett prion protein peptidfragseével terveztik tanulmanyozni.
A prion protein egy sejtfelleti glikoprotein, mefginden emisben megtalalhato,
foként az idegsejtekben van jelen nagy koncentranidtdapjainkban nagy
figyelmet kapott ez a fehérje, mivel konforméaci@&nmegvaltozasa olyan
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idegsorvadassal jaré betegséget idéz mlely nem csak a kutatok szamara cseng
ismesen. Ez az atolthatd szivacsos ag§setvadas (prion betegség), vagy a
szarvasmarhdknal kergemarhakérként szoktak mégtemmli A szokasosndl
nagyobb figyelem oka az, hogy a fe&dtt marhahlis fogyasztasanak
kovetkezményekeént felmerllt az ember deftiésének lehésége, mely a prion
betegség emberbenétrdulé valtozatat idézi 8] a varians Creutzfeldt-Jakob-
kort. Mindmaig ismeretlen az az ok, mely a norméhérélsl a koros
konforméciéjut eredményezi. Nagy mennyisédkutatasi eredménynek a
kovetkezménye, hogy mara talan elfogadott az a hagdids, mely szerint a prion
fehérje normal allapotban megkéti a rezet. Az megetes, hogy a kéros forma
kialakulasa utdn nem csak a réz, hanem néhany efgygbkoncentracidja is
megvaltozik a sejtben. EbBb kifoly6lag a prion protein peptidfragmenseinek
vizsgalatai nem csak rézzel folytak, hanem egyébrtéi fémionokkal is.

Munkénk kezdetekor a protein octarepeat tartomanga joval szélesebben
tanulmanyozott volt, mint az azon kivuk&sEzért a ligandumok kivalasztasakor a
96. és a 111. helyzetben &tisztidinek kérnyékének modellezésére fektettilk a
hangsulyt. E peptidek vizsgalatainak eredményeifaalalkozik a dolgozat
masodik, egyben nagyobbik része is.



2. IRODALMI EL OZMENYEK
2.1 A vizsgalt fémionok koordinacios kémiaja és biologii szerepe

A réz biolégiai szerepe igen jeléshek mondhatdé. A vas és a cink utan a
legnagyobb mennyiségben 6frdulé 1étfontossagl nyomelem az emberi
szervezetben. Fehérjékhez valé nagy affinitdsa tmiétproteinekben kotve
taldlhatiuk meg az &l szervezetben. Funkciéjuk a réz szallitasahoz
(ceruloplazmin), taroldsahoz (metallothionein), etile redoxi folyamatok
kataliziséhez kapcsolodik (szuperoxid-diszmutdzadgidazok, oxigenézok,
elektron-transzferproteinek). Ezekben a réited +2, illetve +1 oxidacios
allapotban fordul &. A réz(ll)ion peptidekkel tetragondlisan torzukt@éderes
térbeli szerkezét komplexeket alkot, a torzulds a Jahn-Teller hatas
kdvetkezménye. A 3d-atmenetifémek kdrében kiugrineelinamikai stabilitassal
rendelkeznek  komplexei, amit az Irving-Williams sorszemléltet:
Mn(ll)<Fe(I)<Co(I)<Ni(Il)<Cu(ll)>Zn(I1). 2

A nikkel Iétfontossaga az ember és a gerincesdkleme kérdéses, am fontos
szerepe van szamos novény és baktérium szamaiakétartalmu enzimekdbb
tipusai az ureadzok (karbamid hidrolizisét kataj@dl| a hidrogendzok (a hidrogén
€s az oxigén vizzé vald atalakuldsat katalizaljadinellett érdemes még
megemliteni a koenzim kret, illetve a metil-S-koenzim-M reduktazt (a
széndioxid metanna valé atalakulasdban vesz rédiy).az utdbbi két esetben a
nikkel +1 oxidacios allapotban van, addig az enkimémeében +2-es nikkelt
taldlunk. Ez utébbi koordindcos kémigjat tekintvktag@deres és siknégyzetes
térbeli szerkezét komplexeket alkot (ritkan tetraéderes). A hatosrlmacios
szamu oktaéderes komplexek paramagnesesek, viszarégyes koordinacios
szamu siknégyzetes komplexek mindig diaméagnesgsloulsaguak.

Bar koordinaciés kémiai szempontbol nagy hasonkitsagutat a Zn(ll)-, a
Co(ll)- és a Cd(ll)-ion, élettani hatdsuk teljesdilonbds. Komplexeik
termodinamikai stabilitdsa igen hasonlo. Szterea&jik tekintetében zémében
oktaéderes és tetraéderes komplexeket alkotna&dimikm esetében mérete miatt
az oktaéderes a preferalt). A lagyabb kardkt@rard-soft elmélet) kadmium
kifejezetten toxikus az emberi szervezet szdmarakoBaltnak van biologiai
szerepe, elisorban a B-vitamin és a B-koenzim kerul emlitésre az irodalomban.
Az utdbbinak a C—C kotés atalakitdsaban van szefepmk a masodik helyen all
(a vas utdn) a létfontossdgu nyomelemek korében zervezet atlagos
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cinkmennyiségeét tekintve. Alapvein kétfajta szerepet tolt be, az egyik az
enzimaktivatori (szénsav anhidraz, karboxipeptid@z)masik a szerkezetalakito
(cinkujjak és egyéb transzkripcios faktorok, amklgeDNS-hez kdtdve aktivaljak
azt).

A 3d atmenetifémek kdzott a kobalt(ll) utan a clijkés a mangan(ll) képez
a legtobb tetraéderes szerkéizkomplexet, ezenkivil az utébbi ugyancsak képez
oktaéderes komplexeket is. Nyomelemként a mandéntjs szerephez jut azél
szervezetben. Megtalalhaté a Mn-tartalmi SOD-okal&aok, peroxidazok aktiv
centrumaban, légzési enzimek kofaktora, ezenkizélkezetalakitdé szerepet is
betdlthet (lektinek).

A +2 oxidaciés Aéllapota palladium kizarolag sikngegfes, diamagneses
komplexeket alkot. Az emlitett fémionok kdrébenegrilagyobb mértékben bir
"soft” tulajdonsagokkal. Eb# kifolyolag “kedveli” a S- és a N-donorokat,
kiugréan nagy termodinamikai stabilitdsi komplexekeepezve. Kinetikai
szempontbol komplexei a két sz€lhatar, a labilis és az inert kozotti képzelt
egyenes kozepe tdjara takletvalamelyest az inert felé tolva (némiképp lassu
csere). Biolégiai szempontbdl nincs jelés#ge olyan értelemben, hogy a® él
szervezetben természetes korulmények kozott nermdulfoeld, 5t mérged.
Komplexei leginkdbb elméleti szempontbdl érdekeselgy stabilitasuk miatt,
esetleges meérgezések, illetve platinakomplexek shagchanizmusanak
feltérképezésére lehetnek alkalmasak.

2.2. A peptidek komplexkémiai sajatsagai

Korabbi kutatadsok eredményeként napjainkban mamaegadsszefoglalo tnis
rendelkezésiinkre all a peptidek és fémionok koleatisat illeten®” Az emlitett
kozlemények zoéme a réz(ll)-, illetve a nikkel(Ihickomplexeivel foglalkozik.
EzekHl a peptidek néhany A&ltalanos koordinacios kémiagjatsagara lehet
kovetkeztetni.

Egy peptidet vizsgalva, amely nemkoordinalodé ddohmlokat tartalmaz,
4 fajta funkcidés csoportot taldlunk, amelyek fémikboacio szempontjabdl
fontosak lehetnek: amino-, karbonil-, amid- és kailatcsoport (. &brg.
Irodalmi adatok bizonyitjak, hogy a karboxilatcsdpegyfogu koordinalédasa
kovetkeztében igen gyenge horgonycsoportnakssiifi! (blokkolt N-terminalis
rész esetén). Onmagadban még ennél is gyengébb fiitileely a
karboniloxigén, koordinécidja a fémionhoz abbaneaetben valosul meg, ha a
fémion egy horgonydonor segitségével koordinal@iigandumhoz, és ezaltal a
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karboniloxigén kelatkégiz helyzetbe kerif? ennek a koordinaciés médnak a
kialakulasa jellemz az atmenetifém-komplexekre savas kézegbrélfrg.'"
Altalanosan is megallapithatd, hogy a terminalisnaesoport igen j6 horgony,
azaz stabil kotést alkot a fémionnal és oldatbaijatazt, ennek kdvetkeztében a
fémion képes indukalni az amidnitrogén deprotoréddtl Az amidcsoport kis
bézicitdsa miatt ugyanis koordinacidja csak az aitriogén deprotonaldédasa utan
valésulhatna meg (ami a szabad ligandum esetén pHfolbtt van). Az
amidnitrogén deprotonalddasat az egyspaptidekben csak néhany fémion képes
elésegiteni, ezek a Pd(Il), Pt(Il), Cu(ll), Ni(ll) ésu(lll), illetve néhany szokatlan
oxidacios szammal rendelkezz a sor azonbaréWilhet az oldallancokban jelen
lévé donorok hatdsara. Erdemes megemliteni, hogy a rdsmportok
komplexkémiai karaktere a fémion termeész#tistfligg.

lcl) . R, NH-CH—COO'
y CH—
+H3N*<CH—C—NH>~CH—C/ S R
| NNy H.N, O
X Ry R
M
1. dbra. Egy peptid altalanos 2. abra. Savas kbzegben ki
szerkezeti képlete [ML] " komplex szerkezete (L: egy
dipeptid)

Abban az esetben, ha tébb amidkétés van a peptidbgid ndvelésével azok
deprotonalédnak és koordinalédnak a kozponti féhian ezaltal stabil csatolt
kelatrendszert hozva létre3.(Abrg, amely meggatolja a fémion hidrolitikus
folyamatainak a megindulasat.

SNE, N
CH
ooc” R,
3. abra. Egy tetrapeptid [MLH]* komplexének szerkezete

Abban az esetben, ha koordinalédé oldallanc varigben, az nagyban
noveli a fémion—peptid kdlcsonhatas sokgzéyét. llyen oldallancbeli donoratom
lehet az imidazolnitrogén (His), tiolkén (Cys), lbaxilatoxigén (Asp, Glu) és a
tioéterkén (Met). Munkank szempontjabdl a hisztigitalma peptidek jatszanak
meghataroz6 szerepet, ezért a koveikeddfejezetekben az e témakdrhoz
kapcsolddé irodalmat tekintjik at.



2.3. Hisztidintartalma peptidek komplexkémidja

Metalloenzimekben a hisztidin aminosav meghatarezérepet jatszik a fém
koordindloddsa szempontjdbdl. Sok esetben az ekamagy fehérjék rendellenes
mitkddéséneél a fémion hatdsa nyilvanvald, viszont hogys torténik valdjaban
(fémion szerepe), azt egyértélem nem lehet megmondani. Ehhez tudnak
benninket kozelebb vinni az erre iranyuld vizsglat nevezetesen a
hisztidintartalmu peptidek, illetve fémionok kdzZotkdlcsbénhatasok athatd
tanulmanyozasa. A kutatasok azt mutatjak, hogyrapkexképsdés nagyban fligg
néhany tényeidsl, ilyen a fémion természete, a fémion/ligandum ngraa
hisztidin-oldallancok szdma é$ldg a hisztidinnek a peptiden belll elfoglalt
pozicioja, illetve a szabad vagy blokkolt aminocstpEnnek megfeléen ezen
irodalom attekintését tobb alfejezetre bontva taljgk.

2.3.1. Szabad terminusu hisztidintartalma peptidekémkomplexei

A hisztidint tartalmazé peptidek komplexeit behatéanulméanyoztaksfeg Cu(ll)
és Ni(ll) fémionokkal, ezen kivul tobb 0Osszefogladdi is rendelkezésiinkre
all.*> " Ezért az irodalmi attekintésben e fémionok kapmedyobb hangsulyt.

2.3.1.1. Egy hisztidint tartalmaz6 peptidek fémkomfexei
Réz(l1)- és nikkel(ll)komplexek

Mivel a réz és a nikkel valamilyen sZinbhasonlésagot mutat e témakorben, ezért
érdemes e fémek komplexeit egyutt targyalni.

Dipeptideknél az N-terminalis hisztidin, illetve igbpeptideknél az
1. helyzetben talalhaté hisztidin jelenléte e kéhliett fém komplexeiben
hisztaminszer koordinaciot eredményez.(abrg. Jelends irodalmi hattér all
rendelkezésinkr&* a kialakul6 komplexek 0Osszetétele és szerkezete a
fémion/ligandum aranytdl fiigg.
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4. dbra. Az M(ll) — HisGly rendszerben (1:2 arany) képld [ML ,] komplex szerkezete
(hisztaminszdf koordinaciéval, M: Ct, Ni*")

A nikkel(ll)komplexek esetében ez a stabilis 6-taglat képes megakadalyozni az
amidnitrogének deprotondlédasat, fémion/ligandurangol fliggen [NiL] és
[NiL ;] komplexek képadnek a HisGly, HisM&f! és HisGlyGN* ligandummal.

A réznél viszont ez a kelat csak hatréltatja azdaitiogén deprotonalédasat: a
HisGly ligandum esetében ~1 pH egységgel feljelja taz oligoglicinek el§
deprotondlt peptidnitrogénjéhez képest. 1:1 ardnytd 6 korul [CuylL,H_j
Osszetétdl dimer szerkezet alakul ki, amelyben a rézionhbigaadum az amino-,
amid- és karboxilatcsoportokon keresztul koordidédollyenkor a réznek marad
egy szabad koordinéciés helye, ide egy masik [CulLlgység hisztidin-
oldallancbeli imidazolnitrogénje koordinalodik. Hasbb peptideknél sztérikus
okok miatt nehézkessé valik a kizar6lagos dimerizaégy monomer/dimer
egyensuly alakul Kf¥ 1:2 fémion/ligandum aranynal a nikkelhez hasonl@an
réznél is [Cul] biszkomplex képédik (4. 4brg. Ezenkivil nagyobb pH-n a
kovetkes amidnitrogén(ek) deprotonélédasa is lejatszodhanint azt a
HisSerAspGlylleuNH esetében tapasztaltak. LeguUjabb elemzések a cu(ll)
HisXaaXaa (Xaa = Gly vagy Ala) rendszerekben CEksumok alapjan a két
ligandum kozotti nemkovalens avagy sztérikus katbsiast mutattak ki a rézion
koordin&cios szférgjdban ([CelLkomplexre vonatkozdan), ami magyardzza a
szokatlanul nagyAem. értéket? A Cu(ll) — HisValGlyAsp rendszerben a
HisGly-vel ellentétben nem kédik dimer részecske. 1:1 aranynal az pNN;y,
COQ] kétésmodot az [NH Ny, N, COQ], majd az [NH, 2N, COQ] valtjak,
mig ligandumfeleslegnél fiziologias pH-n  biszkomple az  uralkodé
(hisztaminszet koordinaciévalf*?

A 2. helyen hisztidint tartalmazé peptidek esetélatretiség van (5,6)-tagu
csatolt kelatrendszer kialakulaséra, ez az JNN-, Ni,] tipust koordin4cios
moddal valik lehetségessB. @brg. Ezt a GlyHi§"*! ligandum réz(Il)komplexe
esetén sikerllt 8sz6r kimutatni. Ugyanilyen koordinacioju stabili€JLH_]
részecskét mutattak ki szdmos mas, 2. helyen tiisztiartalmazd peptid esetén:
AlaHis, AlaHisAla, GlyHisGly?¥ GlyHisLys!® GlyHisGly***"! GlyHa"®® és
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AlaHa* valamint tobb rontgendiffrakciés szerkezetvizsgata alatamasztja a
[CuLH_y] komplex létezését®3? A komplexnek van még egy szabad koordinaciés
helye, amelyre egy masik ligandum egyfoguként kéaesdinalédni az amino-
vagy imidazol-nitrogénjén keresztil. A 2. pozicidbEv hisztidinnek is van
élettani vonatkozasa, mivel a GlyHisLys a humarvetgk novekedéséért febal
peptid, aktivalasa a Cu(ll) koordinalédasaval vapdsolatban. Az imidazolil-
oldallancon kivil egyéb koordinalédé oldallancotastalmaz6 peptidek esetében
mas koordinaciés modok is megjelenfék.

0 o)
CH —c// COO- CH —c// COO-
;N N/
HoN N—CH Os N _N—CH
cut \CH | e \CHz
2 CH, \‘N
N NH;
8 8
NH ] NH .
5. abra. A Cu(ll) — GlyHis 6. abra. A pu(ll) — GlyGlyHis
rendszerben képdsé [CuLH_] rendszerben képdé [CuLH_,] komplex
komplex szerkezete szerkezete (albumin modell)

A Ni(Ihion hasonléan viselkedik a rézhez, azz&gbnbséggel, hogy kisebb
meértékben képes az amidnitrogén deprotonalédaéaegiteni, igy az nagyobb
pH-n megy végbe (pH 6-7, mig a réznél pH 4). 1lribd/ligandum aranynal,
lugos pH-n a negyedik ekvivalens lugfogyas séardatisgiknégyzetes komplex
megjelenését eredményé&Zl.

Azok a peptidek, amelyek harmadik helyen hisztidaminosavat
tartalmaznak, az ,albumin modellek”, altaldnos ké&pk XaaXaaHis, illetve
XaaXaaHisXaa. Az emberi szérum albumin N-terminus&alalhaté
peptidszekvencia az AspAlaHis, amely kivalodtigly a Cu(ll)- és a Ni(ll)ionok
szamara. Az albumin a vérplazmaban a legnagyobbnysfgben éfforduld
protein, feladatai kdzé tartozik a réz- és nikkadib szallitasa, valamint a
nikkel(ll)ion koordinalédasa ugyanezen szekvencidhktivalja a nikkelallergiaért
felelés antigént. Ezenkivil ennek az XaaXaaHis szekvemkidmég szamos
élettani vonatkozéasa van: HP2*! (a human protamin amino-terminalis része), a
SPARC peptidfragmen88 (Secreted Protein, Acidic and Rich in Cystein),
valamint képesek a DNS-lanc szekvenciainak a feliésere, illetve specifikus
hasitasard’. Sok kdzlemény all rendelkezésiinkre az aloumimartérminusanak
modellezésével kapcsolatb@h®®*! Minden esetben a réznél és a nikkelnél is a
nagy stabilitasu [MLH;] részecskét irtdk le, amelyben a megvaldsuld koaoibs
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mod [NH, 2N, Ni] (6. abrgd. Az amidnitrogének deprotondlédasa kooperativ
modon megy végbe, igy egyidig képsdik a harom kelatgyrit (5,5,6)
tartalmazé csatolt kelatrendszer, ami a kiugroamy natabilitdst biztositja.
Nikkel(Ihkomplexek esetében térbeli szerkezetsilthgyeltek meg (oktaéderes
paramagneseéb siknégyzetes diamagneses komplex Kdjd, valamint a
rézkomplexekhez képest nagyobb pH-n megy végbe auedndrogének
deprotonal6dasa. Tobb kristalyszerkezet-vizsgatat alatdmasztotta a 4N-es

kotésmodot.
o
N
Nc_ _GH, Ve
/ NH \"_o CH,—C olele}
/CH2 C\ /
HN /NH OQC/N \\ 3 N_CH
S~ 2%
\ ¢O ® CH—COO- —_— | CU N CHZ
c <l CH, “
/ Cu2+ \ °N N
CH, CH, | /o
N . Ce
NH '/\' \ 0" CHz “NA
Q NH2

7. abra. A Cu(ll) — GlyGlyGlyHis rendszerben kéfds [CuL] makrokelat (savas
kbzegben), illetve a ligos kdzegben kigiiz[CuLH_3] komplex szerkezete

Ha a peptid a hisztidint az N-terminustél szamitwtgyedik, vagy annal
tavolabbi pozicidban tartalmazza, a megjélénordinaciés modok az alabbiak.
Makrokelat szerkezét komplexek az wuralkodé részecskék a savas pH
tartomanyban 1. abrg, e komplexekben a terminalis aminocsoport és az
imidazolnitrogén koordinalddik, illetve emellett méaz aminocsoporttal
kelatképs helyzetben lé¥ karboniloxigén is koordinalodh$f! A makrokelat
stabilithsa a gyi méretének novekedésével csokken. A pH novelésazel
amidnitrogének 1épégetes deprotonélédasa megy végbe mind a nikRetmjnd a
rézkomplexek esetéb&i?® ezaltal [MLH4], [MLH_)] és [MLH.j 6sszetétei
komplexek képé&dnek. Az irodalomban ellentmondasossagot talalurk a
amidnitrogének deprotonalodadsanak iranyat et Nevezetesen, egyes
kozleményekben az aminonitrogént k@eamidnitrogének a C-terminus irdnyaba
haladva deprotonalédnak, mig méasok a hisztidinsttiel amidnitrogén
deprotonalddaséarol szamolnak be (N-terminus felladva). Az dsszefoglalo
kdzlemény a kisebb peptidek (penta-, hexapeptided@tében a [Nj 3N]
koordinaciés modrdl szamol be (C-terminus felé thadadeprotonalédas), mig a
nagyobb peptidmolekulaknal a;j\N3N-, ]-rol.M



Cink(I-, kobalt(1)- és kadmium(ll)komplexek

E harom fémion biologiai jelebsége meglehésen kilonboziklasd 3.0ld.), am
komplexeik hasonlésaga miatt feltétele#hdtogy a két mérgézfémion (Co(ll),
Cd(ll)) helyettesitheti a legkevésbé toxikus cink&z a hasonlésdg abban
mutatkozik, hogy az egysZepeptidekkel alkotott komplexeik kis stabilitastak,
pH 5 felett az oldatban [amino-, karbonil-] kbtéstrallakul ki, azonban ha a pH
eléri a fémion hidrolizisének tartomanyéat, a fémiehidrolizal (nem torténik
amidnitrogén-deprotonal6ddsy. Kobalt esetében az [amino-, karbonil-]
kotésmaodon kivul pH 10 korul az amidnitrogén depmatddasarol is beszamolnak
a kobalt(ll) — GlyGly rendszerben, &m ez oxigénrasrkdrnyezetben értefidA
szerdk megemlitik, hogy a koordinal6dé oldallancot neartdlmazo6 peptidekben
az amidnitrogén deprotonalodasét a cinkkel elleetéta kobalt(ll)ion azért tudja
indukalni, mert esetében kicsivel nagyobb az eniajenyereség a ligandumtér-
stabilizacio miatt, illetve mert kisebb a hidrotizajlamd’

Ez megvaltozhat, ha a ligandumok hisztinoldallaatokartalmaznak. A
h&arom fémion kozil a legtébb kdzlemény a cinkkomekdel foglalkozik. Az a
kovetkeztetés vonhato le, hogy a cinkionidukalttpytrogén-deprotonaldédas a
hisztidinnek a peptidben elfoglalt poziciéjatol §igA masodik pozicibban lév
hisztidin van kiemelt helyzetben amid-deprotonadgddizempontjabdl, ugyanis
ezeknél a ligandumoknal figyeltek meg cinkion altatukalt amidnitrogén-
deprotonalédast. Ebben az esetben az ,[NH N;;] koordinécié valosul
meg™#5% Ha a hisztidinek az egyes vagy a harmas helyzetlaemak, a
terminalis aminonitrogén és az imidazolnitrogén riimaciéjardl irnak
(HisGlyGly, GlyGlyHis, HmSHmMSHis-Nk).?>***I Ezzel 6sszhangban a Zn(ll) —
HisValGlyAsp rendszerben a hisztaminsdzkoordinacio a meghataroz6 (mono- és
biszkomplexek képidnek). Lugos pH-n ez a kdtésmod nem tudja megayazidil
a fémion hidrolitikus folyamatainak a megindul&84t.

Kobalt(ll) esetén az amidnitrogén deprotonaléddsésaamolnak be
7,2-es K-val (GlyHis ligandum oxigénmentes koérnyezetb®n)A Co(ll) —
GlyGlyHa rendszerben fiziolégias pH-n az [WH,] kdtésmoddu, makrokelat
szerkezdt [CoL] komplex van jelen, mig nagyobb pH-n két peptrogén is
koordin&l6dik®®

Kadmium(ll)ion &ltal indukalt amidnitrogén-deprotdadast nem sikerdlt
kimutatni sem hisztidin-oldallancot, sem méas kooéthdd oldallancot tartalmazo
peptidek komplexeibefi*®”
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Palladium(Il)komplexek

A palladium(lion a legalkalmasabb az analég piatil)komplexek
modellezésér8? Ezt arra alapozzak, hogy kémiai sajatsagaik (saftkteriik),
komplexeik sztereokémiaja és 0Osszetétele nagyoronhigs ugyanakkor a
palladdium(ll)ion ligandumszubsztitlcidos reakcidinakebessége mintegy o6t
nagysagrenddel nagyobb, mint a platinai6léEz segit az antitumor hatasu
platinakészitmények hatasmechanizmusanak feltézkégben. Ugy vélik, hogy
ezen platinakészitmények nem csak a rakos sejteR-lBhcadhoz koordinalodva
allitiak meg azok replikacigjat, hanem a normal immaikodést is felboritjak.
Mivel az enzimekben a hisztidin kiemelt helyzethm, nagy jeleritsége van a
hisztidintartalmu ligandumok eziranyu vizsgalat&ina

A Pd(Il) peptidkomplexeivel kapcsolatos irodalm#ekintve megallapithato,
hogy a kbzlemények szdma viszonylag nagy, am digateményekbl, amelyek
oldategyensulyi vizsgalatokrdl is beszamolnak igakckevés van. Ennek az az
oka, hogy ezen komplexek kiugréan nagy stabilitésia Pd(ll) a legnagyobb
meértékben seqiti &laz amidnitrogének deprotonaldédasat, ezért a kowmplenar
er6sen savas pH-n kialakulnak. Ebkkifolydlag a termodinamikai paraméterek
meghatarozasa hagyomanyos technikak segitségéwetményezett. Ezen kivil a
fémion hidrolizisre valo hajlama is akadalyozzaoliategyensulyi vizsgalatokat.
Mar eiésen savas oldatban (pH ~ 1) és kis fémion-konceintrdl is képédnek
hidroxokomplexek. Nagyobb pH-n (pH > 2) tébbmagészecskék képenek,
rdadasul a folyamat nem egyensfiyf® Egy, a koézelmultban megjelent
kozleménybel®! arrél szamolnak be (kutatécsoportunk eredményay ti-, tri-
és tetrapeptidek Pd(l)komplexeinek a termodinamikaramétereit sikertlt
meghatarozni a szdilz altal kifejlesztett indirekt (kompeticiés) modsze
segitségével. A mbdszer lényege, hogy kloridioengtében a peptidligandum
verseng a fémionért. Mivel a kloridion viszonylaggy stabilitAsi komplexeket
képez a palladiummal, ezért a peptidkomplexek &@@ze a nagyobb pH-k felé
tolodik, ahol mar biztonsaggal hasznalhaté a pHdimetRaadasul a fémion
hidrolizise is visszaszorul.

A Pd(Il)ion nagymérték hidrolizishajlama miatt az irodalomban jobbéra
olyan rendszerek vizsgélataval taldlkozunk, amddgeka palladiumnak csak egy
vagy két szabad koordinacios helye van, azaz mdteive bifunkciés palladium-
komplexionokrél van sz6. llyenkor a fémion koordiits helyeit részben
blokkoljak esen koordinalodé ligandumokkal, melyeknek koordidiac a
meérheb tartomanyban pH-figgetlen. llyen ligandum lehebmma, dien, en és
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pic7®® Ezen kiviill a kiindulasi palladium sok esetben &ntedrakloro-palladat
komplexe.

llyen palladdium-komplexionokkal vizsgéltak az alébbisztidintartalmu
ligandumokat is: HisAla, HisGlyAla, ProGlyAlaHis,i$ProGlyAlaHis®™ Az els
két ligandum esetében a hisztidin adidiglyen all a peptidben, ezért komplexeik
koordinacios maédjai nagyon hasonléak. Az egy kawadios hellyel rendelkéz
Pd(dien§*-nel alkotott komplexeiben mar pD 3 kériil az imidemtrogéneken
(N(1), N(3)) keresztili kotésmdd valésul meg, inddiidas szerkezetet hozva
Iétre (8. 4bra)

+H3N—|CH—C—NH—CH—C—O' Cl., NHp~CH—C—NH-CH—C—OH
CH, CH, _pd?" CH, CH,
cr ‘N
(dien)PdZt---N” N 4 \
NH
===N-----Pd(dien)?*
. . _
8. abra. A Pd(dien]" - HisAla ) 9. 4bra. A PACL? — HisAla rendszerben
rendszerben savas kdzegben kialakuld kialakul6 komplex szerkezete

imidazolhidas komplex szerkezete

A PdClL*-ion esetében az imidazolnitrogén deprotonalédassy reavasabb
tartomanyban (pD 1,5) jatszédik le. Amino- és imzidlaitrogénen keresztili
kotésmodot irnak le, mely 6-tagu kelatot eredmény@zabrg. Egy UGjabb
ekvivalens ligandum hozzdadasa nem eredményezzaatioazaz nem kéfdik
biszkomplex. A szefik azt feltételezik, hogy az éldigandum koordindlédasa a
Pd — ClI kétés megésodését eredményezi. Lugos tartomanyban a ligandbbi
potencialis  fémmegkéhelyéhez  (N(1)-imidazolnitrogén, amidnitrogén,
karboxilatoxigén) is k@idik a komplexion, ezaltal oligo- vagy polimer szezkti
oldhatatlan részecskék képinek. A PACF~ komplexeivel hasonlé koordin4cios
mod kialakulasat figyelték meg a Pd(@mjomplexeiben savas pH-n, mikézben a
kiindulasi komplexion két szabad koordinaciés hellyendelkezik az ér6h6z
képest’™

A ProGlyAlaHis ligandum esetén Pd&liont hasznaltak. A szefk arrdl
irnak, hogy a rézzel és a nikkellel ellentétben m@pasztaltak a ligandum egyfogu
koordinalodasat, mar igen savas pH-n (pD 1,2) mnead-szerkezetet
azonositottak NMR spektroszkopias mérések segitebgé&bben a prolin
imincsoportjanak, illetve az imidazolgi nitrogénjének (N(1) vagy N(3)) a
koordinacigjat irtak le (koordinacids izomerek kégrzek). Kicsivel nagyobb pH-n
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(~ 3) a haromnitrogénes részecske az uralkodo. 18labe N(3) koordinaciéju
izomerhez képest, ebben a hisztidin amidnitrogésjekoordindlva van. A
kdvetked deprotondlédasi lépésen mar csak a karboxilatcsoport koordinalodéas
nélkuli deprotonalédasarol szamolnak be. Nagyobb-npkpD 5,8) polimer
részecskék képanek, és mivel az atrendaes nagyon lassu, ezért ebben a pH-
tartomanyban mar nem hasznaljak a potenciomeli#&taz egyetlen kdzlemény,
amelyben egyensulyi adatokat is kdzolnek hisztatatmu peptidekil, ami azért
hasznos, mert ezek Osszeveiketmas fémionok komplexeivel, valamint a
Pd(I)komplexeinek stabilitdsat is 6sszehasoniftaf’ Ugyanezen ligandum
(ProGlyAlaHis) azonban a monofunkciés Pd(dfémel alkotott komplexeiben
savas pH-n komplexfémion — imidazolnitrogén (N(Bgy N(3)) koélcsdnhatés
valésul meg, mig semleges pH-n midkét imidazolbiéogénhez kapcsoladik egy-
egy Pd(dierf) egység, imidazolhidas szerkezetet alkotva.

A HisProGlyAlaHis ligandum komplexeit nem a koOvetkefejezetben
targyaljuk, mivel a palladium esetén ez az egyetgsgalt tdbbhisztidines
ligandum, illetve a konnyebb 6sszehasonlithatés&gna fogva, ugyanis a
hisztidint tartalmaz6 részek szeparalt, egymadigigétlen modon viselkednek,
komplexeik hasonléak az egyhisztidines ligandumokél HisProGlyAlaHis-béli
His(5) azonos madon viselkedik a ProGlyAlaHis-Bétiztidinnel a Pd(diefi}-nel
alkotott rendszerben, mig az N-terminalis His(1) HisAla, HisGlyAla
ligandumokhoz hasonléan: két Pd(dén)egység az imidazoldyiihoz
kapcsolodik. A kéthisztidin-tartalma ligandum korepkép®dését mas palladium-
komplexionokkal (PdGF™ és a bifunkcios Pd(efl) is vizsgaltak. A két rendszer
egyforman viselkedik. pD < 1,5-nél a palladium azireo- és imidazolnitrogénen
(His(1)) keresztil koordinaldédik. Nagyobb pH-n maémdellett a His(5)
oldallanc&hoz val6é koordinal6das utan az amidnéneghez valé koordinaciét is
feltételezik!’?

A Pd(ll) — GlyHis rendszerben az [NHN', Ni,] kdtésmaodot irtak le, majd
pH 9,6 korul pirrol-deprotonalédast koveh imidazolhidas — struktdrat
valosziriisitenek®

2.3.1.2. Tobb hisztidint tartalmazo peptidek fémkorplexei

A legegyszeibb kéthisztidines peptid a HisHis. pH 4 koril [CULékszetétdd

komplexet alkot a rézz&F" amelyben hisztaminszekoordinacié valésul meg:
[NH2, Nin]. pH 5-6-ra a GlyHis-nél (%bra, 8. old) is megfigyelt koordinaciés
mod alakul ki: a kézponti fémion az amino-, amid & masodik helyen allé
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hisztidin imidazol-nitrogénjéhez koordinalodik. pHkordl [Cyl,H_;] 6sszetétd
dimer szerkezétkomplex kép#dik (10. abrg.

CoO O
S,

H,C N CH—CH, /NH
/o HN CU2+--N/
T --NH, 2 7
HN—J N H,C CH /N\ _CH,
o CH
Tk
e} COO
NH
10. &bra. A Cu(ll) — HisHis rendszerben kéfd6 [(CuLH_,),] dimer részecske
szerkezete

Az adott szekvenciahoz tovabbi aminosavakat ilesz(HisHisGlyGly"*) a
koordindcios moéd valtozatlan marad. A nikkel(ll)adn szintén indukaljdk az
amidnitrogén deprotonélédasat a HisHis ligandumbedanben a cink(ll)ion nem,
esetében hisztamins#erkoordinciét irtak le (a HisHis védett szarmazékai
esetében sem tapasztaltak amiddeprotonald@dst). A HisGlyHisGly*""
ligandum réz(l)komplexében fiziolégias pH-n a GlyBis-nel megegyex
koordinaciés maddot taladlunk, nevezetesen az ,alhumodellek”™hez hasonléan
[NH,, 2N, Nim] donoratomok koordindlodnak. Az emlitett HisHisGly és
HisGlyHisGly ligandumok cink(lDionnal valé kompl&gpzdési folyamatait is
vizsgaltak, amelyet'H NMR segitségével kovettek nyomon. Az utébbi
ligandumndl hisztaminsziérkoordinaciot mutattak ki, viszont azébbinél a
hisztaminszer koordinaciot nagyobb pH-n egy masik koordinacid@gimaltja fel:
a Zn(ll)ion az amino-, az amid- és a His(2) imidazitrogénjéhez koordinalddik,
mig a fennmaradd negyedik koordinaciés helyet eggiknilyen HisHisGlyGly
komplexnek az imidazolnitrogénje foglalja el (HH(T® A hisztidinek poziciéit
megvéltoztatva a GlyHisGlyHis ligandumot kapjuk, edyn eléggé bonyolult
médon reagél a réz(ll)ionn&f! A tetragonalis [CuL] komplex, amelyben GlyHis-
szefi [NH,, N7, Ni,] koordinacié van, pH 6 korll négyzetes piramisoshH at,
amikor a [CulLH;] komplex képadik a His(4) imidazol-nitrogénjének
deprotonalddasa és axialis koordinalodasa koveikent Tovabbi atrendédés
pH 7 kordl torténik, a kdvetkézamidnitrogén deprotonalédasakor az kiszoritja az
imidazolnitrogént az ekvatoridlis sikbdl, torzuiigbnalis bipiramisos szerkezetet
hozva létre ([NH, 2N ek + [2Nim]ax)-

Az EVHHQK-NH, (11-16H¥” peptid és hosszabb analdgjai (11-20H,
11-28H* az emberi amiloi§ peptid fragmensei. N-termindlis részikk az
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»=albumin modellek™nél is megtalalhaté szekvendidttalmazza, igy talan nem
megle@, hogy pH 4,5-10,5 kdzott rézzel a tipikus koordivd modot talaljuk:
[NH;, 2N, Ni]. Ugyanez a donoratomcsoport koordinalodik a HisNsaesetében
is a Cu(ll)-hez, ezt megitéen kisebb pH-n hisztamins#er valamint
[Nim, NH,, Ni] koordinaciét irtak le, amely egy makrokelatottastalmaz®”! A
HisValHis komplexképddési folyamatait cink(ll)-vel is vizsgaltdk! Kisebb
pH-n a réz(ll)komplexekkel megegyekoordinacios modot talaltak, mig lugos
kézegben nem torténik amidnitrogén-deprotonalddaésyyes-hidroxokomplexek
képzdésébl szamolnak be.

A HGHGHGHG ligandum kdlcsonhatasat kulonbozfémionokkal
tanulmanyoztdf?, és azt talaltak, hogy a réz(ll) pH 5-nél mindégyoldallacbeli
imidazolnitrogénen keresztll koordinalodik. Ezt atelk a nikkel(ll)-nél is
(siknégyzetes komplex), viszont nagyobb pH-n a eéetében amidnitrogének
deprotonaldodnak, mig a nikkelnél ezt nem tapasialtEzzel egyitt
megallapitottak, hogy a linearis peptidmolekulaekeza fémionok kulonbdz
mértékben képesek arra késztetni, hogy egy bizongobeli elrendeiiés
alakuljon ki (az N,-hezval6 koordinalddas altal) és ez a képesség az iatéhd
szerint valtozik: Cu(ll) ~ Ni(ll) > Cd(ll) > zZn(ll) A nikkelnek kiugré szerepet
tulajdonitottak, mivel a réz nagyobb pH-n az antidigénhez is koordinalddik,
ami korlatozza ezt a képességét. Ezzel szemben a
HRHRHEQQGHHDSAKHGH® és a SerHisHisLys-Nff* esetében, amelyekben
1. és 3., illetve 2. és 3. pozicibban vannak atidisek, az albuminhoz hasonlo
koordinéacidos médrol szamolnak be, azaz itt az aimayének is deprotonalédnak
a Ni(ll)komplexekben.

Réz(Il)- és nikkel(Ihkomplexek képaését vizsgaltak a HGGGHGHGGGHG
peptiddel i$%® Mind a két fémion indukélja az amidnitrogén depratiédast. 1:1
arany esetén a ligandum N-termindlis végét része&inyben a fémion. A
koordinaciés mod a fémion/ligandum arany és a pifjf@nyében valtozik. A réz
esetében 1:1 ardnynal a makrokelatszerkezetetl{HId{s(5)) az [NH, 2N, Nin]
koordinacios madd valtja fel, mig 2:1 aranynal atigum két rézion megkotésére
képes. Nikkel esetében lugos pH-n [3Nin] koordinacio alakul ki, sem az N-
terminalis hisztidin (His(1)), sem a His(7) nem xagszt a koordinacidban, és
fémionfelesleg esetén szintén két nikkeliont kémegkotni a peptidmolekula. A
TLEGTKKGHKLHLDY peptid rézzel valé kdlcsdnhatas&ntulméanyoztak UV-
Vis spektrofotometridas, CD, ESRH NMR és ®C NMR spektroszkopias
modszerrePP® Azt talaltak, hogy a koordinécié az imidazolnitéogken kezstik,
majd nagyobb pH-n az amino- és amidnitrogének isztrévesznek a
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koordinaciéban. A szebk egy adott Osszetétel részecskéhez tobbfajta
koordin&ciés modot is javasolnak.

A fentieklsl latszik, hogy minden esetben, amikor a fémion az
amidnitrogének deprotonalédasat segith, eklbzéleg egy horgonycsoporthoz
kotédik.  (Kivételnek szamit, hogy nemrégiben egy cikiik szerkezét
horgonycsoportot nem tartalmazd ligandum esetéreridik kimutatni az
amidnitrogén deprotonal6dasat, de csabsem ligos kdzegbéH!) A horgony
szerepét szabad terminusokkal rendeikpeptidek esetében a példak tainyomé
tobbségében a terminalis aminocsoport biztositijetvé az amino- és
imidazoldonorcsoportok egyittes koordinalodasaantaftélunk egy-két példat az
imidazol horgonyszerepére is szabad N-terminusémsedbyakran éfordul az
irodalomban, hogy enzim aktiv centrumat, illetvetimk fémmegkdthelyét szabad
N-terminusu peptidszekvencia segitségével modkllegz aminocsoport és
horgonydonor jellege miatt e peptidek komplexeik&dakul6 koordinaciés méd
nem mindig azonos az enzimben taldlhatéval. Ezemélokogva a termindlis
csoportokat végcsoportokkal latjak el (blokkoljak). llyenkor a radbenzimek
aktiv centrumanak lehetséges modelljeit kapjuk nmaigel a hisztidin imidazol-
oldalldnca veszi &t a horgonydonor szerepét, alaaggz eredeti enzimben is oly
gyakran ebfordul. Ezért munkank soran minden esetben terminalisaretivéd
szarmazékokat vizsgaltunk.

2.3.2. Terminalisan védett hisztidintartalmu pepticek fémkomplexei
2.3.2.1. Egy hisztidint tartalmazg, termindlisan vdett peptidek fémkomplexei

N-terminalisan védett hisztidintartalmd peptidelz(lBkomplexeinek vizsgalatéat
elészor az Ac-GlyHis, az Ac-GlyGlyHis, az Ac-GlyGlyGljs és az
Ac-GlyHisGly ligandum esetében végezték® Azt talaltak, hogy a koordinaci6
az imidazolnitrogénen indul, amit nagyobb pH-n azidmitrogének lépczetes
deprotonal6dasa kovet.

Z (benzil-oxi-karbonil) vé#csoporttal ellatott Z-His, Z-HisGly, Z-GlyHis,
Z-GlyGlyHis ligandumok komplexképrését vizsgaltdk szintén rézZ8. A
komplexkép#dés minden esetben a ligandum egyfogu koordinadda@d&ezddik
az imidazolnitrogénen, [CuL] és [CilLOsszetétdél komplexek képadnek. Egy
atmeneti pH-tartomanyban csapadékkélgstl szamolnak be, amit a [Cy]Lkis
oldhatésagaval (termogravimetrids- és elemanalizisagyardaznak (Z-His,
Z-HisGly ligandumok [Cuk] komplexei). A pH novelésével az amidnitrogének
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deprotonalddasardl szamolnak be. A [CulJH komplexben az [N Ni]
koordin&cié valosul meg mindegyik ligandum esetébamig a Z-GlyHis, a
Z-GlyGlyHis ligandumoknal amidnitrogének deprotaiddsardl van sz6, addig a
Z-His-nél és a Z-HisGly-nél az ,amids#ércsoport vesz részt a koordinaciéban.
[CuLH_;] dsszetétdl komplex képédésére mar csak a Z-HisGly, Z-GlyHis és
Z-GlyGlyHis ligandumok esetében van lebstg, az utobbindl viszont az
amidnitrogének kooperativ deprotonédlédasa miakiemarad, és csak a [CuLHl
komplex kép#dik [3N, Ni,] koordinacidval. A két masik dipeptid ezzel szembe
képez [CuLH; sztochiometridju komplexeket, azonban szerkezgtléntsen
eltér a hisztidin eltérhelyzetél adédoan 11.a.,b. abra

r f
a. : b
CH,—-C [elele) : .
/ ? \ / S ," N\ /CHZ N\
Z—N; N—CH R CH \
\ cu® |
“cu?? CH, S, _C=0 NH
7 \ ICHz
N
NA COO- n

11. &bra. Az a. Cu(ll) — Z-GlyHis-OH és &. Cu(ll) — Z-HisGly-OH rendszerben ké&fii
[CuLH_] 6sszetéteél komplexek szerkezete

Szintén egyhisztidin-tartalmd, a hisztidint 1.,2.£s 4. helyzetben tartalmazo6
N-acetilezett peptidek (Ac-HisGlyGlyGly, Ac-GlyHis@sly, Ac-GlyGlyHisGly,
Ac-GlyGlyGlyHis) rézkomplexeit vizsgaltak pH-potéometrias, UV-Vis, CD és
ESR spektroszképias médszerekRBIAzt tapasztaltak, hogy az éldigandum
(Ac-HisGlyGlyGly) peptidnitrogénjei rendhagyé modan C-terminus iranyaba
haladva deprotonalédnak, mig a masik harom ligandsetében a peptideknél
megszokott médon — az acetilezett N-terminus irbaydA komplexképidés
savas kozegben minden esetben a hisztidinbeli hgogoporthoz (l) vald
koordinalédassal ke#dik, és nagyobb pH-n az amid- (ill. acetamid-) astgpk
deprotonal6dasaval és koordindlodasaval folytatodikzaltal (7,5,5)-tagu
(Ac-HisGlyGlyGly), (6,5)-tagu (Ac-GlyHisGlyGly) és (6,5,5)-tagu
(Ac-GlyGlyHisGly, Ac-GlyGlyGlyHis) csatolt kelatoképzdnek (L2.a.,b abra
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12. 4bra. Védett aminoteminusu tetrapeptidek réz(Il)kompleretlyek ligos pH-ra
alkulnak ki (kildonbo# pozicidban Ié¢ hisztidinekkel)a. Cu(ll) — Ac-HisGlyGlyGly
rendszerp. Cu(ll) — Ac-GlyGlyGlyHis rendszer

A hisztidint 5. pozicioban tartalmazza az Ac-GluA&alLysHisAla-NH,
peptid (Ac-ELAKHA-NH,, a hiszton H2B peptidfragmense), amelynek a Gua(ll)
kivil a Ni(ll)komplexeit is vizsgaltak”? Rézkomplexek esetében
1:2 fém/ligandum aranynal fiziologias pH-n {[N 2Nl]exv + [COO-]/[Nim]axt
koordin&cioju biszkomplex képdése volt a meghatarozd, mig savas és lagos
kézegben monokomplexek kéjuitek. Lugos pH-n a [4 koordinacié alakul ki.

A nikkelkomplexek esetében (1:1 arany) a koordidacszintén az
imidazolnitrogénen keZdlik, majd lagos pH-n az [N, 3N koordinacidju sarga
szini siknégyzetes térbeli szerkez&bmplex képédik.

2.3.2.2. Tobb hisztidint tartalmazd, terminalisan édett peptidek
fémkomplexei

Azt, hogy a terminalis aminocsoport blokkoldsa nddpztatia a koordinacios
mobdot, az eddigi példakbdl is lathattuk, de szinj@npélda erre az amilo@l-
peptidfragmenseinek a vizsgalata (4., 15. oldalon az azonos szekvencigju
N-terminalisan szabad peptidek vizsgalatarol mar 6 szeseft. Az
Ac-11-16H (Ac-EVHHQK-NH) % az Ac-11-20H és az Ac-11-28H esetében
egyarant az imidazolnitrogén horgonyszerépéeamolnak be, pH 4-7 kdzott a
rézion mindkét imidazolnitrogénhez Kdik: [Nin, Ni]. A pH novelésével az
egymast kovét amidnitrogének deprotonalédasardl és koordinékidés
szadmolnak be.

Az amiloid prekurzor protein (APP) mindkét termbom védett
peptidfragmensei (147-150, 145-155 és 145-157) axXaliHisYaaHis részt
tartalmazzak. 5 pH kordl a réz(l)ion mindhdrom deawolil-oldalldnchoz
koordindlodik. Fizioldgids pH-n a Cu(ll)ion a Led@) és a His(149)-hez tartozo
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amidnitrogének deprotonalédasat indukalja, ezale@ [Nm, Nim, Nim, 2N
kotésmoda komplex alakul ki, szokatlan térbeli kegettef**%%

Az eddigi példadkban fehérjék fémmeghidelyét modelled peptidek
vizsgalatardl volt sz6. Szintén tébb hisztidin-di@iacot tartalmaz a szuperoxid-
diszmutaz (SOD) enzim aktiv centruma. Mivel munkaedyik része olyan
tobbhisztidines peptidek komplexképtgsi folyamataival foglalkozik, amelyek
SOD enzimmodelleknek is alkalmasak, ezért az eazgmakdrrel kapcsolatos
irodalmat kulon targyaljuk a kévetké&alfejezetben.

Ugyancsak nem tartalmaznak szabad amino-, illedodxilatcsoportot a
ciklopeptidek. Ezen peptidek  @giméretének a  Vvaltoztatdsaval
stabilitAsndvekedést lehet elérmni a rézkomplexeletées Az el8dleges
koordinalédasi helynek az imidazolil-oldallancokzdmyultak, azonban nagyobb
pH-n a peptidnitrogének (is) koordinalddri&k>

A szuperoxid-diszmutaz enzim és aktiv centrumanaidellezése

A sejtek metabolizmusa soran keletkezszabad gyokdk (mint a
szuperoxid-gybkanion, perhidroxil- és hidroxil-gyoknagy reakcioképessigg
vegyiiletek, melyeknek tulterntelése karos hatasokkal [&. Kirivé esetben
idegrendszeri rendellenességekhez, tumorok kiadakhloz, illetve mas
sejtkarosodas kovetkeztében felidpetegségekhez vezet. A szuperoxid-diszmutaz
(SOD), a peroxidaz és a kataldz enzim e gyokok emsitéséért felgd. A
szuperoxid-diszmutdz enzimeknek tobb tiplsa is WAn:SOD (aerob sejtek),
Fe-SOD’" (baktériumok és névények sejtjei), Cu,Zn-SOD (eidkak sejtjei),
Ni-SOD*® (cianobaktériumok).

N
N o e T
CuP =N SN—2Zn%__

His jVala S48 \ "
N 4 N,

_Glygg
. 00C-ASPs1

N i N
7 Hisgy Hisgo
% A\
His11g
13. &bra. A szuperoxid-diszmutaz enzim aktiv centrumanakkezste

A Cu,Zn-SOD enzim két egyforma alegysélgépil fel, amelyeket hidrofob
kdlcsonhatés tart 6ssze. Mindkét alegység tartabggzaktiv centrumot, amelyben
egy réz(ll)- és egy cink(lllion van koordinalva3( abra,*®*°” a réz négy

19



imidazolgyiirihdz koordinalodik, melyeldd az egyik a cinkhez is kédik
(imidazolhid), ezenkivil a cinkhez még tovabbi kéisztidinoldallanc
koordindlodik, illetve egy karboxilatcsoport (asepginsav-oldallanc). A réz(ll)
kordli térbeli szerkezet négyzetes piramisos (retfulsordn ez torzul), mig a
cink(l) kordli torzult tetraéderes. A katalitikugklusban csak a réznek valtozik az
oxidacios szadmal( és 2. egyenlgta cinknek viszont szerkezetalakité funkciot,
illetve Ujabban a kliszféras elektron-transzferfolyamat gyorsitasajdolatjak.

0, + Cd'zn"sob— 0, + Cdzn"soD (1)
O, + 2H + CUzZn"SOD — H,0, + CU'zn"soD (2)

Szamos kozlemény foglalkozik a Cu,Zn-SOD enzimfidtkcutdnzo
fémkomplexek dfallitasaval. Ezek a modellvegyiletek tébb csoporiisa
sorolhatok. Egy részik olyan komplexek csoportjéitotiak, amelyekben a
természetes enzimben talalhaté térbeli szerkezétetve az imidazolhidat
probéljak megvaldsitani (ez az imidazolhid a réatanti enzimek kdrében egyedi),
azonban a koordindlodé donoratomok természete emekd komplexekben
kilonbozhet az enzimben talalhatokétdl. llyeneld@él a makrociklusos vagy a
makrobiciklusos réz(ll)komplexek imidazolmolekul&eagyiriiben*°? szamos
réz(ll)- és cink(ll)iontartalml heterodinukleari®riplex’°31* ezenkiviil olyan
dimer szerkezét komplexek, amelyekben nem imidazadlgy, hanem merev
szénlanc koti ossze a két fémcentrufifst, illetve nitrogén-donoratomokat
tartalmazé ligandumok (Schiff-bazis tulajdonsaguadd)(ll)komplexef:®®%®! Egy
masik csoportba azok a modellvegylletek sorolhatikelyek az enzimben
talalhat6 peptidszekvenciat modellezik kilonboligopeptidek altal.

Az enzim aktiv centrumaban talalhatd réz- és cibkk@lyek komplexeifl
mar sz6 esett a szabad terminusu peptidek kagtsaoldal) Az aminoterminus
tobb izben is emlitett & horgonydonor jellege miatt, részt vesz a kookddizan,
mikdzben a valés enzim aktiv centruméban nincs dinéit aminocsoport. A
kdézelmultban ezzel a témaval kapcsolatosan megjé@ziemények mar védett
szarmazékok komplexkémiajaval foglalkoznak.

Az egyik ilyen az Ac-HisGlyHisGly — Cu(ll) rendszet kapcsolatos
kozlemény®® Az aminocsoport blokkolasaval a hisztidin oldaffarveszi at a
horgonydonor szerepét, igy a koordinacié az imittazogénen indul. A [Cul]
komplexben a két imidazolnitrogénhez, illetve ae@xtinus karboxilatcsoportjahoz
kotédik a fémion, mikdzben egy makrokelat-szerkezet Igine. SOD aktivitas
mérésére ez a makrokelat-szerkézgiszecske lehetne potencialis alany, mivel a
réz koordinciés szférdjadban még van szabad hetly, fidioldgids pH-ra
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koncentracioja joéforman a nullara csokken. Erdenmesgemliteni, hogy a
ligandum nemvédett analdgja esetén ezen a pH-nrégatelitett a koordinaciés
szféra. Ez érehaladast jelent a modellezés terén, mivel a vetetlog esetén
valamivel nagyobb pH felé tolédott a szabad kodidifs helyeket is tartalmazo
komplex kép#dése. SOD enzimaktivitds méréseket végeztek minkita@hdum
esetében 7,4-es pH-n. Azt talélték, hogy a védéitnsazék rézkomplexe nagyobb
aktivitassal bir, amit két okkal magyardztak. Azyikg hogy az adott pH-n
uralkodd részecske stabilitasa joval kisebb a vétighndum esetén, ami a
réz(Iion kénnyebb felszabadulasdhoz vezet. A kdsbgy a nemvédett peptid
komplexében a rézhez amidnitrogének, mig a védeter egy karboxilatcsoport
is koordindlodik, ami nagyobb szabadsdgot ad aomézk. Visszatérve az
Ac-HisGlyHisGly — Cu(ll) rendszer komplexeihez émagvaldsuld kétésmbddhoz,
a pH novelésével az amidnitrogének lépaeses deprotonalédasa megy végbe. A
[CuLH_], [CuLH_j] és a [CuLHj] komplexek képédnek, az elsben a
[2Nim, News @ masodikban az {[N, 2N, COOJe + [Nimlad kétésméd, mig a
harmadikban az {[N, 3N7ew *+ [Nim]at kOtésmod alakul ki. A szeék gy Vélik,
hogy a His(1) imidazolnitrogénje vesz részt a giklalé koordinacidban és a
His(3)-mé az axiélisban.

Egy masik kozlemény az enzim aktiv centrumanak |&gep
peptidfragmenseivel foglalkozik. A kutatécsoporthah vizsgalt
Ac-HisValHis-NH, és Ac-HisValGlyAsp-NH peptidek Cu(ll)-, illetve
Zn(Ikomplexeisl van szd™% A masodik ligandum csak egyhisztidin-tartalma,
ezért targyalasat aEgy hisztidint tartalmazo, terminalisan védett |oebgk
fémkomplexei calfejezetben is megtehettiik volna, azonban SOD thislezért
ebben a részben foglalkozunk vele. A réékély (Ac-HisValHis-NH)
komplexkép#dése ebben az esetben is az imidazolnitrogéneldikddddasaval
indul, makrokelat szerkezet alkul ki, ez a természenzimben is megvalosuld
kotésmdd. Fiziologias pH-ra ebben az esetben itettemar a kdzponti fémion
koordinacios szféraja: a kdvetkemszecske mar a [CuLll, ami azt jelenti, hogy
az amidnitrogének kooperativ médon deprotonalédiay. Ujabb amidnitrogén
(acetamidcsoporthoz tartoz0) deprotonalddasa kéwttken az [N, 3N]
kotésmdd alakul ki. Ugyanezen ligandum Zn(ll)-\@ttérd vizsgalatabdl kiderdilt,
hogy pH 5 alatt nincs ligandum-fém kélcsdnhatas. pB felett viszont
csapadékkégirést tapasztaltak minden vizsgalt aranyndl, a 8kdigandumhidas
polinuklearis komplexkégimlést javasolnak ([Zh.]*™), amelyben a két
hisztidinoldallanc két kulonb&z cink(lh)ionhoz kotdik. Nagyobb pH-n sem
oldédott vissza a csapadék, ami azt mutatja, hogyamidnitrogének nem
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deprotonaldédnak. Az enzim cinkidielyét modelleg Ac-HisValGlyAsp-NH, —
Zn(ll) rendszerben savas kdzegben nem tapasztedtapdékképidést, azonban
semleges, illetve enyhén lugos oldatban a fémidrohzalt. A [ZnL] komplexben
az imidazolnitrogénen kivil az aszparaginsav kalétmsoportja is részt vesz a
koordinacidban, mig a [ZnLH valészirileg egy vegyes-hidroxokomplex,
melynek képédése csapadékkivalassal jar. Ez egyezésben vditakazéasokkal,
mivel amiddeprotonalodést a szabad lancvégi amapmttal rendelkez analog
cinkkomplexeiben sem talalt&k A védett szarmazék esetén savas pH-n ddipz
[ZnL] komplexben az enzim cinkkéhelyére is jellem& [N;,,, COO] koordinaciés
moéd alakul ki, @m ebben az esetben is fiziologigsnpmar méas részecske
képadik. A kozleményben az enzim cinkktielyének réz(ll)komplexeit is
vizsgaltdk. Az Ac-HisValGlyAsp-Nkl— Cu(ll) rendszerben enyhén savas oldatban
képxdé [Cul] komplexben az imidazolnitrogén az @eges fémmegkéhely.
Mindemellett az aszpartil-oldallargskarboxilatcsoportja is koordinalédik, ezaltal
egy 17-tagu makrokelat alakul ki. pH 6 és 10 kozéddlamennyi vizsgalt
fémion/ligandum aranynal csapadékkégzst tapasztaltak. A makrokelat nem
tudja megakadalyozni a fémion hidrolizisét, és zobsoldédd vegyes-
hidroxokomplexek képnek. A csapadékkivalast megmien az oldatban [,
N7] kétésmoda komplex, visszaoldddas utan a [Cullomplex van jelen (a
spektralis paraméterek alapjan kétféle kétésmdad@iviasolnak: [N COQ] vagy
[Nim» 2N, OHY]). Egy UGjabb amidnitrogén-deprotonalédast kéeet
négynitrogénes komplex kéfik. Mint az ebzé6 kdzleményben, ebben is
beszamolnak a peptidfragmensek SOD aktivitds miéééseind a védett, mind a
szabad terminusu rézkdiely esetén. Az Ac-HisValHis-NHréz(ll)komplexe
nagyobb aktivitdst mutat, mint nemvédett analégja.

Az eddigiekben leirtakbdl latszik, hogy a hisztidmalmu peptidekkel
kapcsolatos irodalom viszonylag terjedelmes, am iaztlathatjuk, hogy a
kozlemények zome a mindkét terminusan szabad méptidomplexeivel
foglalkozik. Az N-terminalisan védett peptidek koexeit targyalé kézlemények
szama igencsak szerény, ezen belll is a kéthisetidpeptidekkel kapcsolatos
kdzleményekBl még kevesebb vanA haromhisztidines védett szarmazékok
komplexképmési folyamatairdl hianyosak voltak ismereteink .0 munkam
kezdetekor (munkankkal parhuzamosan jelentek negt @mlitett haromhisztidin-
tartalma ligandumok vizsgalatainak eredményei). rEnéunkank egyik célja a
hisztidin horgonyszerepének a vizsgalata volt, katikN-terminusa tébbhisztidines
peptidek réz(l)komplexeiben. A SOD enzim aktitrasr@nak rézk@helyében
harom hisztidinoldallanc kerul kdzel egymashoz @ariaz imidazolhidon kivl),
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ezért a vizsgalt haromhisztidines peptidek az enaktiv centrumanak a
modellezésére is alkalmasak lehetnek. Ezen kivhig#idint tartalmazo peptidek
vizsgélatéra is sor kerllt, melyeket 6sszehas@k@gpen vizsgaltunk, mivel ezek a
ligandumok glicintartalmiak a korabban vizsgéltintdrtalmuhoz képest.

A jelen fejezet veédett hisztidintartalmi peptidelémkomplexeivel
foglalkozott. T6bb olyan kézlemény is van, amelyek a kritériumnak megfelel,
am ezeket a prion protein peptidfragmensei kapésmiltek le. Mivel a jelen
dolgozat nagy része a prion protein peptidfragmeesgea kilonbog fémekkel
alkotott komplexeivel foglalkozik, ezért az ezza¢tmmakdrrel kapcsolatos irodalom
attekintését kulon fejezetben targyaljuk.

2.4. A prion protein
2.4.1. Altalanos és szerkezeti jellemzés

Altalanos jellemzés

A prion protein egy sejtfelileti glikoprotein, ampelminden enfssejtben
megtalalhaté, de kilondsen az idegsejtek (ezen Isediz agykéreg hippokampusz
terlletén) és az immunrendszer sejtjei fellletérzik. A kdzelmdltban nagy
érdekbdés Ovezte és napjainkban is 6vezi ezt a fehérjgagy nyilvanossagot
kapott fertz6 szivacsos agyvésorvadas kapcsan.

Az 1997. évi élettani és orvosi Nobel-dijat Stanl® Prusiner, a
San Francisco-i Kaliforniai Egyetem professzora tha@a ferézé6 szivacsos
agyvebsorvadassal — vagy ismertebb nevén prionbetegséggé&bpcsolatos
kutatasaiért és alapvet felismeréseiért. Elmélete kozéppontjaban az a
meghdkkent és sokaig kétkedéssel fogadott feltételezés abyhe halalos
kimeneteli betegség hatterében nem koérokozét, hanem egy thezpté térbeli
szerkezdt fehérjét (prionfehérjét) kell keresniifik! Tudvaléw, hogy a fehérjék
funkcidjat tulnyomoérészt a térbeli szerkezetuk twtza meg. A fentiekid
kideralt, hogy a prion protein mindannyiunk szeetben megtalalhato, és
altalaban semmiféle bajt nem okoz, am térbeli smatének megvaltozasa
idegrendszert karositd (neurodegenerativ) betegsé&gdakulasahoz vezet. A
megvaltozott konformécioju prion protein a szervbea képes sokszorozodni, ez
az egyetlen olyan példa féety dgensre, amely DNS, ill. RNS hijan is képes
Onmaga sokszorositasara (ellentétben a megszo&uaikdzOkkal: baktériumok,
virusok, gombéak, amelyek ©ro&it informaciot hordoznak). A kutatdk
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meghdkkenését tukrozi a fehérje elnevezésen (protein only, ami annyit
jelent: csak fehérje, amely mégis tei betegséget okoz). Az irodalomban a
normal térbeli szerkezettel rendelkeizhérjét PrP (prion protein cellular), mig a
kéros konformaciéjat Pri2vel (prion protein scrapie) jeldlik. Tehat a kéhérje
csak térbeli szerkezetében tér el egymastdl &brg, polipeptidlancuk azonos
marad? Ez a lanc 253 aminosavbél &ll, a Prizhélixben gazdag szerkezet,
oldhat6, protedzok bontjak, mig a PYB-redbben gazdag, oldhatatlan fehérje,
hével szemben ellendlld, protedzok nem bontjak. Ebhit okozza az elhalt
idegsejtek felhalmozodasat a prion betegségek sbraidegsejt életének a végen
a fehérjék a sejtbe kerulnek vissza, hogy a febén® enzimek, nevezetesen a
protedzok, lebontsdk azokat, am a megvaltozott dramcié miatt ezen
prionfehérjék proteazrezisztensek, igy felhalmoakdaz idegsejtekben, illetve a
sejtkozi térben, ezek az aggregatumok képzik anempzett amiloid plakkokat.
Azt feltételezik, a proteinaggregacio all a kortbdiben, mivel normalis esetben ez
nem fordul eb (killénféle mechanizmusok léteznek az aggregacitaggaa)*®
Méasrészél egyre tobben vélik Ggy, hogy az oxidativ stressz oka az
idegkarosodasnak, éttévebben a PrP funkcidja kapcsan lesz$44

Hélix A

Helix B

Prpc |

14. &bra. A normal (PrP®) és kéros (Pr¥) konformaci6ju prion protein

A koros forma a szervezetbe kerllve templat hat&ékanyszeriti a normal
konformaci6ju fehérjére sajat térbeli szerkezetdt,igy két negativ tényér
hordoz: (i) 6hmagéban is karos, mivel protedzrézisy, (i) "ferzi” a normal
prion proteineket. Ugy vélik, tobb koéros konfornticis I|étezik, amelyek
mindegyike egy-egy neurodegenerativ betegség kiklafért feldls. Ezek a prion
betegségek csoportjat alkotjdk. Ezek kdzil a legitabbek a szarvasmarhakat
suUjté szivacsos agyuidorvadas, mas néven kergemarhakor (bovine sponmifor
encephalophaty (BSE), ill. mad cow disease), akaheérinty surlokor (scrapie,
innét a kéros konforméciét jel®ISc index) és az emberre veszélyes Creutzfeldt—
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Jakob-betegség (Creutzfeldt-Jakob disease (CJ@2)utdbbinak tébb fajtaja van:
orokletes, fekiz6 és a szorvanyosané@rduld sporadikus fajta. Az €lgél a PrP
génjének a mutacidjarol, a masodik esetben a pakslGszerkezét prionfehérje
egészséges szervezetbe tdftérvéletlen bejutasardl (rosszul  sterilizalt
mélyelektrodok, elhalalozott féétt hipofizisébl kivont gonadotropin €s human
novekedési hormon beadéasa, stb.), mig a sporadikosanal a Pre — PrP°
spontan atalakulasarol, esetleg szomatikus mutdocidn sz6. Mindezek kevéssé
voltak ismertek, mig meg nem jelent a Creutzfetikalb-betegség 0] valtozata, a
varians Creutzfeldt—Jakob-betegség (variant Crelatzflakob disease (vCID)Y’
Az Uj kér azéltal vonta magara sokak figyelmét,yhteimerult a lehéisége annak,
hogy szarvasmarhdk prionfehérjéi az emberbe kerkiv@tjak ezt a kort. Azt
feltételezik, hogy a juhok korébenként Anglidban pusztitd surldkér terjedhetett
at a marhakra. Ez ugy torténhetett, hogy mind akuimind a marhak ugyanazon
takarmanyliszttel voltak etetve (elhalt tarsaik atvanyaibdl késziltsfeg hus és
csontliszt). A Prf® héellenallo-képességének koszortrmet tllélte a lisztkészitési
folyamatot, és a taplalékba kerllve jarvanyt okbz8zintén fezott marhak
hisanak fogyasztasa okozhatta az emberben az albptegséget. A hosszu
lappangési id az oka, hogy az allat kidigelek alapjan nem latszik betegnek, igy
eshetett meg a féott marhahis emberek altali fogyasztasa. 2002bekéiy a
vildgon 6sszesen 138 vCJB esetet regisztraltalesaek tobbségét (128) Nagy-
Britanniabdl, ahol az 1980-as évek eléjé szarvasmarhak kozoétt BSE-jarvany
pusztitott. 2005 decemberében méar 183 esetet tegiak vilagszert&!® Az
egyik jellem# tinet a betegek agyaban lerakodott amiloid plakkok&lyeknek
formaja eltér a tébbi CJIB esetén tapasztaltaktol.

Azt, hogy pontosan hogyan is torténik az atalakwdas4. abran lathato
baloldali szerkezetth a jobboldali szerkezetbe, és melyek a kivalté kpkmég
mindig csak talalgatjdk. A kutatok egy csoportjay ggli, fémionokkal valé
kolcsbnhatds eredménye a konformacidvaltas, magukatalitikus atalakulasrol
beszélnek. Erdemes viszont megemliteni, hogy miiglpéntosan nem tisztazott
a PrP eredeti funkci6ja, &m abban mindenki egyetért,yhegnek tisztazasa
kdzelebb vihetne minket szamos kérdés megvalasgaas Tobb elmélet is létezik
az egészseéges szervezetben hetfilbkciojat illetben. Az ehhez a témakérhoz
kapcsolédd irodalom nagyon szertedgazo, és egydltalem ritka, hogy
ellentmondasos adatokat talalunk.

25



Feltételezett funkciok

A kozlemények egy csoportia a PrP memoriafolyamzdok (méghozza a
hosszutavd memoridéban) val6 részvételét valtsitinA kiindulépont a fehérje
elhelyezkedése volt (a szinaptikus membran feljjlaetbtdl adéddan ingerilet-
atalakito funkciot tarsitottak hozza, am az ingermeszete és funkcidja
bizonytalar'*® Egyes vélemények szerint a PrP-nek az a tulajgenséogy a réz
és a reaktiv gyokok redoxaktivitasat megvaltoztkigpes, lehéwé teszi redox
szenzorként valo tkkodését. Azaz a proteinen keresztil kapcsolatbaékoza
rézkoncentraciot az idegsejtek kalcium altali indetratvitelével, azonban a
mechanizmus tisztazatlan mar&dt.

Egy Ujabb tulajdonsdga a PrP-nek, hogy képes tol#s mroteinhez
hozzédkapcsolédni, "tapadni”, ezt az adhézids tolagdgot a laminin receptor
esetében tanulmanyoztak, am itt is felmeriiinek rakxpezolatlan kérdéséR®

Més kutatécsoportok a prion protein rézhez valdynaffinitdsa miatt, ami
mara eléggé megalapozott (az ezzel a témaval kogidlkozlemények szdma 150
folé tehet), a PrP-8l mint rézszallitd, illetve réztarold enzithbeszélnek. Ebben
az esetben azt feltételezik, hogy az extracelkil@ejtkdzi) térben a PrP megkdti a
f6los rezet, és endocitozis soran bejuttatja azejtbe’***?? Viszont érdemes
megemliteni, hogy erre a feladatra mas enzimekakasodtak, ami azt sejteti,
hogy nem ez a PrB filletve egyetlen feladata. Az Ujabb feltevések ramtatjak,
hogy a PrP kozretikodésével végbemémézszallitas nagyobb mértékben nem is a
neuronokban, hanem az asztrocitakban zajlik, arkeéle nagyobb a tarolasi
kapacitasuk i§°! Ennek kapcsan létezik egy olyan elmélet is, araedyint a PrP
a Cu,Zn-SOD enzim szamara tarolja a rézat.

Szintén rézion kddését feltételezi az az elmélet, amelyben a Prindlor
funkcidja: szinaptikus SOD enzim. Azt talaltak, kiog PrP, amelyben kotott réz
van, SOD aktivitdst mutat (antioxidansy;**!! azaz katalizalja a szuperoxidgy6k
atalakulaséat. Ez felveti annak a lelsgtgét, hogy szerepe van az oxidativ stressz
elleni védekezésben. Az oxidativ stressz fogalnggt hataroztak meg, mint azon
biokémiai egyensulyi folyamatok felboruldsa, amklyeaktiv oxigéntartalmu
gyokok képddésehez vezetnek, azaz a sejt antioxidativ védelemszerének a
sérllése, melynek kovetkezménye, hogy a reaktivkdydarositjak a sejtet.
Erdemes megemliteni, hogy a PP konformaci6ju protein elvesziti
SOD aktivitasat. A fentiekben arrdl volt sz, hagyrP az oxidativ stressz elleni
védekezésben vesz részt. Erdemes megemliteni ebbisaonylatban, hogy igen
sok kdzlemény foglalkozik a neurodegenerativ bégels (ide tartozik a prion
betegség is) és az oxidativ stressz kapcsolat@wedyekben azt feltételezik, hogy a

26



fémion (kéros) kdaidése a megfelél proteinhez fémionkatalizalt oxidaciot
okoz™® Egyes feltevések szerint ez magat a proteint Kipsmelynek
kévetkezménye annak aggregalddasa (plakkok ddise)f?® Masok az oxidativ
stressz okozta karokrél beszélnek: a proteinhezrdiadlt fémion a Fenton
reakcidban vesz résA.(egyenlét

M™ + H,0, —» M™Y* + OH + OH (3)

melynek végterméke a nagy reaktivitdst hidroxilgyBk olyan karokat okoz a
sejtben, hogy annak metabolizmusa végiil 6sszeoatiidegsejt elpusztif” Az
idegrendszeri megbetegedések és a fémionok kaptscdddtdmasztandd, a
szovetek réz/cink aranya kimagasl6an nagy voltodrgeneracié esetén, illetve az
idés kor ebrehaladtaval®® Prion betegséggel fémott egerek agyabdl kivont
prion proteinldl kimutattdk, hogy csokkent a benne kotott réz nyesége, és
ennek megfelélen csokkent az antioxidans aktivitds (30-60 nappdkertzés
utan). Ezzel ellentmondasos az az eredmény, hageléorral (penicillamin) valo
kezelés soran az egerek prionbetegségének inkigbideie meghosszabbodbf!
Ellentétben a fenti kisérlettel horcsdgoket rékasdeltek, még miétt beoltottak
volna azokat a betegséggel, és azt talaltak, hoffikas ellenalldbbak lettek a
betegséggel szemben. Ezek az eredmények arra ekg&dmetkeztetni, hogy
egyes esetekben a réz &dése normal moddon zajlik (ez a konformécid
ellenallébbd teszi a fehérjét), mig maskor a rdedek kdbdés megy végbe,
ilyenkor a réz redoxpotencialja meggyorsitja azegéciot'® Egyes szefk gy
értelmezik a PrP és azok peptidfragmenseinek al)augll valé kblcsdnhatasat,
hogy az N-termindlis rendezetlen részhez valédé&te véd hatasu, és toxikus a
C-terminélis tartomanyhoz valé kapcsolédas esétén.

Nemrégiben egy Ujabb feltételezést irtak le, misze PrP a sejthalal elleni
védekezésben vesz részt, noha ebben az esetbeninis,sok masikban, a
mechanizmus vitatott. A széiz azt javasoljak, hogy a Cu(ll) kidése a PrP
N-terminalis részéhez egyfajta jeltovabbitas a Rindz szdmara, amely a sejt
tulélésében jatszik kulcsfontossagu szerepet. Eat alapozzak, hogy az egerek
idegsejtjeivel végzett kisérleteldb kidertil: a PrP és a Pl 3-kinaz szint
osszefiigd=!

A HUPrP szerkezete és tartoméanyai

A PrP szerkezete &4. abra(24. old) baloldali felén lathat6. A protein térbeli
szerkezetét tekintve két részre osztjdk azt. Aghois C-termindlis rész a 125-0s
aminosavtol a 228-ig terjédartomanyt foglalja magaba, mig az N-terminalszté
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rendezetlen szerkezetflexibilis farokrészként emlitik az irodalombakh. 100
aminosavat takar. A PrPharom a-hélixet (144-154, 173-194, 200-228) és két
B-reddt (128-131, 161-164) tartalmaz, az utobbi két helidiszulfidhid koti 6ssze
tartomanyt. Az egyik ilyen az Ugy nevezett octaspartomany (60-91), amely
négyszer isméits oktapeptidbl all: (PHGGGWGQ).M? Egy masik tartomanya
a proteinnek a toxikus avagy neurotoxikus tartomanyl06-126
(KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG) ( 15. abrg. Neve onnan ered, hogy e
tartomanynak hasonlé toxicitasa van, mint a°Priek, megoli az idegsejteket. Ez a
tartomany a PrP-nek azon része, amelyet a protedebésitanak normal
sejtmikddés folyaman, am a PrR> PrP° atalakulas utan protedzrezisztensé valik.
A neurotoxikus tartomany két részre oszthatd. Ayilegqa fémmegkdihely
(106-112, vagy legaldbb 109-112), a masik egy hidraész (113-126), amely
szukséges, am nem elégséges feltétele a neurtdsxiak, illetve a szélas
szerkezet kialakulasanak. Ezt a tartomanyt azénevezik toxikusnak, mert abban
az esetben, ha az aggregacié itt megindul, a sztdalakulas a C-terminus
iranyaba végighalad a proteinb&fll igy a protedzrezisztens tartomany jéval
nagyobb lesz (90-231), ilyenkdrredsben gazdag struktira kéjmik, melyet a
protedzok nem ismernek fdlg. 4brg.

toxikus tartomany (106-126)

KTNMKHM AGAAAAGAVVGGLG | Proteaz rezisztens maga
; ko@@éciévéltés utan

N-terminus / C-term?us
[ B~ ] B a B« a_]
23 7 V] T T T T 230
Baddd & & & §é
/ 61 69 77 85 \‘\96 111 140 155 177| 187

____________________________________________________________________ L — s—s

179 214
PH GGGWGQ| PH GGGWGQ| PH GGGWGQ| PHGGGWGQ
octarepeat tartomany (60-91)

15. abra. Az emberi prion protein felépitése és tartomanyai

Ugyanezen abra szemlélteti, hogy a PrP-ben a 8ztitin imidazolil-
oldallancai potencialis horgonydonorok lehetnekmibnok szamara, am a protein
szerkezete kovetkeztében a fémmeghdpességgel kapcsolatos kép joval
arnyaltabb. A kovetkér alfejezetben a PrP és tartomanyainak a fémmégkot
képességél lesz sz0.
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2.4.2. A prion protein tartomanyainak fémionkompleei
Réz(Iion — prion kdlcsdnhatas

Az el mérések, melyek a PrP fémhez vald affinitdsatgéiltadk, a protein
peptidfragmenseire iranyultak, ezen belll is azameat tartomanyra. Mara a
tobbi tartomanyt is széleski@n vizsgaljak, & a rossz oldhatdsag ellenére a teljes
PrP rézmegk®étképességét is jelennek meg kodzlemények. A teljes protein
rézmegkat-képessége kapcsdn az elvégzett vizsgalatok azatjaiyt hogy a
protein legalabb 6t ekvivalensnyi réziont képes ki#g. Mara talan mindenki
altal elfogadott, hogy ezekb négyet az octarepeat tartomany ka6.(abra,
ellenben az 6todik rézion koordinaciojanak helflétden nagy az ellentmondas.
Egy hatodik rézion koordinacidjarol is beszamolnain egyesek szerint ez csak
nagy rézionfelesleg mellett valésul Mg masok szerint csak abban az esetben
alakul ki a hatodik koordinaciés hely, ha az oqteat tartomanyt eltavolitjdk®

E kisérletek zdmében a protein fémmegkotését io vizsgaltak. In vivo kisérlet
eredménye az az adat, amely szanisfeéra Pri-hez kotott rézionokat: az
egéragybol kivont mintaban egy protein molekulagithn harom darab réziont kot

me g[133]

octarepeat

mnw | tartoman

/J Q’\. “_
rendezett
C-terminalis
: ,?
resz \;‘ 1__‘___“
16. abra. Az octarepeat tartoméany 17. &bra. A Cu(ll) - HGGGW
fémmegkotése (négy rézion), illetve az rendszerben fiziolégias pH-n kéfud
otodik réz kosdését feltételgztobb komplex egykristalyanak szerkezete

modell egyike

Az octarepeat tartomannyal kapcsolatos kozleméngek nagy szamban
jelentek meg, mivel a kezdetben megjélekbzlemények adatai nem voltak
egységesek. Kezdetben az imidazérgy hidként valé koordinacibjat
feltételezték!*! késsbb axidlis koordinaciét tulajdonitottak neki az dnitrogének
sikban valé6 koordinacidja mellét® A részletes NMRZY lletve
rontgendiffrakciés  szerkezetvizsgalati eredméfyek eloszlattak  az
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ellentmondasokat. Az octarepeat monomer réz(ll)Hergben [Ny, 2N, Oarbonil
kotésmod  valésul meg fiziolégids pH-nl17( Abrg. Mind az egykristély
eredmények, mind az oldatban toiévizsgalatok eredményei alatdmasztjdk az
axialisan koordinalt vizmolekula és a triptofan alldncbeli indolcsoport kdzotti
hidrogénkotést.  Lagosabb pH-n  a karboniloxigén é&ely egy Gjabb
deprotonalddott amidnitrogén koordinalddik. A HGGBmkothelyben egy
szokatlan szerkezet(7,5,5)-tagt csatolt kelat kéfiik (12.a. 4bra, 18. olg,
amely kisebb stabilitast, mint azt altalaban a p@&atidkomplexeknél
(hisztidintartalmu peptidekkel) megszoktuk. A kibediabilitasu 7-tagu kelatdyi
képzdésenek oka abban keresgnldogy a PHGGGWGQ sorban a hisztiditel
prolin (amidnitrogénjének nincs disszociabilis loigénje) meggatolja azt, hogy a
Iépcdzetes amiddeprotonalédas a megszokott aminotermiangaba induljon
meg, igy az a masik iranyba indul, és ez héttaglatdgirit eredményez
(12.a. bra, 18. olg. Tovabbi vizsgalatok azt mutattdk, hogy kooperdtatas
kovetkeztében a négy egymas melletti octarepeatéggypval nagyobb affinitdssal
rendelkezik a rézionok felé, mint a négy egységeagnt. Nevezetesen, azéels
rézion koordinalédasaban harom vagy négy imidazmlgyesz részt>® és az els
réez  kotdése megkonnyiti a tobbi rézion  koordinalédasat. A
koncentracioeloszlasokbdl kiderdl, hogy a réz @geat-hez valé kétiése nagy
mértékben pH-fugyy a pH 7,5-61 6,5-re tértéd valtozdsa az emlitetett komplex
koncentraciojat 50%-kal csokkenti le. Ez adott atagnnak a feltevésnek, mely
szerint a PrP az endocitézis soran szallitja at i@esejtkozi térbl a sejt belsejébe,
mivel ezek pH-i jelerisen kiilonboznek®” Abban az esetben, ha nem jut
mindegyik octarepeat monomerre egy-egy rézion, ledydrdinacios modokat is
lefrtak*¥! A feltiinden sok glicinnek is fontos szerepe van, egyrésgyfolu
rugalmasségot biztosit az N-termindlis végnek, ész$rfinoman hangolja azt a
tulajdonsagat a peptidnek, hogy a rézokése a pH fliiggvénye legyen. Ezt az
eredményt gy kapték, hogy a harom glicin aminasalaninokra vagy lizinekre
cserélték, és azt talaltak, hogy sem a koordinauoidd, sem a sztéchiometria, sem
a térbeli szerkezet nem valtozik, &m a Ké&szkomplex stabilitasa igeff”!

Nagy érdelddés Ovezi a csirke prion proteinjének a kutatadasizen azt
talaltak, hogy a hazi szarnyasok ellenalléak adkdr prionjaival szemben. Az
ember octarepeat tartomanyatol kiloénbézik a csjrkéganis az utdbbinél az
isméthbds rész egy hexapeptid: HisAsnProGlyTyrPro (ChPr8R-HNPGYP;
ChPrP(54-59): PHNPGY). Ebben az esetben még naghabdsa van a prolin
egységeknek, hisz nem csak a koordinacié iranyéatatjak meg (a C-terminus
iranyaba halad), hanem a szénterminalis irAnybanr#@sodik prolin kizarja a két
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egymast kovet amidnitrogén deprotonalédasanak léségét. igy a monomer
egység rézkomplexében [N N, Otenooxiged KOt€smodot talaltak, viszont a
monomer egységek szamatdl és a fém/ligandum adarfyigpéen tovabbi
kotésmodokat is leirtdk*™*® A csirke hexarepeat-ben is megfigyelték a
kooperativ hatast, &m az &llandék dsszehasonldhdatertlt, hogy a human
octarepeat effektivebb rézmegktdtmint a csirke hexarepeaf csirke prion
proteinjének az irodalma javarészt a hexarepeatotaannyal foglalkozik, mas
tartomanyairdl csak elvétve taldlunk adatokat, égeiaz altalunk vizsgalt huméan
prion-tetrapeptid (HuPrP neurotoxikus tartomanyanakfémmek@része) és a
csirke-prionban megtalalhaté megfélelszekvencia eltér, ezért érdekes volt
dsszevetni a fémmegédepességuket.

Az octarepeat-en kivili tartomany mindinkabb nadyblbngsulyt kap, hiszen
ez a rész valik proteazreziszten$b.(@bra, 28. olg, it a kozlemények egy része
felveti annak a lehéségét, hogy a réz koordindlédasa eredményekérépiell
konformacidvaltozas, amelB-reddszeli strukturat eredményez, beinditjia az
amiloidogenézist**'*® Mig egyes szetik az octarepeat részt koteHis(96)
kiemelt szerepét szamolnak b&? (16. abra, 29. old, addig masok a His(111)
fémmegkob-képességét vizsgaltak a toxikus tartomany kapt&ai® Az utobbi
esetében a kozlemények egy része szabad aminotstmifigandumokkal
modellezi a fémmegkéhelyet, ami nem igazan j6 modell az aminocsopdis er
horgonyszerepe miatt. A védett szarmazékok rézkexejiden fizioldgias pH-ra
altalaban  imidazolnitrogén, illetve két deprotomttt amidnitrogén
koordin&cidjar6l szadmolnak be, mig a szabad amimiteisi modellek
komplexeiben amino-, amid-, amid-, imidazolnitrogé&isdési mod jelenik meg.
Az adott tartomanyban két metionin is van, melyddalbdncai koordinalédaséat
szintén vita OveziAz altalunk vizsgalt tetrapetidekkel ezt az ellemddst is
szerettuk volna eloszlatni (részletesebb leiréS8&mldalor). Egy mésik vizsgalat
szerint a PrPHis(96)Ala (a 96. pozicidban déhisztidint alaninra cserélik)
esetében nincs eltérés az eredeti protein fémmédéiességét, azonban a
PrPHis(111)Ala vizsgalata azt mutatta, hogy a nutBnP elvesziti az 6todik
rézkoordinalédasi helyét, hasonléan ahhoz, amikordna His(96)Ala, mind a
His(111)Ala cserét egyidéeg valdsitjiak meg. Ezek az eredmények a His(111)
preferencidjara utalndk® Viszont olyan kézleményt is taldlunk, amelyben
mindkét hisztidinoldallanc egyidej koordinacigjat valdszirsitik egyetlen
rézionhoZ*! A legljabb erdemények szerint a His(96) és a Hik(lgymastol
fuggetlendl kotik a rezet, am pH-tél és fém/liganmdwaranytdl fuggen ez
megvaltozhat, kis pH-n és rézion-koncentraciéniétahisztidinoldallanc egyetlen
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rézionhoz valé koordinaciojardl irn&R? A kozlemények egy csoportja azt allitja,
hogy az octarepeat tartomany nagyobb affinitassadelkezik a rézionok fel&”!
mint az azon kivulék, am talalunk olyan eredményt is, amely kompesicio
modszerrel tamasztja ala az ellerijéz Az eljaras soran azt mutattak be, hogy a
PrP(91-115) képes a négyszer istwitl oktapeptidsl elvonni a rezet*’ Ezen
tartomanyok vizsgalataihoz tartozik, noha nem réetlimaciéval fuigg 6ssze, hogy
a neurotoxikus tartomanf-redds szerkezete kovetkeztében liposzomafuziot idéz
el6, amely sejtmembran-destabilizalé hatasu, és ezcskdgtba hozhaté a
neurotoxicitassdl®® Szintén octarepeat-en kivilli a His(187)-est kéeitv
tartomany. A PrP(178-193) esetében rézionindukgdidgeroxidaciot, illetve
citotoxicitdst mutattak ki az idegsejtekkel szemberalamint az analdg
PrP(180-193) tartomany bizonyithatban amilod$zeszerkezetet képez.
Visszatérve az 06todik rézion koordinalédasi helkataté irodalomhoz és az
ellentmondasosségot tovabb fokozva, a fent emli@&temények gyakorlatilag
kizartak a His(187) szerepét, &m Ujabban egyre tdi#bemény jelenik meg az
emlitett tartomany rézkomplexeinek vizsgalati erédyeivel™>***? és a
termodinamikai adatok azt mutatjak, hogy ezek aeatiek esebben kotik a rezet,
mint a toxikus peptid, vagy az octarepeat monomer.réz(ll)ion kordli
koordinéciés mod pH 6-7,5 koril hasonléan a tokb[hg,, 2NT.

Egyéb fémionok — prion kdlcsdnhatés

Noha egyre nagyobb figyelmet kapnak az egyéb férmaekprion koros
konformécidjanak kialakuldsaval kapcsolatban, éetefaszdgezni, hogy a fémek
altal kivaltott konforméaciovaltozasok egyik esettsem voltak azonosak a BfP
szerkezetével, és ez a rézre is érvényes. AzaFaf@mionindukalt biokémiai
elvdltozdsai olyan struktirdk létrejottét okozzakelyek kozvetlenidl nem
eredményezik a PrPkialakulasat, hanem mint kofaktorok segitheti& ahnak
kialakulasat. A Pri kialakulasanak molekularis mechanizmusa mindméigsn
tisztazvad™>?

Sok esetben vizsgéltdk a protein kolcsonhatashb tfémionnal is (a
legtdbbjikben a réz is beletartozott a fémionokéké), Gjra és Gjra alatdmasztva
azt a megallapitast, miszerint a prion proteingadgyobb affinitdssal a rézion felé
rendelkezik®®¥ Ezen ttimefien a Mn(ll), a Zn(ll) és a Ni(ll)ionoknal mutatték
kapcsolatot a proteinnel, noha a féminok kdégeetbb volt, Fe(ll), Co(ll), Ca(ll),
Mg(ll)-t is magaba foglalva. A nikkelnél azt tatt hogy nem kédik az
octarepeat tartomanyhoz, viszont j6l modellezi zoré kotdését a His(96) és a

32



His(111) régi6iho2®™ A mangan és a cink esetében jéval gyengébb
kdlcsonhatasrol szamolnak be, és az utébkidése bizonyult a leggyengébbnek.
A prionbetegséggel feitott agyszovetek fémkoncentracidja megvaltozik: a
Cu(llioné csdkken, mig a Mn(ll)- és a Zn(ll)ioné fa cink esetében kisebb
mértékben). Ez a tendencia mutatkozott a prion eprofémionbetoéltottsége
kapcsan is. A PrP izoforma elveszitette a kotott rezet, viszont ndamgés
cinkionokat talaltak helyett&®®>") Ezzel 6sszhangban van az, hogy drasztikusan
lecsokken az antioxidans aktivitdsa, hisz ezt a ig#ddésével hoztak
Osszefliggésbe. Egyréskzrez a csokkent antioxidacidés képesség, masiészr
oxidativ stressz, (hasonl6an a réznél leirtakhokpms forma megjelenéséhez
vezethet®" 8 A mangannal kapcsolatban a kozlemények arrél strékobe,
hogy kotdése olyan szerkezetet hoz létre, amely proteinaeisztens>" >
szélas szerkezet'®® és aggregalodik®” %1 1%?Ez az aggregacio reverzibilis, mivel
EDTA segitségével visszafordithatd, €s Ugyik, intermolekuléris szinten zajlik a
kapcsolodas, azaz nincs kdze a réz altal kedvatitiin-kdrnyéki koordinaciohoz.
Viszont érdekesség, hogy ezt az aggregalédasirfaliat a réz meggatolhdtf
vagy inhibialhatjd*®" Ellenben egy masik kézlemény beszamol a Mn(ll)ésna
neurotoxikus tartomany intramolekularis kolcsonbatal, melyben azt
feltételezik, hogy a mangan karbonil- és karboxdéreken keresztil
koordinalédik a ligandumhoz, illetve egy vizmolekul kbzvetitésével
hidrogénkotéssel kapcsolodik a His(111) oldallaneati® A fent felsorolt
fémionok koziil csak a mangan volt képes helyetmii rezet a proteinb&i? A
fémionindukalt protedzrezisztens molekula ellefkdiessége a proteazokkal
szemben nem jelenti annak infektivitasat is egylésnez ugyanugy vonatkozik a
rézre is**?

A mar emlitett fémionoktol kulon emlitem a palldweiot. A Pd(Il) —
octarepeat monomer rendszer koordinaciojat vizagat Cu(ll)koordinéciojanak
O0sszehasonlitasa miatt. Azt talaltak, hogy az HWibdik a réz(ll)ionétéll. A
kotésmdd a kovetkézvolt: [Nin, 2N, H,O], nem taléltak triptofan koordinaciojara
utalo jelet. Azt is megdllapitottdk, hogy a Pd(iem hasznalhaté a réz
koordinaci6janak feltérképezéséié!

33



2.5. Ceélkitlizések

Az irodalmi részt attekintve mind a tobbhisztidartalm peptidek, mind a prion
peptidfragmenseinek a  komplexkédési  folyamataival  kapcsolatban
ellentmondasos adatokkal talalkozunk, illetve azolinyossagaval is. Ennek
megfeleben megfogalmazhatok cétkitéseink, melyek két részre bonthatok.

1. Egyrészt céluliiztiik ki a hisztidinoldallanc szerepének pontos sregréseét
termindlisan védett peptidekben. E témakorben ghisgfidin-tartalma peptidek
jol tanulmanyozottak, am a tdbb hisztidint tartabdgeptidek esetén munkank
kezdetekor ismereteink hianyosak voltak. Vizsgatktzoz az N-terminalisan
védett harom hisztidint tartalmazo Ac-HisHisGlyHi#d és
Ac-HisHisGlyHis-NHMe ligandumot, illetve 6sszehalithsképpen a kéthisztidin-
tartalmu Ac-HisGlyHis-OH és az Ac-HisGlyHis-NHMe&ndumot valasztottuk. E
peptidek réz(Ilionnal alkotott komplexeit tanulmnydatuk. A SOD enzim aktiv
centrumanak rézkéhelyében (az imidazolhidon kivil) harom hisztiddedlanc
kerul kbzel egymashoz térben, ezért a vizsgaltrhisetidines peptidek az enzim
aktiv centruméanak a modellezésére is alkalmasastriek.

2. Masrés#l az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a prionteim octarepeat
tartomanya széleskiign tanulmanyozott, mig az azon Kkivils emrtomanyok
vizsgalati eredményei hianyosak, illetve a megléxedmeények ellentmondasosak.
Ezért célul tiztuk ki az oktarepeat-en kivili hisztidinek (His(9@&s His(111))
fémmegkob-képességének a vizsgalatdt. Ehhez az egyes higktickorili
aminosav-szekvenciat utanzo tetrapeptid modellelletye mindkét hisztidint
tartalmazé peptidet hasznéltuk ligandumként, ezémld His(85)-t is tartalmazo
31-tagu nagymodell és annak mutans (His helyett vditozatainak vizsgéalatéara is
sor kerdlt. A fémionok korét tekintve:

a) A réz(lionnal valé kolcsbnhatasnél az irodaledatok ellentmondésainak
kiszirését, és az egyéb donorcsoportok (Met és Lys)s&atk pontositasat
szerettik volna megvalésitani.

b) Az egyéb fémionok kérében olyan fémionokat vAlstsunk, melyek:

- |étfontossaguak, és valéban jelen lehetnek abkayis: Zn(Il), Mn(ll),

- potencialis vizsgélati modellek a Cu(ll) és alBngrionhoz valo kéddésének az
értelmezéséhez: Ni(ll), Co(ll),

- toxikusak: Cd(Il), Pd(ll), ez utdbbi esetében démellett nagy a peptidekhez
valo affinitasa is.
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3. KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. A vizsgalatok soran alkalmazott vegyszerek

A fémtorzsoldatok a.l.t. misédi CuCh-2H,0O, NiCl-5H,0, CoC}-6H0,
MnCl,-4H,0, Cd(NQ), (Reanal) vegyszerekbkétszer desztillalt vizben, valamint
a ZnO ismert mennyiségsésavban, a fPdCl] salétromsavban valo feloldassal
készull. A savakra a fémionok hidrolizisének viszagtasa miatt volt szikség. A
fémtorzsoldatok pontos koncentraciéjanak meghaé@azyravimetriasan tortént
kinolin-8-olattal, oxinat formajaban. A pallddiunsetében a vegyszer tisztasaga
atomabszorpcids spektroszkdpia segitségével uehcelzve. A kalium-hidrogén-
ftalatot és a kaliumhidroxidot szintén a Reanalt@ég tomény salétromsav,
illetve s6sav oldatokat a Spektrum 3D Kdt-$zereztik be.

A ligandumok egy részét (Ac-His-NHMe, Ac-HGH-NHM@&c-HGH-OH,
Ac-HHGH-NHMe, Ac-HHGH-OH, Ac-Ha, Z-HisGly-OH, 1-m#flH-imidazol,
4-metil-1H-imidazol) a Bachem, illetve a Sigma-Atdr finomvegyszer
forgalmazéktol vasaroltuk, masik résziiket az oleszyi Cataniai egyetemen
szintetizaltdk. Az utébbiaknal a szilard fazisu {dgzintézis mddszerét
alkalmaztdk, ehhez Pioneer TM peptidszintetizaldehaezést hasznéltak. A
tisztitAst preparativ forditott fazisi nagynyomasdlyadékkromatogréafiaval
(RP-HPLC) oldottak meg.

A munkank soran vizsgalt ligandumok szerkezeti &tgplal8. dbranvannak
feltiintetve.

18. abra. A vizsgalt ligandumok szerkezeti képletei:

o
[

I I I
HagC——C—NH-CH-C—NH-CH,-C—NH-CH-C—OH

CH,

CHa a. Ac-HisGlyHis-OH
Looox
\ L

NH NH

[ [ [ I
HaC—C—NH—CH-C—NH—CH,~C—NH~-CH-C—NH—CHj

I

CH, CH, b. Ac-HisGlyHis-NHMe
NN N)}
\\—NH \\—NH
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[ [ [ [
H3C—C—NH—?H—C—NH—CH—C—NH—CHZ—C—NH—CH—C—OH

CH, CH, CH,

c. Ac-HisHisGlyHis-OH

I I [
H3C—C—NH—(iZH—C—NH—(iZH—C—NH—CHZ—C—NH—|CH—C—NH—CH3
CHa CHa CH: d. Ac-HisHisGlyHis-NHMe

\\—NH \\—NH \\—NH

I | I
HaC—C—NH-CH;~C—NH-CH-C—NH-CH-C—NH-CH-C—NH,

CH-OH CH, CH,

| e.Ac-GlyThrHisSer-NH

CHg OH

N\
\\—NH

[ [ [
50N OH~C =0~ CNH~GH-C——NH-CH-C—NH;

I
CH» CH» CH» CH» i
I I I f. Ac-MetLysHisMet-NH
CH2 CH2 CHZ
! e S L
2

I I \—NH I
CH3 (|:H2 CH3

NH,

| I
H3C—C—NH—(|:H—C—NH—(|:H—C—NH—(|:H—C—NH—CH—C—NHZ

e T T s g. Ac-PheLysHisVal-NH
CH, N CH,
CH N\
[ \—NH
CH,
NH,
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h. Ac-His-NHMe
H3C—C—NH—CH—C—NH—-CH3
CHa
N \
\\—NH
j- Acetil-hisztamin
O
H3C—C—NH—-CH,
CHaz
N
\\—NH

[. 1-metil-1H-imidazol
H

o}
N NcH
HE—1
N\
CHj

n. HUPrP(Ac84-114Nk):

i Z-HisGI%%-OH
I

| i
CHZ_O—C_NH_(i:H_C_NH_CHz‘C_OH

s

CH,

N
\\—NH

k. Ac-HisGlyGlyGly-NH,
O o (0]

| I | | I
H3C—C—NH—?H-C—NH-CH2'C—NH-CHZ'C—NH-CHZ'C—NHZ
CH,
o N
\—NH

m. 4-metil-1H-imidazo

Ac-PHGGGWGQGGGTHSQTNKPSKPKTNMKHMAG-NH

GIn(91)
o (o) Q o o (o] ] (o) (o) o] o]

M 0 H oy I M H I I [ [ N n i
H;C—-C—N C—N—?H'C —N—ICH'C—N—'CH'C—N—?H'C—N—ICH'C—N—?H'C—N—?H'C_N_'CH'C—N—ICH'C_
g H,C H H H H,C H H,C H H

[}
H,C
N& 7 %
)\ c=o0
NH HN |
. NH
His(85) 2
o o] (o) o] o] o (o] o] o] (o)
H Iy My My My Ii I I 1 Ml I
_N—ICH'C—N—?H'C—N—ICH'C —N—ICH'C—N—?H'C—N—ICH'C—N—?H'C—N—ICH C—N C_N—?H'C_ _(I:H—C_
H ?H'OH CH, ICHz ?Hz ICH'OH ?Hz ICHz g ?Hz (|:Hz
CHj OH CH, CH3 c=o CH, OH CH,
N ] I ] I
\ c=o NH, CH, CH,
NH | I éH
His(96) NHz M i 2
NH, NH,
(o] (o] o] o] (o) o] o) o (o) [e]
i I n M H I H 0w I Moy [ I
—/N C—N—ICH'C—N—?H'C—N—?H’C—N—ICH'C—N—?H'C—N—ICH'C —N—?H'C_N_?H'C—N—ICH'C—NHZ
g ICHz (IZH'OH (I:H2 (|3H2 ?Hz CH, ?Hz CH, H
CH CH. C=0 CH CH CH,
e : ] ie P2 N)\ i
CH NH S CH S
e 2 | P? \\—NH |
e CHs M2 His(a11) ©*
NH, NH,
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0. HUPrP(Ac84-114NKHis(85)Ala:
Ac-PAGGGWGQGGGTHSQTNKPSKPKTNMKHMAG-NH

—N—¢H-Cl—  ------- > —NTeHC—
CH, CHa
N\ Ala
\\—NH
His(85)

p. HUPrP(Ac84-114NKHis(96)Ala:
Ac-PHGGGWGQGGGTASQTNKPSKPKTNMKHMAG-NH

—N—¢H-Cl—  ===---- » —NTgHC
CH, CH,
N Ala
\\—NH
His(96)

g. HUPrP(Ac84-114NKHis(111)Ala:
Ac-PHGGGWGQGGGTHSQTNKPSKPKTNMKAMAG-NH
o

o)
I}

—H—(I:H-c — mmee- » _H—(IZH'PZ —
CH, CH,
N Ala
\\—NH
His(111)

r. HUPrP(Ac91-114Nk):
Ac-QGGGTHSQTNKPSKPKTNMKHMAG-NH
a HuPrP(Ac84-114N}) 4brajaval a GIn(91), azaz a Q(9d)4zamitva azonos

3.2. pH-potenciometria

A ligandumok protonalodasi allandoit és a komplesthbilitasi allandoit pH-
potenciometrias moédszerrel hataroztuk meg. A pHpabmetria az oldatban
végzett komplexkégdmési folyamatok egyensulyi vizsgalatanak egyik
legaltalanosabban alkalmazott médszere. Alkalmazdgianak feltétele, hogy a
komplexkép#dés az oldat pH-janak megvaltozasaval jarjon. A exképbdeési
reakciét, melynek soran a fémion verseng a hidriogésal a kobhelyért, az alabbi
egyenlettel irhatjuk le:

nHL+M™ 2 ML ™"+ nH' (4)
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A titrdlasok soran a fémiont és a ligandumot tartedd oldathoz kis részletekben
ismert koncentraciéju KOH oldatot adagoltunk, magd egyensuly bealltat
kovetben olvastuk le a pH-t. Az ily moédon kapott térfogatpH adatparok

rogzitéseével kaptuk a titralasi gorbét. A gorbédrtdkelésével a

pM+gL+rH 2 MLH, 5)

egyensulyi folyamatban képdd komplexek stabilitasi szorzatat hatarozhatjuk
meg, melynek értéke:
[MpLgHr]

o = [MIFLLTTHT

(6)

A kiértékelést a PSEQUAD szamitégépes program s&ggvel végeztife® A
térfogat — pH adatparok mellett bemieadatként meg kell adnunk a komponenesek
(M, L, H), valamint az asszociatumok (a ligandumokiboz protonaltsagi foku
részecskei, a kulonbéz M L H, fémkomplexek, illetve hidroxokomplexek)
szamat, azok Osszetételét az M, L és H komponemsadzve (p, q, r), és az
asszociatumok ismert protonalédasi allandoit vagabibtasi szorzatait. Az
ismeretlenek esetében kozélértékekre van szikség. Ezenkivul meg kell még
adnunk a komponensek kiindulasi teljes koncentitici@ titrdlé6 oldat
stabilitasi szorzatok értékeit a kiindulasi kompasekre felirhaté anyagmérleg-
egyenletek megoldasai adjak,

cm =[M]+ 2 piBpgMIPIALHI (7)
i=1

ca =[A]+ 2 diBpq [MIPIALH]} (8)
i=1

ch =[HI+ X 1iBpq [ MIPIAT[H]} (9)

i=1

ahol n a rendszerben kewasszociatumok szama, p, q és r pedig a sztdchiamet
egyltthatdék. A kiindulasi adatok alapjan a progriiewton-Raphson iteracioval
kozeliti az ismeretlen stabilitasi allandok értékdindaddig, amig az ismert
koncentracioju titralooldatra megadhatiy(V merrVszamiod: OSszefliggés értéke
minimumot nem ér el. A szamitési sorozat végén mpjgk a keresett allandok
finomitott értékeit és azok hibait (az adatok meégador az utolsé tizedesjegy
hibajat zardjelben fogjuk feltlintetni), melyek gkap a program a titralasi gorbe
minden egyes pontjdban kiszamitia az egyes rés@ecskgyensulyi
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josagat a | Wern— Vszamitore| atlagértéke fogja megadni, amit illesztési patamek
nevezink. Végul a program egy altalunk kivalaszkattnponensre vonatkozo6an
(dltalaban a fémion) a pH fluggvényében kirajzolia ®@észecskék
koncentracioeloszlasi gorbéjét. Ezt kilonalléarE® $rogram Windows alatt futd
véltozata segitségével, a MEDUSA-val is megszetkefiik a kiindulasi
koncentraciok, valamint az asszociatumok stabilgasrzatainak ismeretében.

Valamennyi, altalunk vizsgalt rendszert vizes dddat tanulmanyoztuk. A
ligandum-toérzsoldatokat szilard vegyszerek bemé&aiséészitettik. A ligandum
tisztasagat és protonalédasi allandéit szintén rnpobenetrias mérésekkel
hataroztuk meg, a ligandumokat 0,001-0,004@naf koncentraciéban tartalmazé
oldatok titralasaval. A kiértékeléshez a SUPERQU#AE: szamitdgépes szoftvert
hasznaltuk.

Méréseink sordn minden esetben pontosan ismert?2 (~@pldm?)
koncentraci6jat a 0,0500 nidin>-es kalium-hidrogén-ftalat (a.l.t. Reanal) oldat
titrdlasaval hataroztunk meg. A mintdk elkészitéselhasznalt sosav- és
salétromsav-oldat (~0,2 mdin™®) koncentraciéjat a mar ismert koncentracioj
lagoldattal mértik. Mindhdrom koncentraci6 meghatdsat a titrdlasi gorbék
Gran-féle linearizalasaval végeztti!

A vizsgalatokat 25,0+0,1°Cémérsékleten végeztik, melyet ultratermosztét
segitségével allitottunk be. A mintak keverésétmeégs kevétest segitségével,
mig a szén-dioxid tavoltartdsat katalitikusan ftert argongaz minta felé valé
vezetésével valdsitottuk meg, mikézben a titralagdek fedve volt. A mintdk
ionerssségét KClI vagy KN@ (fémiontdl flgden) oldat segitségével
0,2 moldm*re allitottuk be (ez megegyezik a lGgoldat koncaribjaval, ami
biztositja az allandé ioné&sséget a titraldsok soran).

A mérrendszert kétpontos kalibracidval kalibraltuk: @O03moldn™
kalium-hidrogén-ftalat oldatra (t=25°C, pH=4,005-4,008) és a vizionszorzat
értékére (t=25,6C, 1=0,2 moldm = KCI/KNOs, pK,=13,756/13,772). A fiszer
altal kijelzett pH-értékeki az Irving'®® korrekciés tényey levonasaval
szamitottuk a hidrogénion-koncentraciét. A mintékfdgata 3 és 5 chrkozott
véaltozott, és koncentraciojuk a ligandumra nézw90,és 0,004 man kozotti
tartomanyba estek a rendelkezésunkre allo ligandennyiségétl figgéen. A
komplexkép#dési reakciok tanulmanyozasahoz 2:1, 1:1, 1:2 égém/ligadum
aranyt allitottunk be.
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A titraldsokat szamitégép vezérelte Radiométer ABL automata biretta
segitségével, a kisebb térfogati mintdk esetéberL-B&S mikroblretta és
MOLSPIN pH-méé segitségével végeztuk, melyekhez Metrohm 6.0284.10
kombinalt Gvegelektrodot hasznaltunk.

3.3. Spektrofotometria

A vizsgélt rendszerek kozil a Cu(ll)- és a NitHytalmiakat tanulmanyoztuk
UV-Vis spektrofotometrias moédszerrel. A  spektrumok&50-1100 nm
hulldAmhossz-tartomanyban vettik fel. A mérésekhaszhalt fotométerek tipusai:
Hewlett Packard HP 8453 egysugaras diédasoros,mimiaPerkin Elmer
Lambda 25 kétsugaras. Minden esetben 1,000 cm sghddivettat hasznaltunk,
mikdézben a mintakban a ligandum koncentraci6ja081;0,004 madnm kozotti
tartomanyba esett. A felvett spektrumok elemzéggrészt a gyartd cég altal
biztositott szoftverrel végeztilk, masrészt végazsmamolasokat a PSEQUAEY
programmal is, amely altal az egyes komplexek eigygektrumat tudtuk megadni.

A réz(l)komplexekre jellemi tetragondlisan torzult oktaéderes térben az
energiaszintek négyfelé hasadnak, és az ezek kd#ittmféle d-d atmenetnek
(d(dy)—0dey2;  dy—0ey2  dz—dey?) kellene megjelennie az  abszorpcios
spektrumokban, &m igen gyakori dsszeolvadasuk kéggiben egyetlen savot
latunk. Intenzitdsa nagymértékben fligg a rézhezrdwdélddd donoratomok
szamatol és miségétl, illetve a pontos térbeli szerkezidtis. Azt figyelték meg,
hogy nagymérték hatasa csak az ekvatoridlis sikban koordinalt ciaomoknak
van, a nitrogén-, illetve kisebb mértékben az oxdphorok a rovidebb
hullamhosszak tartomanyéba toljak el az abszorpogemumot, ezenkivil azt is
megfigyelték, hogy a donoratomok koordinalédasabermdelhet hatds additiv.
Sok izben prébalkoztak olyan kvantitativ 6sszeféggémegadasaval, melyek
segitségével kiszamithatjuk a véarhaté abszorpcié@ximumot, ezekben a
kiilbnbdz donoratomokhoz rendellfehozzajarulasi tényéket (x)*®' hataroztak
meg viszonylag sok spektrum alapjan.

1000

)‘max - n
DX
i=1

ahol n — akna értékére hatassal lév(hozzajarulasi tényérel rendelkeék)
donoratomok szama.

[nm], (10)
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Erdemes megemliteni, hogy ezen Osszefiiggés figyelkieil hagyja a
ligandumban jelen 16y szubsztituenseket, melyek nem vesznek részt
koordin&cioban, illetve a kelatsti méretét, amely szintén hatdssal vafmg
értékére. Ezenkivil nem hasznalhaté az Osszeflgméalis koordinacio
megléténél, ugyanis az voros eltolédast (nagyollambhosszak felé) eredményez.

A nikkel(ll)komplexekben a leggyakoribb koordindsi&zam 4 és 6. Az
utébbi, oktaéderes komplexekhez harom viszonylag ikitenzitasu gnax <
<30 dni-mort.cm™) d-d &atmenet tartozik, melyek a kovetkehullamhossz-
tartomanyban jelennek meg: 1430-770 nm, 910-500 68Q-370 nm. A 4-es
koordinacios szamu, siknégyzetes térbeli szerkekemplexek spektruméban
nagyobb intenzitasie.,~ 50-500 dritmol™-cm’) savok talalhatok 400-550 nm
és 430nm (toltéséatviteli) hullamhosszaknal. E é&fgzetes komplexek
diamagneses sajatsaguak, és konnyen alakulnak Ild téibeli szerkezét
komplexekisl.

Metionintartalma ligandumok esetén a tioéterkénrdotaciojat toltésatviteli
sdv megjelenése jelzi mindkét fém esetében. A lorzaktaéderes
réz(Ihkomplexeknél a 290-360 nm hullamhossz-tadoyban jelentkezik a
S— Cu CT sav, mig oktaéderes nikkel(ll)komplexekn2b6 nm-nél figyelhet
meg.

3.4. Cirkuléris dikroizmus spektroszkdpia

A cirkuléris dikroizmus (CD) spektroszképia egyikeoknak a spektroszkopiai
mobdszereknek, amelyek a polarizalt fény és egy kajig aktiv anyag
kdlcsbnhatdasan alapulnak. A sikban polarizalt faggs felbonthatdé két
cirkularisan polarizalt fény, egy jobbra és egyrddbrgd komponens 6sszegére,
amelyek azonos fazisban vannak és amplitdéjuk gysgek. Ez forditva is igaz:
ha két egyerdl amplitidéju, egymésra mieges sikban polarizalt fényt adunk
Ossze, amelyek egymashoz képest 90° faziskiulonbségmdelkeznek, ugy
cirkularisan polarizalt fényt kapunk. A niéniiszer is ezen elv alapjan allitel
cirkularisan polarizalt fényt. Az optikailag aktbnyag abszorpcids (extinkciés)
koefficiense és torésmutatdja kilonbozik a kétfé@akularisan polarizalt
fénysugarra, azon athaladva az abszorpcidban kiggnbmutatkozik (ez a
kilbnbség a teljes abszorpcidhoz képest igen kiesiak kb. 1%-a). A cirkularis
dikroizmus (CD) gorbe a hullamhossz fuggvenyéberazdja a két dsszetév
elté6 abszorpcidjat, pontosabbanAa = eyy — gopp €rt€két. Tehat a cirkularis
dikroizmus, vagy mas néven Cotton-effektus a siklptarizalt fény két
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Osszetedjének kuldnbdé abszorpcidja. A CD gdrbe maximumai és minimumai az
elektrongerjesztési abszorpcids spektrum maximuelgéh, illetve ahhoz igen
kozel jelentkeznek, és viszonylag keskeny Gauskéygr ellentétben az
elektrongerjesztési spektrummal.

sz

Ve

aktivitasat okozhatja a kodzponti atom aszimmetyidagy a komplexkégmés
hatasara a ligandum donoratomjan kialakulé aszimandgta a komplex optikai
aktivitdsa a komplexképdés alatt alakul ki, akkor a komplexképgéssel a két
enantiomer racém elegyét kapjuk, melyekhez elleatébjeli, azonos érték
Cotton-effektus tartozik, igy kioltjdk egymast. kee az enantiomereket csak
kinetikailag inert komplexek esetében lehet elAkas és vizsgalni.

A Cu(ll), Ni(ll) és Pd(ll) peptidkomplexeinek vizétatara széleskten
alkalmazott szerkezetvizsgalati modszer a CD spskkOpia. Szdmos di- és
tripeptidkomplex tanulméanyozasa sorén bizonyos éiyszefiségeket figyeltek
meg™!%® A hexadekan szabélyt alkalmazva ezen komplexekspéktrumai jol
értelmezhdik. Ez alapjan ha a komplex koordinacids sikja inéattfeletti teret 8-8
szektorra osztjuk, és minden szomszédos szektorabéntétes éielet
tulajdonitunk, akkor az adott szektorban talalhgttikailag aktiv csoport hatdsara
bekovetke# Cotton-effektus élelét a szektor éjele adja meg. Ezenkivil azt is
megfigyelték, hogy egy XYZ tripeptid fémkomplexén&otton-effektusa egy
adott hullamhosszon a kdvetkéZppen szamithato (G glicint jeledl):

AS)LXYZ =A8)LXGG +A8kGYG +A8)LGGZ (11)

A masik fontos megallapitas, hogy a komplexekbdirkibz helyzetben |&¥, de
azonos kémiai mifsédi optikailag aktiv csoportok kulonbémagysagu Cotton-
effektust eredményenek:

AS)\GXG S AS)\GGX S AS}LXGG (12)

Ennek oka az, hogy a kdzponti fémionhoz, mint kriama@soporthoz kapcsolédé
kilonbdz donorcsoportok nem azonos hatasfokkal tovabbitgak kiralis
informaciot.

A CD méréseket JASCO J-810 spektrométeren végedik,és 1cm
UthosszlUsagu klvettak hasznalataval 200-800 nmiénthossztartomanyban. A
spektrumokat szobémérsékleten kilonbézpH-értékeken vettik fel. Az oldatok
koncentraciojat ugy allitottuk be, hogy az abszodia 0,6-1 kdzott legyen. A
kapott CD spektrumok kiértékeléséhez a gyartd cég &iztositott szoftvert
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hasznéltuk. Az egyes komplexek egyedi spektrum@®#S&QUAD neti program
segitségével szamoltuk ki.

3.5."H NMR spektroszképia

Az altalunk vizsgalt fémionok kozil a Pd(Il)- ésyeg Zn(ll)-komplexek korében
végeztink 'H magmagneses-rezonancia méréseket. A siknégyzetes
palladium(ll)komplexek minden esetben diamagnesesekpalydk nagymeérték
felhasadasa miatt. Az NMR ddkalajahoz viszonyitva ezekben a komplexekben a
ligandumcsere sebessége tobbnyire lassl, amiediinényezi, hogy a szabad és a
koordinalt ligandum méagneses rezonanciajelei kid@ahbkémiai eltolodas J)
értékeknél jelennek meg. A kémiai eltolédas eértékéwaltozdsa (a szabad
ligandumhoz viszonyitva), a jelek szama és felh@sadhformaciot szolgéaltathat a
komplexek koordinaciés madjardl, illetve az esatleigzomerekil.

A cink(Il)komplexek esetében a gyors ligandumcsuiatt sokszor az egyes
asszociatumok jelei nem kuloénulnek el. Mivel e kdempk vizsgalatara a
spektrofotometria és a CD spektroszképia nem alkahatdé (a lathatd
tartomanyban nincs elnyelésiik), néhany esetbemiafidv lehet 8H NMR.

Méréseinkhez 99,8%-os izotoptisztasagiD® (ISOTEC Inc.) hasznéltunk
oldoszerként. Minden esetben felvettik a pD-futMR spektrumokat a szabad
ligandumot és a komplexet tartalmazé mintak esedémintak koncentracidja a
rendelkezésinkre allé ligandum mennyisébéfiggott, ligandumra nézve 0,01-
0,002 moldm® koncentraciojuak, a fém/ligandum arany 1:1, 1:3,ds 1:10 volt.
Az oldatok pH-jat NaOD és DCI vagy DN@ldatok segitségével allitottuk be.
Belss standardként tetrametil-ammaonium-tetrafluoro-batrat (3,18 ppm)
hasznaltunk.

Az alkalmazott technikdk korében egydimenziods, tube kétdimenzids
(COSY) méréseket végeztink. Az utobbi egy pallattiomplex koordinécios
izomerparjainak azonositadsaban volt segitségiinkre.

Az NMR spektrumokat BRUKER AM 360 MHz FT-NMR késglien vettiik
fel, a kiértékeléshez pedig az 1D és 2D WIN-NMRK&nuszoftvert hasznaltuk.

3.6. ESR spektroszkdpia

Az elektrospin-rezonancia spektroszképia ~mddszerdyano részecskék
tanulmanyozésara alkalmas, amelyek parositatlaktrefe tartalmaznak, azaz
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paramagneses sajatsaguak. A spektroszkdpia mask aeelektron paramagneses
rezonancia (EPR) is erre utal. A réz(ll)ion paran&es volta miatt ez a médszer
kivaléan alkalmas komplexei vizsgalatara. Az ESRksumok jelleméi kdzé
tartozik a hiperfinom szerkezet. A szerkezet léttépek oka, hogy az a magneses
tér, amely a magok magneses momentumatol szarntetéssal van a parositatlan
elektronok méagneses momentumara. Altalanosan na@iiato, hogy egy |
spinszamu mag a spektrumban (21 + 1) szamu, azotewitasu finomszerkezetet
hoz létre. A rézionra az | = 3/2, ami azt jelehtigy a réz(ll)komplexek esetén 4
vonalbdl all a hiperfinom szerkezet. Az ESR spekiold hiperfinom szerkezete
alapjan a komplexek szerkezeti valtozdsaira letieetkeztetni. Az ESR spektrélis
paramétereket (gA)) a (13), (14) osszefiiggesek alapjan szamolhatjuledek
Osszevetése mas ismert koordinacidju komplex paesagigel segitséget nydjthat a
koordinaciés mad és az esetleges térbeli szerké#tezasainak felderitésében.

H
=gl —=2 13
g|| g|| H” ( )
L. g, lpugla
Au[cml]:% , (14)
ahol H,: a mintaban mert magneses térgsauss]

H,: a standardra kapott magneses téféauss]

,: paralell csatolasi alland6 [Gauss]

1, : Bohr-magneton (9,27400899-10-T%
h: Planck-allandé (6,625-19 J-s%
c: a fénysebesség (2,99792458° tfn-s")

Az ESR méréseket Olaszorszagban végezték résziSassari-i, részben a
Catania-i egyetemeken a kutatocsoportunkkal szakeggiittniikodésben allo
bioszervetlen kutatécsoportok tagjai. Varian E-8etve Bruker ER 200D
spektrométerek segitségével vették fel az ESR wmpekkat, etilén-glikol
hozzdadasa utan 120, illetve 150 K-re lefagyasmbintdkban. A fémtorzsoldat
®3Cu(NQy), — ot tartalmazott. A mintak rézkoncentraciéja @ ®oldm> volt.

Kulsé standardként difenil-pikril-hidrazint hasznaltakelyre agﬁ értéke 2,0028.
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. N-terminalisan védett tobbhisztidin-tartalmu peptidek réz(ll)komplexei

1. tabldzat Hisztidintartalmu peptidek deprotonalddasi &éirés réz(ll)komplexeik
stabilitasi allandéi (t=25C, 1=0,2 moldm ™ KCl)

Ac-HGH-OH Ac-HGH-NHMe  Ac-HHGH-OH  Ac-HHGH-NHMe
pK (COOH) 2,31(6) 2,89(5)
pK (NimH™) 6,17(4) 6,07(3) 5,43(2) 5,72(3)
pK (NimH") 7,15(3) 6,80(2) 6,49(3) 6,28(2)
pK (NimH™) 7,37(2) 7,04(1)
[CuLH;] 17,52(6) -
[CuLH] 10,89(9) 10,69(7) 13,13(5) 12,79(2)
[CuL] 6,90(2) 6,32(3) 7,87(3) 7,22(2)
[CuLH_j] 0,27(4) -0,11(5) 0,95(2) 0,79(3)
[CuLH_] —6,54(3) -5,91(2) -7,43(2) -6,12(1)
[CuLH_3 -16,72(3) -16,01(2) -17,29(2) -15,24(2)
[CuLH_] - - - —26,43(6)
[CuL,H] 17,41(10) - - -
[CuL,] 11,71(5) 10,62(6) - -
pK(CuLH-CuL) 3,99 4,37 5,26 5,57
pKy(amid) 6,63 6,43 6,92 6,43
pKa(amid) 6,81 5,80 8,38 6,91
pKa(amid) 10,18 10,10 9,86 9,12
pK4(pirrol) - - - 11,19
logK(Cu+Nyn) 3,74 3,89 3,66 -
logK(Cu+2Ny,) 6,90 6,32 5,76 5,75
logK(Cu+3Ny,) 7,87 7,22
Ezen vizsgalatok soran négy ligandum rézkomplexédgsi folyamatait

tanulmanyoztuk: két

vizsgalt

csoportot tartalmaz,

ligandumok

tripeptidét

szerkezeti

(Ac-HisGlyHis-OH, cAdisGlyHis-NHMe),
valamint két tetrapeptidét (Ac-HisHisGlyHis-OH ég-HNisHisGlyHis-NHMe). A
a35., 36. oldalon lathatok
(18.a.,b.,c.,d. &bra Amint azt a fejezet cime is elarulja, mindegiidandum N-
terminalisan védett, azaz acetilezett, viszonttaer@inalis véguk féll mind a tri-,
mind a tetrapeptidek esetében az egyik ligandunbaskaterminalis karboxil-

a masik metil-amiddal

képletei

blokkoltA

ligandumok

deprotonalédasi Aallandoit az. tablazat tartalmazza. Az jol latszik, hogy a
karboxilat p<-k jol elvalnak az imidazolcsoportokKp értékeitl, az utdbbiak
esetében nem volt célunk a mikroallandd értékek hatgozasa. A rendszerek
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vizsgalatakor a pH-potenciometria alapjan felafitmodellt spektrofotometrias,
ESR, valamint CD spektroszkdpias mérésekkel tarotaktald.

4.1.1. Két hisztidint tartalmazd tripeptidek réz(ll)komplexei

Az Ac-HisGlyHis-OH, illetve az Ac-HisGlyHis-NHMe djandumokkal alkotott
réz(ll)komplexek stabilitasi allanddéinak értékei ak. tdbldzatban vannak
Osszefoglalva, ezen értékek alapjan szerkesztettekdracideloszlasi gorbék a

19.,20. abrakomathatok.

100 - [CULH_3 2.

80 1

60 1

Cu(IN%

40 -

20 A

0 - "_X:L\\“

3 5 7 9 11
pH
19. abra. A Cu(ll) — Ac-HisGlyHis-OH rendszer komplexeinekraentracioeloszlasi
gorbéi €cp+ = ¢ = 4 x10° mokdnm?)

100 -

80 A

60 A

Cu(Ih)%

40 4

20 A

3 5 7 9 11

pH
20. abra. A Cu(ll) — Ac-HisGlyHis-NHMe rendszer komplexekkoncentraciéeloszlasi
gorbéi €cp+ = ¢ = 4 x10° mokdn?)
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Ezeki®l kiderdl, hogy mindkét rendszer esetén a komplpxb@és a[CulLH]
tipusu részecske megjelenésével keidd amelyben a hisztidin imidazolcsoportja
horgonydonorként szerepel, az ESR spektrumok alafgiételezhet réz(Il)ion
karboxilatcsoporthoz valé koordinalédasa is a @ateélisan szabad ligandum
esetében. A Cu-N koordinéciora a Cu(ll) — N-acetil-hisztamin renelstehet a
vonatkoztatasi alap, ahol lsg = 3,97 Az 1.tablazatbanaz egy N,
koordinaciora vonatkoz6 értékek (I6(Cu + N,)) igen kozel allnak az Ac-Ha
rendszer vizsgalatakor meghatarozott értékhez. Aetkézd deprotonaldédasi
lépcHben a [Cul] Osszetétél komplex képédik, a komplex stabilitasdnak
novekedési mértékéb(log K (Cu + 2Ny,) a (logK (Cu + Np)-hez viszonyitva)) a
masodik imidazolnitrogén koordinacidja feltétele#heEz a komplex jéval
nagyobb koncentraciéban van jelen aizéhoz képest, és makrokelat szerkézet
(21.a. 4bra.

cH; R
Ny s
N o HsC. H
H < \[I/N NN © o.
— — o el
N N N’ N
HNG /I M / > < \
Cu* N N
g H H

H,0" “OH,

a.[CuL]"®” b. [CULH_;]© c. [CuLH_g*®

21. abra. Az Cu(Il)-Ac-HisGlyHis-OH és Cu(ll)-Ac-HisGlyHis-NMle rendszerekben
képzxds komplexek szerkezetei (X =@agy NHMe)

A C-termindlisan is védett szarmazék esetén valgsel kisebb stabilitasi
komplex kép#édik, ami valdszitileg a karboxilatcsoport-koordinacié stabilizalé
hatasanak hianyabol fakad. A SOD enzim aktiv ceminak modellezése
szempontjabol ennek a makrokelat szerkekemplexnek van jelefisége, mivel

itt a réznek még van elég szabad koordinaciés helgeauperoxidgyok atmeneti
koordinalédasahoz, ami egyik fontos kritériuma a DSGaktivitasnak'®”
Ugyanakkor a komplex képdésének a fiziologias pH tartomanyba kellene esni
ahhoz, hogy jo potencidlis modellje legyen az enaktiv centrumanak, valamint
hogy jelentsebb SOD aktivitassal birjon. Hasonl6 makrokel&rlezzet |étezését
talaltak mar tobb esetb&fi®*'? Ezen vizsgalatoknal, tigy mint esetiinkben is 650,
€s 700 nm kozo6tt minimalis CD aktivitas volt jellafnami kdzvetett bizonyitéka
annak, hogy a koordinaci6 az imidazolnitrogénekesregztil valésul meg.
Ugyanis a fémionhoz koordinalédé donorcsoportoléréltmértékben képesek
tovabbitani a kirdlis informaciét, ezeket a megdilidsokat korabban Sigel és
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Martin tették’® Az imidazolnitrogén, valamint a karboxilatcsopayen csekély
mértékben képes ezen informécié kozvetitésére, amicamidnitrogén az €is
helyen all a sorban. Az Ac-HisGlyHis-OH ligandy@uL] komplexe esetében az
abszorpciés spektrum igen j6 egyezést mutat azalooth6l mar ismert
Ac-HGHG-OH™ ligandum makrokelat szerkedtomplexével (Ac-HGHG-OH:
Amax= 660 nm, & = 38 M™-cm™; Ac-HGH-OH: Apa= 660 nm, & = 40 M-cmi?),
ami szintén alatamasztja az altalunk feltételezmtkezetet, és ezek az értékek jél
egyeznek az erre a koordinaciés médra elméletitdgtotti ., értékkel (665 nm
az ekvatoridlisan koordinalt [2N COO, H,0] donoratom-csoportfd®).
Ugyanakkor az ESR-re vonatkoz6 irodalmi adatok élsazonlitasabol kiderdl,
hogy a[Cul] komplexekre megadott paraméterek eltérnek egymiaStg” és
eltérnek az altalunk vizsgalt rendszerek paramigéteis (2. tAblazat, 51. oldl, ami

a ligandumok eltér szerkezetél is fakadhat.

A pH novelésével a[CuLH_)] komplex alakul ki, amelyben a két
imidazolnitrogén mellett egy amidnitrogén deprotodasat és koordinalédasat is
feltételezziik. Ezt alatamasztando, a részecskeefeegisével parhuzamosan a CD
spektrumokban mindkét rendszer esetén Cotton-efekinegjelenése volt
tapasztalhatd, azonban csekély intenzitdsuk a komfl kis koncentracidjaval
magyarazhatd. Ugyanilyen tipusu részecske daset viszont nem tapasztaltak a
Cu(ll) — Ac-HVH-NH, rendszerben, itt az élskét amidnitrogén kooperativ
deprotonaléddsa megy végbe. A két koncentracid@sisgorbét oOsszevetve
(19.,20. &bra, 47. olgl. lathatjuk, hogy a [CuLH,] részecske nagyobb
koncentracidban van jelen a C-termindlisan szabipeptid esetében, mint az
Ac-HGH-NHMe ligandumndl. Véleményilnk szerint a k@eptid koordinalédasa
kozotti kilonbséget a karboxilatcsoport jelenlétegy tavolléte hatédrozza meg.
Abban az esetben, mikor jelen van a karboxilatcdoffac-HGH-OH), lehetség
van a peptidnitrogén (His(3)-hoz tartozd) koordidgc mellett a karboxilat
kotédésére is, amikor egy oOttagu keldtgy (N, COO) stabilizélja a molekulat a
két imidazolnitrogén egyidéj koordinaciéja mellett. A karboxilatcsoport
hianydban g CuLH_;] komplex stabilitasa csekély, ezért kisebb meniyieé
képzdik.

Savas pH-n viszonylag sok részecske van jelen eggszaz oldatban
(19.,20. &brg, viszont a[Cul] komplex kivételével ezek mennyisége kicsinek
mondhatd. Az ESR spektrumok is alatamasztjak tdhpglex egyiddj jelenlétét
mindkét ligandum esetén: folyamatos eltolodéast mata a kis pH értékeken

adodik. Mindemellett a lefagyasztott mintdk ESR kspamaiban intenzitas-
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csbkkenés volt medfigyelnet a [CuLH,; komplexek képédésének
pH tartomanyaban. Ez arra utal, hogy @mBrsékletcsokkenés kedvez a polimer
részecskék kialakulasanak, amelyekben az imidafidigyhidként szerepel a
réz(Iionok kozoétt, ilyenkor a rézcentrumok kozedrilnek egymashoz, emiatt
ezek a komplexek ESR csendesek.

Egy Ujabb amidnitrogén deprotonalédasavalGulLH_;] tipusu komplex
képadik ugyancsak mindkét rendszerbéi.p. abra, 48. old, amely uralkod6 a
fiziologias pH tartomanybanl9.,20. abra, 47. ol3l. A spektralis paraméterek
véltozdsai aladtamasztjdk a részecske &@@zét 2.,3.tablazat, 51.,52. old.
amelynek eléggé szokatlan a szerkezete. Ugyani$,6ftagu csatolt
kelatgyiriirendszer alakul ki az [N N7, N7, Ni,] donoratomok koordinacidjaval,
mikdzben a két sz&lsmidazolnitrogén kdzotti két amidnitrogén a Gl d)letve
a His(3)-hoz tartozik. Az ESR spektrum szokatlakid hiperfinom csatolasi
allanddja torzult szerkezet létére utal, ami al&@satja a 7-tagu kelatdyi
képzdését. Mindamellett, hogy nem jelleéna peptidkomplexekre a 7-tagu kelat
képzdése, tobb esetben is talaltak mar ilyen szerkezégg a Cu,Zn-SOD
enzimet!*%jlletve prion proteinek&f”*"**"*Imodelle® peptidek esetében is.

A kovetked deprotonalodas soran mind az Ac-HisGlyHis-OH, miaz
Ac-HisGlyHis-NHMe ligandum esetén[€uLH_;] 0sszetétdl részecske képdik,
feltételezésiink szerint a komplexek koordinaciés djméis egyezik. A
komplexkép#dési folyamat jelefds spektralis valtozasokkal j&2.(3. tablazat a

CD spektrum is szamottéen valtozik 2. abrg,
2 -

[CuLH_5]

=

o

S T T T g S ———— |
2 300 400\)6 600 700 800
4 A [nm]

24
22. abra. A Cu(ll) - Ac-HisGlyHis-NHMe rendszer egyes kompéemnek molaris
CD spektrumai
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ezek arra utalnak, hogy nem hidroxokomplex Kéigséél van sz6. Az Gjabb
amidnitrogén deprotonal6dasaval és sikban valo divélddasaval a korabban
7-tagszaml kelatdyit 5-tagu kelat valtja fel. igy a (7,5,6)-tagi cstato
kelatrendszer helyett (5,5,6) keéplik, és korabbi vizsgalatok sordn mar
megallapitottdk, hogy az (5,5,6)-tagu j6éval nadgyoérmodinamikai stabilitdssal
rendelkezik, mint az &bbi*™® Ezaltal a[CuLH_;] komplexben ekvatoriélisan
koordindlt imidazolnitrogén (His(1)-hez tartozd)skorul, és a[CulLH_g-ban
atkerul az axialis poziciob&Z.c. abra, 48. old, ezt az ESR spektrumjalacsony
értéke is aldtamasztja. A karboxilatcsoport nenz vészt a koordinécioban, igy a
megvalosuld koordinacios méd [(NN, N7, Nim)ekvatorialis ¥ + (Nm)axiaiid, €2t a fajta
koordinaciés moédot  mutattdk ki az  Ac-HGHG-&¥  ligandum
réz(Ihkomplexében is. Ugyancsak hasonlé donoratorméz(ll)ionhoz valo
kotodéset taléljuk egy nagyobb peptidfragmens szénitétia végében, mikdzben
egy masik réz(ll)ion a peptid amino-végéhez kodatfidik®™ Ezenkivil az
abszorpciés spektrumok torzulaséat figyeltik megj aaldszirileg a komplex
szokatlan térbeli szerkezetilfakad, &m ez egyezésben van a négyzetes piramisos
térbeli szerkezéitrészecskéknél tapasztaltakka?

2. tablazat. Hisztidintartalmid peptidek ESR és UV-Vis spekf@laraméterei
Spektrélis paraméterek

Ligandum Ay A (nm), Komplex Donoratomok
G (10%em™ e (M tent)
2,294 177 660,40  [Cuf] 2 N, COO
2,285 173 a [CuH_.L] 2 Nim, N*,COO
Ac-HGH-OH 2,207 184 573,122  [Cubl]” 2 Ny 2 N°
2,185 197 b [CuH.L]* Nims 3 N7, (Nim)ax
2,301 176 641, 38 [Cuf] 2 Nim
Ac-HGH-NHMe 2,205 188 566,105  [Cubl] 2 Nim, 2 N
2,185 197 b [CuH.sL]™ Nim» 3 N7, (Nim)ax
2,302 176 655, 40 [CuHE] 2 Nim
Ac-HHGH.OH 2,243 193 a [CuH_lL]i 2 Nim, N
2,200 191 571,106  [Cubl] 2 N, 2 N
2,182 198 b [CUH:L]%Z  Nim 3 N, (Nima
2,203 187 568,108  [Cubl] 2 Nim, N”

Ac-HHGH-NHMe )
2,185 199 b [CuH.4L] Nims 3 N7, (Nirm) ax

a a rosszul oldédé komplexek, illetve a ligandummsgezettsége miatt az oldat nem volt
atlatszo
b a magyrazatot lasd a szévegben
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3. tablazat Tdbb hisztidint tartalmazé peptidek réz(ll)koexinek CD spektralis
paramétereil ., (Ae)[nm(dnmolcni™)].

Komplex Sav Ac-HGH-OH Ac-HGH-NHMe  Ac-HHGH-OH Ac-HH&NHMe
[CuH. L] N-Cu(ll) 305(+0,4) 310(0,2) 300(+0,4) 295(-0,9)
350(-0,4) 350(-0,4) 340(+0,1) 345(+1,3)

d-d - - 565(+0,1) 565(+0,5)
[CuH-L]  N-Cu(ll) 300(-1,59) 303(-1,04) 300(-0,89) 300(-1,25)
350(+2,13) 350(+1,08) 349(+1,43) 347(+1,53)

d—d 580(+0,72) 572(+0,30) 583(+0,58) 573(+0,41)

502(+0,32)

[CuHsL]  N-Cu(ll) 325(+1,36) 281(-0,70) 290(-0,83) 291(-0,77)
318(+1,87) 330(+1,38) 331(+1,66)

d-d 480(-0,56) 475(-0,64) 472(-0,19) 473(-0,42)
590(+1,18) 592(+1,41) 585(+0,68) 588(+0,94)

[CuHL]  N-Cu(ll) - - 280(-0,8) 281(-1,82)
320(+8,2) 319(+3,57)

d—d - - 480(-2,4) 479(-1,08)
610(+2,3) 593(+1,70)

4.1.2. Harom hisztidint tartalmazo tetrapeptidek ré&(ll)komplexei

A két vizsgélt tetrapeptid az Ac-HisHisGlyHis-OH, alamint az
Ac-HisHisGlyHis-NHMe volt. Mindkét rendszer esetéb&zonos sztdchiometrigju
komplexek képé&dnek, ezért hacsak nem valamelyik konkrét ligandum
komplexé6l van szd, akkor az adott megallapitds mindkét sead komplexeire
értend. A réz(ll)-vel alkotott komplexek stabilitasi afidoit a 1. tablazat
tartalmazza 46. old), mindkét rendszer koncentracideloszlasi gorbéi a
23.,24. abrdkonlathatok. Ezen ligandumok réz(ll)komplexkégdési folyamatait
Osszefoglald kozleményiink megjelenését kémet méréseinkt fuggetlendl, a
szegedi bioszervetlen kutatdcsoport munkaja nyoamegjelent egy kdzlemény,
melyben az Altalunk is vizsgalt Cu(ll) — Ac-HisHigBis-OH rendszer
komplexeil szamolnak b&’" A képdé komplexek koncentraciéjanak az
eloszldsa nagyon hasonlé az esetiinkben bemutat&itabb eltérésekkel az
eredmények j6 egyezésben vannak az altalunk kékelte
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23. abra. A Cu(ll) — Ac-HisHisGlyHis-OH rendszer komplexeinkkncentraciéeloszlasi
gorbéi €c2+ = ¢ = 4 x10° mokdn?)

Cu(Ih%

24. abra. A Cu(ll) — Ac-HisHisGlyHis-NHMe rendszer komplexeik
koncentréciéeloszlasi gorbéidz+ = ¢, = 4 x10° mokdm™>)

A komplexképsddési folyamat az Ac-HisHisGlyHis-OH ligandum esetéla
[CuLH;] részecske megjelenésével kédi#t, ebben [N, COQ] koordinécio
val6szirisithet. Ez a fajta komplex nem jelenik meg a masik ligandesetében,
ami a karboxilat stabilizal6 hatdsanak hianyavalgyasazhatdé. Ebben eltér
viselkedést mutatnak a haromhisztidines tetrapebtiels a kéthisztidin-tartalmu
tripeptidek. Ugyanis a Cu(ll) — Ac-HisGlyHis-NHMemdszerben megjelenik az
egyfogl imidazolkoordinaciéval jellemezliekomplex, mikdzben szintén nem
tartalmaz karboxilat csoportot. Az eliéligandummeéret lehet az egyik ok, ami
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miatt ez a koordinaciés moéd nem jelenik meg az AsHitGlyHis-NHMe
ligandumot tartalmazé rendszerben, mastésza toltéskiulonbségek is
kozrejatszhatnak. Viszont @CuLH], illetve a [Cul] mindkét tetrapeptid-
rendszerben egyarant képik, amelyekben U(jabb hisztidin oldallancbeli
imidazolnitrogének deprotonalédnak és koordinalégdnazaz két-, illetve
haromnitrogénes26.a. 4brd komplexek jonnek létre. Amint azt a tripeptidek
esetében is tapasztaltuk, a részecskék megjelaépéhtartomanyaban csekély
intenzitasi CD spektrumokat mértink, ami aladtan@s#togy a koordinacio
kizarélag az imidazolnitrogéneken keresztul valdsely. Savas pH-n egyiditgg
vannak jelen az oldatban a fent emlitett része¢cskék magyarazza az ESR és a
lathaté spektrumok folyamatos tolédasat. Mindentiell@az imidazolgyiri
hidligandumként vald viselkedését nem lehet kizdmas széval az oligomer
részecskék képrését. A tri- €s a tetrapeptidek szarmaztatottlgted értékeinek
(log K (Cu + 2Ny) és logK (Cu + 3Ny)) 6sszehasonlitdsabol latszik, hogy a harom
imidazolgyiri egyidefi koordinacidja nagyobb stabilitAst biztosit, mintkét

oldallanc koordinaciojal( tablazat46. old).
L2 -
HCJ\ H I N/_<l ©
3Ne.

b. [CuLH_,©

Iz

"\
M TCuLH 420

25. abra. Az Cu(ll)-Ac-HisHisGlyHis-OH és Cu(ll)-Ac-HisHisGHis-NHMe
rendszerben képdoé komplexek szerkezetei (X =®@agy NHMe)

Egy Ujabb deprotonalddéasi folyamat kovetkeztébefCalLH ;] Osszetétdl
komplex kép#dik, amelyben véleményunk szerint amidnitrogén Howilodik
még az dz6 imidazolnitrogének mellett. A folyamatot jellethzoK értékek
amidnitrogén deprotonalédasara utalnhktéblazat46. old). A 19.,20. (47. old.),
illetve a 23.,24. abrak (53. old.pysszehasonlitdsabol latszik, hogy[@uLH_j]
részecske koncentracioja a tetrapeptidek esetémostesen nagyobb, mint a
tripeptidekében. Nagy valGs#iseggel a hisztidinek elt®&rszama okozza ezt az
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eltérést. Mig a tripeptidek esetében a két higztidiordinalédasa nem elegénd
ahhoz, hogy szamottévmennyiségben jelenjen meg az egy deprotonalodott
amidnitrogént is tartalmazfiCuLH_;] komplex, addig a harom hisztidinoldallanc
koordinalédasa nagyobb stabilitast biztositva azliteth komplex nagyobb
mennyiségét eredményezi. A tetrapeptideken belilidinbségek a karboxilat tavol-
vagy jelenlétére vezethidt vissza. Emellett érdemes megemliteni, hogy aztado
pK-val jellemezhet folyamat akar koordinalt vizmolekula deprotonakdtéoz is
hozzarendelhét*’” Mivel mindegyik feltevésnek van realitasalapja,nkgen
lehet, hogy tobbféle koordinaciés izomer egyensjditamzi a rendszert.

A masodik amidnitrogén deprotonalédasa [@uLH_;] tipust komplex
képzdését eredményezi. A spektralis paraméterek valtoz@.,3. tablazat,
51.,52. oldy a masodik amidnitrogén koordinalédasat tamasaia, igy a
koordinacios mod [N, N7, N7, Nim]-re modosul az ébbi komplexhez képest. A
két amidnitrogén a Gly(3), illetve a His(4)-hez ttemnak @5.b. abrg, analdg
szerkezetet képezve, mint amilyet a tripeptidekigl lattunk. A szegedi
kutatécsoport agy Vvéli, hogy az Ac-HisHisGlyHis-Ohgandum [CuLH_,]
Osszetétdl részecskéje két koordinacids izomert is takaregyk az éaltalunk is
feltételezett szerkezet, a masik azz8l szerkezethez képest egy axidlisan
koordinalt imidazolgiirit is tartalmaz, amely a His(1)-hez tartozik.
Feltételezésiiket arra alapozzak, hogy a lathatktrspeban tapasztalt,.x €rték
voros eltolédast mutat néhany, szintén,[W-, N, Nin] koordinaciét tartalmazoé
komplexéhez képest, illetve hogy az ESR paramétemkilasra utalnak, és ugy
vélik, hogy ezt a torzulast az imidazolg§ axialis koordinacidja okozza.
Véleménylnk szerint a 7-tagl kelat is okozhatjaoeuit szerkezetre utald
paramétereket, &m az imidazolgy axialis koordinacioja sem zéarhato ki, igy a
koordin&cios izomerek Iéte ezuttal is valogzithet.

A pH ndvelésével sor kerll a harmadik amidnitrogéprotonalédasara,
melynek koordinacidja fCuLH 3] komplex kép#dését eredményezi. A spektralis
paraméterek igen hasonléak a tripeptidekéhez, erdtkovetkeztettiink, hogy a
koordinaciés méd is hasonlé. Jelen esetben is Kifz@ koordinalédd harmadik
amidnitrogén az ekvatorialis sikbél az imidazdigy, amely atkerll az axialis
pozicibba, négyzetes piramisos szerkezetet hozvae |€25.c. abrd. A
tetrapeptidek esetében is megfigyethetolt az abszorpcids spektrumban a
torzulds, ami a négyzetes piramisos térbeli szetkek a kbdvetkezménye. Az
egyik 1ényeges kulonbség a két tetrapeptid kompxidési folyamataiban az,
hogy a[CuLH_;] és a[CuLH_j képzdése az Ac-HisHisGlyHis-OH ligandum
esetében a nagyobb pH értékek felé van tolodva asikméetrapeptid
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(Ac-HisHisGlyHis-NHMe) ugyanezen dsszetétekomplexeihez képest. Ezt a
legjobban a két koncentracioeloszlas szemlél8i,24. abra, 53. oljl. valamint
az 1.tablazatban (46. old.) feltintetett amidnitrogének deprotonalédasara
vonatkoz6 lépdizetes allandok értékei Kgamid)). Az is latszik a tablazatbdl,
hogy ugyanez a tendencia megvan a tripeptideknétsak kisebb mértékben.
Ennek valdszitleg tobb oka is van, amelyek egyuttesen hatva e¢agezik a fent
leirtakat. Az egyik a komplexek eltér toltése lehet, amelyek a
koncentracioeloszlasokban vannak feltiintetve, a ikma&s [CuLH,] elté
stabilitdsa (nagyobb stabilitas esetén a nagyoblx f¢fé tolja az utdna keletkéz
komplexek képddését). A tetrapeptidek esetében felmerll még aodiés
amidcsoport csokkén savassaga, amit a nemkoordinalédé oldallanc (agi-t
kelatbdl ered) okoz @5.c. abra, 54. old.

A tetrapeptidek esetében negyedik ekvivalens lagisgs mérhét volt, ami
a [CulLH.] Osszetétdél komplex kép#dését eredményezi. Ez vagy UGjabb
amidnitrogén, vagy a pirrol tipust nitrogén depndiddasanak lehet a
kovetkezménye. Egy harmadik lebgtg szerint vegyes-hidroxokomplex kégik,
am a Cotton-effektus novekedés ez ellen szél, mankeltetik a26. abranlathatéd
Cu(ll) — Ac-HisHisGlyHis-NHMe rendszer CD spektruma

4

2 - [CuLH.,]
[CuLH_3]

A Mt em™

300 400 N0/ 600 700 800

A [nm]

2
26. abra.A Cu(ll) - Ac-HisHisGlyHis-NHMe rendszer egyes kolepeinek molaris
CD spektrumai

A negyedik amidnitrogén deprotonaldédasakor 7, NI, N, N7 koordin&cio
alakulna ki, ami igen jellegzetes ESR spektrumederényezne. Nevezetesen a
szuperhiperfinom csatolas (4 ekvivalens nitrogérmé&zll)ionnal) kdvetkeztében
9 vonal megjelenését lehet varni legaldbb aé plrhuzamos jelnél, mint ahogy
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azt a réz(ll)—cikloff-AlaGly-p-AlaGly) rendszernél is tapasztaltdk, amelyben a
[CuLH_j] Osszetétdl részecskét csak a négy amidnitrogénes koordindiciékiet
leimi™*™® Az Ac-HisHisGlyHis-OH ligandum esetén BCulLH. képzdése
olyannyira nagy pH-k felé tolodik, hogy stabilitédilandéjanak értékét a pH-
potenciometrias mérésakb nem lehet biztonsaggal megallapitani. A masik
terapeptidnél a negyedik amidnitrogén koordindlétds lehet zarni, mivel az
ESR spektrumban az emlitett tipusu csatolast npasttaltuk. A védett ligandum
esetén a negyedik nitrogén deprotonalédasara vamatrték a K;(NH) = 11,19
beleesik az imidazol pirrol tipusd (N(1)H) nitroggmek a deprotonalddasi
tartomanyaba (9,6 - 11,9).Ezek alapjan feltételezitetn [CuLH.] komplexben
egy negativ toltédsimidazolato-gyiri képzdése (His(4)-hez tartozd), mikbzben a
koordinaciés maod valtozatlan marad: [3Niy].

Osszegzésként elmondhat6, hogy mind a négy vizdig@hdum igen jo
rézmegkdat-képességgel bir. A peptidekben talalhaté hiszididallancok
hatékony horgonydonoroknak bizonyultak a réz(ll)gmamara, ezaltal az képes
volt indukalni a peptidnitrogének deprotonalédasatstabil komplexeket alkotni.

A tripeptidek esetében az &lkét amidnitrogén deprotonalédasa kozel kooperativ
médon megy végbe, mig a tetrapeptideknél ez a rudyalépcézetes. A
tetrapeptidekben 1év harmadik hisztidin tovadbb néveli a peptid fémmegko
képességét.
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4.2. A prion proteint modelled peptidek kétértékii atmenetifémekkel alkotott
komplexei

PhD munkédm kezdetekor a prion protein fémmegkéipességét illéen
széleskdfien tanulméanyozott volt mar az octarepeat tartomanyaz azon kivili
tartomanyok alig, ezért a ligandumok kivalasztasaémt a szempontot vettiik
figyelembe. A 27. 4bra vazlatosan mutatja be a vizsgalt ligandumokat és a
tanulmanyozott fémionok korét.

N-terminus C-terminus
I == == I 550 q
23 :—|—————|——, | |
61 69 77 85 96 !1111 140 177 187
/”. 1 \ S - S
- : 8 - 179 214
Ac-GlyThr HisSer-NH, | Ac-MetLys HisMet-NH, )
HuPrP(QAi-.Q?) HuPrP(109-112) Zn(l1),Cd(ln,

.| Ac-PheLysHisVal-NH,, | | Co(il).Mn(ID),Ni(l1),
] ChPrP(122-125) Pd(In)

Ac-QGGGTHSQTNKPSKPKTNMK HMAG-NH
HuPrP(91-114)

Ac-H GGWGQGGG HBQTNKPSKPKTNMK [HMAG-NH , HuPrP(84-114)

AC- GGWGQGGGT SQTNKPSKPKTNMK [HMAG-NH , HuPrP(84-114)His(85)Ala
Ac-PHGGGWGQGGGTIABQTNKPSKPKTNMK [HMAG-NH , HuPrP(84-114)His(96)Ala
Ac-PHGGGWGQGGGT HSQTNKPSKPKTNMK |JAMAG-NH , HuPrP(84-114)His(111)Al5

27. abra. A vizsgalt ligandumok (prionmodellek) illetve fénmiok

A két tetrapeptid a His(96) és a His(111) korilppdrészek aminosavsorrend;jét
utédnozzak (a harmadikrél kiish lesz sz6). Mivel ugyanazon kortulmények kozott
voltak vizsgalva, ezért lehiéglink volt a rézzel alkotott komplexek stabilitasi
allandoinak 6sszehasonlitasaval e fémhez val6 i@k sorrendjének a
meghatarozasara. Az Ac-GlyThrHisSer-Nids az Ac-MetLysHisMet-NH az
ember prion proteinjének (HUPrP azaz humén PrP)é86111. pozicidban 18v
hisztidinjeinek a  koérnyékét modellezik, viszont a arihadik, az
Ac-PheLysHisVal-NH az utdbb emlitett human fragmensnek a csirke jéi@m
megtalalhaté analégja. A human szegmens két majonhelyett ebben
fenilalanint és valint talalunk. Mivel az irodaloab vita Ovezte a
metioninoldallancok koordin4cidjanak a valosmiégét a human fragmens esetén,
ezért érdekes volt a két tetrapeptid rézzel valdpexképsddési folyamatainak az
Osszevetése. Masréskzismert, hogy a csirke prion proteinje ellenallfubok altal
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terjesztett surlokér prionjaival szemben. Ez okhiél esett e tetrapeptidre
vélasztdsunk. Az emlitett tetrapeptidek komplexkélgsi folyamatait a
réz(ll)ionon kivil egyéb fémionokkal is tanulmanywz Az irodalomban a
Mn(ll)- és Zn(l)ionok kapcsan taldlunk utalastarhogy koébddésiik kapcsolatba
hozhat6 a protein konformacié-valtozasaival. Ezegt Kémionon kivdl,
vizsgalatainkat Cd(lIl), Co(ll), Ni(ll) és Pd(ll)-Vés elvégeztuk. Az etskét fémre
vélasztasunk ugy esett, hogy koordinaciés kémiamgontbol nagy hasonlésagot
mutatnak a Zn(ll)-vel, viszont élettani szempontbfdinkciéjuk jelentsen
kilénbozik. Az irodalombdl ismert, hogy a nikke){tin elég gyakran hasonl6
maodon koordinélédik mint a rézion, és mivel matanalfogadott, hogy a PrP egy
rézkoty protein, ezért volt érdekes a nikkelkomplexek tar@nyozasa. A
pallddium(ll)ion viszont legnagyobb mértékben képeg amidnitrogének
deprotonalédasat indukalni a felsorolt fémionokikokomplexei ezért érdekesek.

Mindkét hisztidint, a 96.- és a 111.-t is tartalamzaz a peptid
(HuPrP(91-114)), melynek nikkel(ll)ionnal alkotokomplexeit lengyelorszagi
tanulmanyi utam soran volt lelisEgem vizsgalni.

Az egyhisztidin-tartalmu tetrapeptidek vizsgalathikiderilt, hogy a mi kis
modelljeinkhez igen csekély mértékbenddik a cinkion, annak ellenére, hogy az
irodalomban a prion cinkionindukalt konforméacidétedasardél irnak. Mindemellett
taldlunk utalast arra, hogy tébb hisztidin jelealébsegitheti a nagyobb mériék
affinitast a zn(ll) feld’®*™ igy érdekes volt a nagytagszami és egyben
tobbhisztidin-tartalma  prionmodellek  cinkkomplexpaédési  folyamatait
megvizsgalni. Olyan peptid tanulméanyozasara kesidt mely 31 aminosavbdl all
€s mind az octarepeat tartomanybeli His(85)- t,d@n azon kivll ésHis(96) és
His(111)-t is tartalmazza (HuPrP(84-114)). Ezerikbknnek a ligandumnak olyan
mutansait is tanulmanyoztuk, melyekben a His(8yva His(111) egyenként
alaninra voltak cserélve (HuPrP(84-114)His(85)AtmPrP(84-114)His(111)Ala).
Méréseinkkel parhuzamosan kutatécsoportunkban ezkomplexképidési
folyamatait vizsgaltak. A PrP rézhez val6 nagyraffisa ismert, ellenben az is
ismert, hogy a szervezetben a cinkkoncentracio otagy mint a rézé, ezért
végeztink a  nagytagszdmu  molekulakkal  (HuPrP(84His85)Ala,
HuPrP(84-114)His(96)Ala) olyan méréseket, amikomiatdnk mindkét fémiont
egyidejileg tartalmazta (vegyes fémes rendszerek).

A peptidek mindegyikének N- és C-terminalisan ikkkolt formajat
vizsgéltuk. Ahogy azt kordbban megallapitottak kesekkal jobban modellezik az
adott fragmenst a proteinb&f’
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4.2.1. A His(111) és a His(96) rézkahelyeket modelled tetrapeptidek
vizsgalata

42.1.1. A Cu(ll) = Ac-MKHM-NH , és Cu(ll) — Ac-FKHV-NH, rendszerek
komplexképzsdésbeli kilonbségei

A His(111) kornyékét modelléz tetrapeptid (HuPrP(Acl09-112NH
Ac-MetLysHisMet-NH,), illetve ennek a szekvencianak a csirkékben nh@bttd
analégia (ChPrP(Acl122-125NH Ac-PhelLysHisVal-NH) eredményeinek
bemutatdsaval kezdjik, és kbbb térink ra a His(96) tetrapeptid modell
eredményeinek bemutatasara. Mindkét ligandum pébbaidsi allandéi, illetve
réz(ll)komplexeik stabilitasi allandoid tabldzatbarvannak 6sszefoglalva.

4. tablazat. A human és a csirke prion proteint modeiléztrapeptidfragmensek
deprotonalddasi allanddi és réz(ll)komplexeik ditdsi llandoi (t=25C,
1=0,2 moldn KCI)

ChPrP(Ac122-125Np) HUPrP(Ac109-112Nh)
Ac-PheLysHisVal-NH Ac-MetLysHisMet-NH,
pK(His) 6,29(3) 6,22(1)
pK(Lys) 10,28(2) 10,28(1)
Komplex log logp
[CuLH] 13,88(6) 13,98(11)
[CuL] 7,38(11) _
[CuLH_q] 2,02(3) 2,70(5)
[CuLH_j] -6,50(4) -6,26(9)

*[CULH _j]sn: -6,78(9)
S[CULH _]an: -6,41(9)
[CuLH_g -16,69(4) -16,32(9)

*[CuLH _;]sn: 3N-es komplex deprotonalt lizé-Faminocsoporttal
**[CuLH _5]4n: 4N-es komplex protonalt lizd-aminocsoporttal

A ligandumoknak két-két disszocidbilis protonja vamelyek ldggal valé titralas
soran valnak le, eszerint az addft@rtékek a hisztidin-oldallancbeli imidazol- és a
lizin-oldallancbeli  e-aminocsoport  deprotonédlédasahoz  rendéket A
réz(Ihkomplexek koncentraciéeloszlasi gorbéi 28.,29. dbrakon lathatdk,
megfigyelheb, hogy ezek eléggé hasonldak.
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A [CuLH_;] koordinaciés izomerei (- - - -):
A izomer: 4N-es komplex protonalt lizé-aminocsoporttal
B izomer: 3N-es komplex deprotondlt lizikaminocsoporttal
28. abra. A Cu(ll) — HuPrP(Ac109-112N} (L: Ac-MKHM-NH ;) rendszer komplexeinek

koncentréciéeloszlasi gorbéidz+ = ¢, = 4 x10° mokdm™®)

80 1

60 1

cu(i%

40 -

20 A

29. abra. A Cu(ll) — ChPrP(Ac122-125N§) (L: Ac-FKHV-NH,) rendszer komplexeinek
koncentraciéeloszlasi gorbéigz+ = ¢, = 4 x10° moldm™®)

Mindkét rendszerben a komplexképés pH 4 korul a [CuLH] Osszetétel

részecske megjelenésével kédit. A lizinoldalldnc protondltsagat figyelembe
véve ebben a komplexben a ligandum egyfogu kooldtiid&gat feltételezzik a
rézionhoz (az imidazolnitrogénen keresztil). EAt&ahasztandd, pH 5,5 alatt
gyakorlatilag nem tapasztalunk CD aktivitast egyekdszerben sem. Emellett az
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ESR paraméterek viszonylag j6 egyezést mutatfakablazal az octarepeat
monomer egységet modeltedigandum azon komplexével, melyben szintén
egyfogu hisztidin koordinaciot feltételeznek (2,360, A =130)™%

5. tablazat A human és csirke prion proteint modefigetrapeptidek réz(ll)komplexeinek
spektralis paraméterei.

ChPrP(Ac122-125Nb) HuPrP(Ac109-112Nb)
Ac-PheLysHisVal-NH Ac-MetLysHisMet-NH,
Komplex | UV-Vis CD ESR UV-Vis CD ESR
Amax(€) Amax(A€) afA Amax(€) Amax(A¢) gfA
A A + A A +
[CuLH] - - 2,373/133 - - 2,370/13
[CuLH_;] @ 606(98) 605(-0,35) 2,228/165 629(123) 660(+0,15) 2,231/172
510(+0,40) 530(+0,33)
345(-1,31) 380(+0,16)
243(+12,3) 325(-1,27)
248(+7,56)
218(-0,75)
[CuLH_;]  528(134) 650(+1,00) 2,195/195
500(-1,33) [CuLH Jan:
360(-0,17) ugyanaz mint a [CuLH]
320(+1,10)
290(-0,10) S[CULH _ga;
260(+4,49) ugyanaz mint a [CuLH]
220(+23,9)
[CuLH_gj | 525(142) 655(+1,27) 2,195/195 521(127) 652(+0,92) 2,195/194
503(-1,84) 494(-1,56)
355(-0,16) 354(-0,17)
320(+0,65) 316(+0,74)
290(-0,86) 289(-0,81)
260(+4,82) 256(+4,80)
222(+29,9) 229(-2,93)

*[CuLH _;]sn: 3N-es komplex deprotonalt lizéFaminocsoporttal
**[CuLH _5]4n: 4N-es komplex protonalt lizd-aminocsoporttal

A [nm(dnfmolcm™)]
+(10%cm™)

Egy Ujabb protonvesztés a [Cul] komplexet eredmémg, am az
Ac-MetLysHisMet-NH, esetében egyaltalan nem szamolhaté addgse, és az
Ac-PheLysHisVal-NH esetében is csak kis mennyiségben &éipz ami azt
jelenti, hogy mindkét rendszerben kooperativ monmyy végbe a kdvetkéxkét
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deprotonalédasi folyamat. Azt feltételezziik, hogyele amidnitrogének (His és
Lys) deprotonalédasahoz tartoznak, ugyanis az abpsss spektrumban kék
eltolédast és a komplexek koncentracigjanak noveséeel parhuzamosan
abszorbanciantvekedést tapasztaltunk. Ez utdhyielfiettik meg (abszorbancia
helyettAc értend) a CD spektrumokban is a d-d atmenetekhez tadzdknal;
ezen kivill az N— CU** toltésatviteli savok jelenléte is alatamasztjagyha rézion
koordin&cios szférajaban ott van az amidnitrogggE 240-345 nm)§g. tablaza}.
Azt, hogy ezek a savok az ~N»> CU** atmenetekhez tartoznak, az tAmasztja ala,
hogy a kizar6lagos imidazolkoordinacié pH-tartoydéttan nem tapasztalunk,
illetve  elenyésé& intenzitisi CD  aktivitdst figyelhetink meg e
hullamhossztartomanyban, a&m az amidnitrogének tmmpitddasaval Cotton-
effektus jelenik meg a spektrumnak ezen a részédgganakkor nem zarhaté ki
az, hogy a N, — CU/* atmenetekhez tartozd savok is megjelennek ebben a
tartomanyban, am csekély intenzitasuk miatt atfleelés/annak a N— Cu** CT
savokkal. Tehat a [CuLk] komplexben a [2N N, kétésmobdot feltételezziik,
mikdzben a lizin oldallanca protondlva marad, ezénészecskét [Cu(bl)H]
formaban is felirhatjuk. Az ESR paraméterek alatatjak a harom nitrogéndonor
koordinalodasat, ezt mas hasonlé rendszerek adataszehasonlitva allapithatjuk
meg!*®™ A vizsgalt rendszerek paramétereinek dsszeveibséthatjuk, hogy a
huméan és a csirke prionfragmens nagyfokd hasontdbségutat, &m a CD
spektrumokban  megfigyelhetink egy  kilonbséget30.,81. abra A
HuPrP(Acl109-112Nk, azaz a metioninokat tartalmazé [CulH komplex
jelenlétének pH-tartomanyaban egy toltésatvitelr sdegjelenését tapasztaltuk,
amely nem jelenik meg a masik ligandum esetébenaldmn megfigyelték, hogy
a metionin tioéterkénjének a koordinaciojat jokjedgy CT sav megjelenése a CD
spektrumbaif?®*® az adatok egyértelien azt mutattak, hogy a tioétercsoport
axialis koordinélédasa jeletg negativ, mig ekvatorialis koordinalédasa kevésbhé
intenziv pozitiv Cotton-effektussal jar egyitt. Esd&ben ez utdbbi all fenn. A
legnagyobb Ay érték 360 nm-nél volt, esetiinkben kicsivel feljebb.x =
=380 nm), mig a HuPrP(Acl106-114hHnonapeptid esetében még nagyobb
385 nm értéknél jelenik meg ez a sav. A>SCU” CT sav intenzitdsa a [CuLi

sz

iranyat figyelembe véve a Met(109) oldallancanaté#éését valdsziisitjik.
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Ae Mt em™

[CULH._g]

24
30. abra. A Cu(ll) — HUPrP(Ac109-112N}) (L: Ac-MKHM-NH ,) rendszer egyes
komplexeinek molaris CD spektrumai

1,5 4

800

-2 - [CuLH_3]
31. dbra. A Cu(ll) — ChPrP(Ac122-125N§) (L: Ac-FKHV-NH,) rendszer egyes
komplexeinek molaris CD spektrumai

HgN**CHz'CHz'C{-Iz b HgN**CHz'CHz*CI\-iz
CH, o : CHz ¢
Q (‘:ch// Q Q 0 0 ‘CH* 4 Q o
0 N N | | w1 N T w1
I JC—N; I,N'*CH*C*NH*‘CH*C*NHZ H3C*C-N*(‘ZH*C-NZ‘ I,N'*C{FC-N*‘CH*C-NHZ
HzC—C—NH-CH
’ et CHz ‘CHZ CHy e CH, CH-CH;,
H2C
N CHp CHs
H,C— N\ A \ N\ N
s
CHs \—NH \ \—NH

CH

32. dbra. Az a..Cu(ll) — HUPrP(Ac109-112N§) (L: Ac-MetLysHisMet-NH), illetve
b.:Cu(ll) — ChPrP(Ac122-125N}) (L: Ac-PheLysHisVal-NH) rendszerben képdo
[CuLH_j] komplexek szerkezetei
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Mindkét rendszer [CuLH] komplexének szerkezete 32. 4branlathat6. Az itt
abrazolt kotésmodbeli kilonbséget az egyensulyitokdas alatdmasztjak. A
6. tabldzatbanaz amidnitrogének deprotonalédasara vonatkokd dutékeket
taldlhatjuk, az els két amidnitrogén kooperativ deprotonalédasa miatt
lépczetes értékek helyett atlagot adunk mel (§. Ezekldl kideril, hogy a
pKzés a K o kozotti kiulonbség nagyobb értéket mutat a meti@nialmd
ligandum esetén, ami alatamasztja azt a feltevé&ijinknely szerint a
metioninoldallanc koordinaciéja bar gyenge, amifidija a [CuLH. ;] komplexet,
igy a tioéterkén helyére bel&parmadik amidnitrogén koordinalédasa nagyobb pH
értékre tolodik, azaz a mésik rendszer esetéberrmaadik amidnitrogén kétése
kedvezményezettebb (a Kp értéke kisebb). Vizsgalatainkkal egyitlejg
kutatécsoportunkban a két peptid nagyobb (nonagieptiltozatat is vizsgaltak,
melyek ugyanezen szekvenciat tartalmazzak, &m rgtaztomanyt dlelnek fel a
proteink®l.

6. tablazat.A human és a csirke prion proteint modeil@eptidfragmensek
réz(l)komplexeinek stabilitasi allandoibol szarrsdatt amid-deprotonalédasra vonatkozé
pK értékek

Amidnitrogén Tetrapeptid
deprotonalédasra ChPrP(Ac122-125Nk) HuPrP(Ac109-112Nk)
vonatkoz6 K Ac-PheLysHisVal-NH Ac-MetLysHisMet-NH
PK_1» 5,93 5,64
pK_3 8,52 8,96
Nonapeptid
ChPrP(Ac119-127N}: HuPrP(Ac106-114Nb):
PK_1» 5,90 5,58
pK_5 7,05 7,83

A 6. tablazatbana két nonapeptidre kapott értékek is fel vannaktetire

Osszehasonlitas céljabdél, és azt lathatjuk, hogyanag a tendencia, amit a
tetrapeptidek esetén figyeltink meg, a nonapeptiélels mutatkozik. Az irodalmi
részben mar emlitésre kerilt, hogy a metionin-tAdabkat illeben

ellentmondasos adatokat talalunk. Ezt eloszlataedédményeink azt mutatjak,
hogy van tioéterkén koordinalodas (ellentétben ad6[147]-es szama
kdzleményekkel), és kizarélag a Met(109)-hez tart¢a [145]-06s kdzleményben
feltételezettekkel szemben). Ezt a fentiekben dkkal kivanjuk aldtdmasztani,
illetve azzal, hogy a paraméterek eléggé nagy héségot mutatnak a
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nonapeptidek és az altalunk vizsgalt tetrapeptatedtében ahhoz, hogy ugyanazt a
kotésmodot feltételezzilk. A nonapeptidek esetéladml lenne lehéség az
amidnitrogének C-terminus irdnyaba todérdeprotonalédasara (van harom
egymast koveét amidnitrogén) és a Met(112) koordinaciéra, nemagzirany
valésul meg, ezért kizarélag a Met(109) oldallarmorklinaciojat javasoljuk.
Szintén ezt tdmasztja ala az a tény, hogy esetinkb€T sav intenzitisa a
[CuLH_;] komplex koncentraciéjanak fliggvénye. Ez azt iserjé, hogy a
tioétercsoport koordinaciéja pH-fuggugyanis a haromnitrogénes komplexben a
negyedik koordinacios helyet elfoglalva, jelenlateegyedik nitrogén kétésésl
fligg, és ez utdbbi pH-fuUgdolyamat. Az altalunk vizsgélt HuPrP(Ac109-112NH
esetében a CT sav intenzitdsa nagyobbnak adédott; an nonapeptidnél
(HuPrP(Acl106-114Nk. Ez alatamasztjia azt a feltevést, mely szerint a
tioétercsoport koordindlédasa egy gyenge koélcs@shaés a haromnitrogénes
komplex negyedik koordinaciés helye a tioéterdo@dtal csak részben van
elfoglalva. A nagyobb intenzitas arra utal, hogy&t és a nyitott szerkezetek
ardnya a tetrapeptid esetében nagyobb (a kisebbhdignméret okanal fogva).
Kordbban hasonlé kovetkeztetésekre jutottak egyébiomintartalmu tripeptidek
vizsgéalatakof8°181

A pH novelésével egy Ujabb protonterthéblyamatot tapasztaltunk, amely
mindegyik spektralis paraméter szamofterltozasaval jary. tablazat, 62. old.
Ezek Ujabb amid-deprotonalédasra utalnak (a depatddasrol mar korabban szé
esett a P_sértékek kapcsan). Az adott részecskéhez [CyLbiztéchiometria
tartozik. Az ezt kovét deprotonalodési Iépében a [CuLHz] komplex alakul ki,
amelynél kizarélag a lizil protonalt aminocsopargit deprotonalédasat vartuk,
mely nem jarna spektralis valtozassal, tehat nadyasonld egyedi spektrumokat
vartuk e két részecskére (ezt tapasztaltak a nptidpk esetében). Ehhez képest a
részecskék egyedi spektrumat kiszamolva mind azoapsidés, mind a CD
spektrumoknal jelefs eltérést talalunk a két egymast kdévetészecske
spektruméban az Ac-MetLysHisMet-MHgandum esetén, valamint jéval kisebb
eltérést az Ac-PheLysHisVal-NHligandum komplexeinél 33.,34. abra. A
nonapeptidekd val6 eltérés oka az, hogy a tetrapeptidek esatédme utolso
(harmadik) amidnitrogén, amely deprotonalédik, améticsoporthoz tartozé, mely
joval bazikusablb! mint egy atlagos peptid amidcsoportja (a nonagegtiél ez
deprotonalodik). Ezért van az, hogy a harmadik aitriogén deprotonalédasa tébb
mint egy log egységgel nagyobb pH-n megy végbérapeptidek esetében, mint a
nonapeptidekében6(tablazat. Ennek kbvetkezményeként ezen amidnitrogén
(acetamidcsoporthoz tartozé) és a lizinaminocsopegrotonalédasi folyamatai

66



140
120 - [CuLH] [CuLH_,]
100 -

80 A

e[M*em™]

60

40 4
A izomer + B izomer

20 -
0 T T T T
400 500 600 700 800
A [nm]

A [CuLH_,] koordinacios izomerei:
A izomer: 4N-es komplex protondlt lizé-aminocsoporttal, ezért spektruma a
[CuLH_3]-hoz hasonlo

B izomer: 3N-es komplex deprotonalt lizikaminocsoporttal, ezért spektruma a
[CuLH_4]-hez hasonl6
33. abra. A Cu(ll) — HUPrP(Ac109-112N}) (L: Ac-MKHM-NH ,) rendszer egyes
komplexeinek molaris elektrongerjesztési abszogpspektrumai
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34. abra. A Cu(ll) — ChPrP(Ac122-125N§) (L: Ac-FKHV-NH,) rendszer egyes
komplexeinek molaris elektrongerjesztési abszogpspiektrumai

részben atfednek, igy a [CuLfosszetétdl részecske két izomert takar: (a) 3N-es
komplex, melyben a lizin aminocsoportja deprotoaahan és (b) 4N-es komplex
protonalt lizinoldallanccal 35. 4brg. Az éatfedés joval nagyobb mértéeka
Ac-MetLysHisMet-NH, ligandum esetében, mivel a mar emlitett tioéterkén
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koordinalédadsa miatt a harmadik amidnitrogén depmd@ibdasa még jobban
felcsdszik a nagyobb pH-k felé, ami viszont nincegmAc-PheLysHisVal-NK
ligandum komplexénél, ezért esetében joval kisebliéki atfedéssl van sz6. Az
elssként emlitett ligandum mikrorészecskéinek mikrad@diéd-értékeit at. tablazat
tartalmazza, szamitdsukhoz a mikrodllanddkrél szd@éméleti alapokat
hasznaltuk®® A molaris (egyedi) elektrongerjesztési abszorpcifektrumok
alapjan lehéiségunk volt kiszamolni a képas izomerek aranyéat. A szamolas elvi
alapja az volt, hogy mivel a [CulLb (a) izomerje 3N-es komplex, ezért
abszorpcids spektrumanak nagyon hasonlénak kelidemszintén 3N-es [Culk]
spektruméhoz (a kilénbség a lizinoldallanc protizdda), tovabba (b) izomerje
4N-es, ezért feltételezésink szerint spektruma mtése 4N-es [CulLHj
komplexével egyezik nagymértékben. Bbhdddodan, j6 kozelitéssel ismerjik az
izomerek egyedi spektrumait, ezeket a megleledranyban &dsszeadva,
megkaphatjuk a [CuLH]-re szamitott spektrumoB8. abrg. Ez az arany 30+5%
és 70x5%-nak adodott3%. abrg (0,3[CuLH.q]spekrum + 0,7[CULHg]spekirum =

= [CULH_j]spekirun)- Mivel a masik ligandum esetén a deprotonaldéidigamatok
csak kis mértékben fednek at, gy véljik, a szameaiszonylag nagy hibaja miatt
az elvesziti értelmét.

HZN*CHZ*CHfCI\-iz
CH2 o

30% o (\:ch// o o
o N/ N I l
I LC—N_ N"—CH=C—NH-CH-C—NH
HaC—C—NH-CH \ ‘
| o CHz T
H,C. \ CHs
Hac—S N\ é HZN*CHZ‘CHZ‘CD\-IZ
CHs “—NH \ c. §H o
CH3 -y
PN i f
SN / "N—CH-C—NH-CH-C—NH;
\C/N‘\ " \ ‘
Hs ‘ Gt CH, (‘:Hz
HsN*—CHy~CH,~CH, STCHCHRICR N CHz
h W N\ ‘s
2 o
b. (‘:H*C// o) o H3C*(‘: NH ‘CH
70% o /7N l l S 8
NN I,N'*CH*C*NH*(‘ZH*C*NHZ
HaCy ‘ e CH, (‘ZHZ
S—CHyCHyCH /" ™\ CH
/ 2
\N_ N\/% g
HC*(‘Z “—NH \
3 N\ CHs

o
35. abra. A Cu(ll) — HuPrP(Ac109-112N§) (L: Ac-MetLysHisMet-NH) rendszerben
képzdsé [CuLH_,] komplex koordinaciés izomereinek(b) illetve a [CuLH3
komplex €.) szerkezetei
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Mindemellett a nagyobb pH-n tért@marmadik amidnitrogén deprotonalédas
(nagyobb B _;értékek a nonapeptidekhez képest) bizonyitékulgaftoarra is,
hogy a deprotonalédas valdban az N-terminus irdayatad.

A nonapeptidek esetében azon részecskékokiésekor, melyekben csak a
lizinoldallanc koordinal6dasat feltételezik, spékis paramétereik (UV-Vis, ESR)
véltozaséat nem tapasztaltak, ami aldtamasztja tedtételezést, mely szerint azok
nem koordindlédnak. Tovabbi bizonyitékot szolgalkt erre az egyensulyi
adatok, ugyanis a szabad liganduri({pys)) és a komplexekK{Cu-Lys) értékei
azt mutatjdk, hogy a deprotonalddas csaknem uggpanazpH értékeken zajlik.
Esetinkben az izomerké&jés miatt az értékek nem vetblet 6ssze a
nonapeptidekkel analég moédon. A nonapeptidekked vedgy hasonldésag miatt
feltételezhat, hogy a lizin aminocsopotjanak deprotonalédaseaeteapeptidek
esetében sem jar koordinalédassal. Ezenkivill erkigdvetett bizonyitékaul
szolgél az, hogy az izomeraranyt sikertlt kiszamamely azt feltételezte, hogy a
4N-es protondlt Lys-t és a 4N deprotonalt Lys-talanazé komplexek spektrumai
megegyeznek.

A 3N-es és 4N-es komplexek lathaté abszorpciés tapeki eléggé
szokatlanok. Ugyanis a 3N-es esetében az abszerpaitaximumok
hullamhosszértékei kisebb energianak felelnek nmeigt azt a szokdsos 3N-es
komplexeknél kordbban megfigyeltt’) Masrészsl a 4N-esek esetében a
spektrumalak nagyobb hullamhoss®fetészében minden esetben egy vall jelenik
meg @3.,34. bra, 67.0l). Ezen paraméterek a rézkomplexek térbeli
szerkezetének torzulasara utalnak.

A vizsgalt rendszerek komplexeinek stabilitasi @dléit meghatarozva,
lehetséglink volt azok értékeit dsszevetni az octarefaeatmany komplexeinek
értékeivel. A 36. dbra egy olyan modell rendszert mutat be, mely mindkét
ligandum, az egyik A&ltalunk vizsgélt tetrapeptid & octarepeat tartomany
monomer egységének rézhez valé affinitdsat hagoiiiéisze. Az abrabdl kiderdl,
hogy a tetrapeptid (His(111) Kiitelymodell) jéval efsebben kéti a rezet, mint az
octarepeat monomer. Ez a kuldnbség leginkdbb aldigias tartomany kérnyékén
a legjelentsebb.

Végul elmondhatd, hogy a nonapeptidek és az akalmsgalt tetrapeptidek
komplexképadési folyamatait 6sszehasonlitva, a tetrapeptidémanegkdshely
j6 modelljeinek bizonyultak. Ami az amid-deprotobdsi értéket (nagyobiKp;,
az acetamidcsoportb6l adéddan), illetve ennekldsaldallanc egyiddi jelenléte
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kovetkezményeként esetlegesen fdllégomerképédést illeti, a folyamat jol

leirhatd, ezért szukség esetén figyelembe vetiezenkivil ezek a kis modellek
segitségll szolgalnak a nagyobb peptidekben megwal6é deprotonalddas
irAnynak az eldéntésében.
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36. abra. Az A: octarepeat monomer (Ac-PHGGGWGQ-NH - -) és a
B: HUPrP(Ac109-112Nk (Ac-MKHM-NH , ) réz(ll)komplexei stabilitasanak

dsszehasonlitAsadz+ = Ca = Cg = 4 x10° mol-dni™)

4.2.1.2. A Cu(ll) — Ac-GTHS-NH, rendszer komplexkép#dési folyamatai

Azon megfontolasok alapjan, hogy a8 alfejezetben targyalt két tetrapeptid
egyszeit és megbizhatd modelljének bizonyult a prion hiatartalmu
fémkothelyének, a His(96) kornyékét szintén egy tetragdpt kivantuk
modellezni. A HuPrP(Ac94-97NHt Ac-GlyThrHisSer-NH deprotonaldédasi
illetve rézkomplexei stabilitasi alland6i az. tdbldzatbanvannak feltiintetve.

7. tablazat.A HUPrP(Ac94-97NH): Ac-GlyThrHisSer-NH peptid deprotonalédasi
allandéja és réz(ll)komplexei stabilitasi allan@ii25 °C, 1=0,2 moldnm™ KCl)

pK(His) 6,35(2)
Komplex logp
[CuL] 3,94(5)
[CuLH_{] -2,59(12)
[CuLH_j -8,21(5)
[CuLH_4] -16,18(6)
[CuLH_] -26,54(5)
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Ezen értékek alapjan szerkesztett koncentracidakiszyérbék a37. abran
lathatok.

cu(in

2 4 6 8 10 12
pH
37. abra. A Cu(ll) — HUPrP(Ac94-97Nk) (L: Ac-GTHS-NH,) rendszer komplexeinek
koncentréaciéeloszlasi gorbéidz+ = ¢, = 4 x10° mokdm™®)

A ligandumnak csak egy protonalédasi pontja van,gpedig a hisztidin
imidazolnitrogénje, ahogy azt &Kpérték is mutatja. Az 8k6 két ligandumhoz
képest ez nem tartalmaz lizint, am hisztidirk-igat (4. tablazat, 60. old.
Osszevetve az adott liganduméval megallapithat@y ha lizinoldallanc nem
befolyasolia szamottéen a hisztidin protonalddasi folyamatait. A
komplexképédési folyamatok nagy hasonlésagot mutatnak mindharo
rendszerben, ezért a szamos parhuzamvonas és dswzifas miatt érdemes lehet
megjegyezni, hogy az ugyanazon koordinacios moédeatielked részecskeék,
sztochiometrigjukat tekintve eltérnek egymastél.hdtea nem koordinalédo
lizinoldalldnc protonaltsagat figyelembe véve eggtpnnal tobbet tartalmaznak a
mar bemutatott ligandumok komplexei, pl. a lizitddma Ac-MetLysHisMet-NH
[CuLH] komplexe a Ac-GlyThrHisSer-NHrendszer [CuL] komplexének felel
meg. E részecske megjelenésével kdidda komplexképidési folyamat, mely
pH 4 kornyékére tehét A log K értékeket, melyek az imidazolnitrogén és a rézion
kotodéséldl keletked komplex stabilitdsat jellemzik, 6sszehasonlitvadhiarom
ligandumra,  megdéllapithatd, hogy azok j6 egyezésbevannak:
3,94 (Ac-GTHS-NH)  (7.tablazat, 70.0l), 3,60 (Ac-FKHV-NH) és
3,70 (Ac-MKHM-NH,) (4. tablazat, 60. old, (a nem koordinalédé Lys amino
pK-kat figyelembe véve). Mindemellett az ESR paramsiteis dsszhangban
vannak 8. tablazat, 72. old., 5. tablazat, 62. 9ld.
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8. tablazat A prion proteint modellézHUPrP(94-97Nk): Ac-GlyThrHisSer-NH
tetrapeptid réz(ll)komplexeinek spektralis paramete

. ESR
Komplex UV-Vis . CD _ afA,
Ama{e)[nm(dnPmolem™)]  AnafAg)[nm(dnPmolcm™)] (10%nTy
[CuL] _ — 2,365/138
[CUH L] — _ 2,290/168
[CUH_L] 610(78) 611(-0,37) 2,240/176
513(+0,31)
338(+0,44)
303(-0,24)
247(+6,30)
[CuH L] 555(119) 590(-1,93) 2,201/210
495(+1,36)
310(-1,36)
261(-0,38)
242(+0,91)
[CUH_L] 545(120) 587(-1,62) 2,205/199
492(+0,72)
307(-0,92)
275(+0,11)

Amint azt a két masik rendszer esetében is medfigiteik, ugy ebben is
kooperativ  amidnitrogén-deprotonélédds koveti az yfaggl imidazol-
koordinalédast. Ugyanis a [CuLl komplex csekély mennyiségben kédik,
illetve atfed a nagy koncentraciéban jeledl§CulLH_,] komplex kép#désével,
igy kozel kooperativnak mondhat6 a két amidnitrogéprotonalédasa. Hasonlo
kooperativitadsrol szamoltak be mas hisztidintartalmpeptidkomplexek
esetébef®' % jlletve a4.1.1. fejezetbetérgyalt kéthisztidin-tartalmu tripeptidek
esetében is ezt lathattuk, ezenkivil hasonloahkeideek az octarepeat tartomanyt
modelle® peptidek id**%*%® Ez a kooperativitas biologiai kériilmények kodzott
lehet igazén fontos, ugyanis azt jelenti, hogy akiiértéki valtozasa jeleiis
valtozast idéz él a szabad illetve kotott rézionok aranyaban. Eéepglda a
sejtkdzi tér és a sejt belsejében megldoH kilonbség. A spektralis adatok
alatamasztjidk az [N, N, N7 donoratomok jelenlétét a réz koordinaciés
szférajaban. Az UV-Vis spektrumokban a [CubkH komplex abszorbciés
maximuma a két masik liganduméval nagyon jol 6ssghan van §. tablazat,

5. tablazat, 62. old. Az ESR paraméterek azoed részecskékhez képest valtozast
mutatnak, g esetében csokkenést és gzéhtéke ndvekedést, ami alatamasztja az
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amidnitrogének koordinaciéjat, ugyanakkor kicsiveltérnek a két masik
tetrapeptidéll. A CD spektrumokban a feltételezett amidkoordidéal
parhuzamosan tapasztalunk Cotton-effektus-névekedésl a d-d, mind a CT
sdvok megjelenésének hullamhossz-tartomanyaban. figyethets, hogy
tabldzatban a d-d atmenetekhez tartoz6 saujklelpont ellentétes, mint azt az
Ac-MKHM-NH , illetve Ac-FKHV-NH, ligandumokat tartalmaz6 rendszerek
esetében lathattuk5(tablazat, 62. ol). Ez az eltérés nem jelent koordinacids
modbeli eltérést is egyarant, ugyanis nemrégibegfigeelték, hogy a His étti
masodik poziciéban |évaminosav mitisége befolyasolja szamottean ezt a
hatést, mikbzben a vizsgalt ligandumok komplexeiaekordinaciés moéd azonos
maradt. A szabaly szerint a GXH peptid 4N komplexé €D spektrumaban a
kisebb hullamhossznal taldlhaté d-d savéjedé pozitiv, mig nagyobb
hulldAmhosszndl negativéghi. Ha ebben a ligandumban a Gly-t egyéb aminosavra
cseréljiik (kivéve Pro), akkor a savokjele megvaltozik!®*!

9. tablazat.A human és a csirke prion proteint modeail@eptidfragmensek
réz(ll)komplexeinek stabilitasi allandoibol szarrsatt amiddeprotonalddasra vonatkozo
pK értékek

Amidnitrogén

HuPrP(Ac94-97NH)  ChPrP(Ac122-125NE)  HuPrP(Ac109-112Nk)

Sce,s;?gzzl?asra Ac-GlyThrHisSer-NH  Ac-PheLysHisVal-NH  Ac-MetLysHisMet-NH,
PK 1 6,08 5,03 5,64
PK 5 7,97 8,52 8,96
logK (Cu + L) 3,04 3,60 3,70

Az el két amidnitrogén deprotonaldédasara vonatkozo ditlagrtékeket
(pK_12) és a harmadik amiddeprotonalddast jelléniaK ;) értékeket dsszevetve
mindharom ligandumra, megallapithatd, hogy kisréfé&an kdzottik9. tablazal.

A két amid koordinalédasa a legkedvezményezettelkcaVlKHM-NH , esetében,

a mar targyalt Met(109) oldalldnc koordinal6édasanakabilizalé hatasa
kdvetkeztében, igy a harmadik amid deprotonal6datamelyest gatolva van, ezt
mutatja a leghagyobbKkps érték mindharom koézil. Az imidazol koordinaciét
kovettb két amid deprotonalédas Kp,) kevésbé éhyos az Ac-GTHS-NH
esetében. Az azt koveharmadik amiddeprotonalédas mindharom liganduniikz
ebben megy végbe a legkisebb pH-n. &l#aiédoan a két amidnitrogénes komplex
képzdésének pH-tartomanya az Ac-GTHS-Nigjandum esetében a ledikebb,
azaz legkeskenyebb gorbét lathatunk a koncentelogrldsokban 3. abra,
71.old., 28.,29. &bra, 61. o)d.A harmadik amidnitrogén deprotonalédasaval a
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[CuLH_3] komplex képadik, melyben [Ny, N7, N7, N'] kétésmaddot feltételezink.
Ezt az amiddeprotondlédast kék eltolédas kiséralagzorpciés spektrumokban
(AAmax = 55 nm, 8. tablaza}l, ami kevesebb, mint amennyit a tobbi tetrapeptid
harmadik amidnitrogénjének protonvesztésekor tapkisnk 6. tablazat, 62. oldl,
am elegend ahhoz, hogy amid-deprotonalédast feltételezhesStthRaadasul ez
az abszorpciés maximum j6 egyezésben van mas tglitaimua réz(ll)komplexek
paramétereivel (540-550 nm, mig esetlinkben 555 mnelyekben szintén az
altalunk feltételezett [N, N, N, N] kotésmédot irtak 1851 Az ESR
paraméterek megfelelnek egy négynitrogénes kronudéamétereine® A CD
spektrumokbeli eltérést az altalunk vizsgalt késikdetrapeptid paraméteréitaz
optikailag inaktiv Gly jelenlétével magyarazzuk, lymek amidnitrogénjéhez a
rézion koordinalédik. A titralasi gorbe alapjan egjabb deprotonalédasi légcs
szamithat6. A [CulLH] sztdéchiometriaji részecskéhez tarsithatdé spéktral
paraméterek eltérnek a [CuLdi paraméteredt, am ez az eltérés viszonylag kicsi
ahhoz, hogy egy Ujabb amidnitrogén deprotonalédfedtéitelezzik. Az emlitett
folyamathoz 10,36 I¢ érték tartozik, ami lehéséget ad koordinalt vizmolekifa
vagy a pirrol tipust nitrog&hdeprotonalédasat feltételezni. A jelen adatokjakap
nem all médunkban eldonteni, melyik all a hattérben
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38. abra. Az A: HUPrP(Ac94-97NH) (Ac-GTHS-NH, - - - -) és a
B: HUPrP(Ac109-112Nk) (Ac-MKHM-NH , ) réz(Ikomplexeik stabilitAsanak

dsszehasonlitasadp+ = Cy = Cg = 4 x10° moldm™®)

Ismerve a His(96) és a His(111) modellek fémmegtk&pességét, stabilitasi
allanddikat 6sszevethetjiuk, hogy kideriljon melgknvan nagyobb affinitdsa a
réz(Ilionhoz. A38. dbrabolkiderll, hogy az Ac-MKHM-NH ergsebben koti azt
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fiziologias pH-n. Ennek a ligandumnak a fémmegkkdépességét mar
0sszehasonlitottuk az octarepeat tartomany moneelef@6. abra, 70. olg. Egy
ilyen 0Osszehasonlitds lathatd az Ac-GTHS;Nkyandumra és az octarepeat
monomer egységre3®. abran
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39. dbra. Az A: octarepeat monomer (Ac-PHGGGWGQ-NH - -) és a
B: HUPrP(Ac94-97NH) (Ac-GTHS-NH, ——) réz(ll)komplexeik stabilitasanak
dsszehasonlitAsadz+ = Ca = Cg = 4 x10° mol-dni™)

Ebbsl az latszik, hogy a 96-o0s hisztidin kdrnyéke ndgyaffinitassal rendelkezik
a fémion felé, mint a prion N-terminusdnak az okf#jije. Ennek oka
egyértelnien a deprotonalodas eltér iranydbol addéddéan az elter
kelatgyiriméretben keresefidUgyanis az octarepeat-ben a hisztiditteprolin
meggatolja azt, hogy az amidnitrogének deprotorédada megszokott iranyba
haladjon. Ezért a C-terminus felé haladva a cs&elatrendszer (7,5,5)- tagu
kelatokat tartalmaz, ez kisebb stabilitast biztoait komplexnek, mint az
octarapet-en kivili tartomanyok komplexeiben a,@;5agu csatolt kelatrendszer.
Az 4brabdl latszik, hogy kis pH-n, amig a ligandamhisztidin-oldallancon
keresztil csak egyfoguként koordinaldédik a fémhemcs nagy kulonbség a
féemkoképességben, am a kelatok kialakuldsa utdn ez énlksg egyre
jelentbsebb és a tetrapeptid valik kedvezményezetté. Uikjam, ha egy olyan
rendszert vizsgalunk, melyben a Cu(ll), a tetrapeps az octarepeat monomer
helyett az octarepeat tetramer vannak 1:1:1 ardmybat latjuk, hogy ez a
tendencia a visszgjara fordulQ( 4brg. Ez az irodalmi részben mar emlitett
kooperativ hatds miatt lehetséges. Tehat az oearefartomany kulonallé
hisztidinjeit szemlélve, megallapithatd, hogy azgkengébb fémmegkéknek
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bizonyultak, mint az azon kiviliek, &m a tartomé&uészét vizsgalva, annak jéval
nagyobb affinitisa van a rézionhoz, mint az oceaepn Kkivil e%
hisztidintartalmi modelleknek.
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40. abra. Az A: octarepeat tetramer (Ac-(PHGGGWG®)H, - - - -) és a
B: HUPrP(Ac94-97NH) (Ac-GTHS-NH, ——) réz(ll)komplexei stabilitasanak
dsszehasonlitasadp+ = Co = Cg = 4 x10° mokdm™®)

4.2.2. A vizsgalt ligandumok palladium(ll)ionnal vdé kdlcsénhatasai

Az irodalmi ebzmények is azt mutatjak, hogy a Pd(ll) — peptidck6hhatas
nagyon Osszetett. Ez kiléndsen abban az esetbémyés; amikor a peptid
metionin, illetve hisztidin aminosavakat tartalmgz. utébbi esetében a lehetséges
koordinacios moédok sokasaga is jelzi az adott rmerdsbonyolultsagat:
(i) imidazol-N(1)-N(3) kotési izomer€f® alakulhatnak ki; (i) az amidcsoportok
nitrogénjeinek deprotonaléddsa mind az N-, mind der@inus iranyaba
megindulhat; (iii) Pd(I1)-N(3) koordinacié kovetkében indukalt imidazol-N(1)H
deprotonalédas is  létrejohet, mely A&ltal két- et tébbmagvua
di/polimerkomplexek  képgihetnek (az imidazoldyii  hidligandumként
viselkedik); (iiii) ugyanazon pallddiumionhoz tdbimidazolnitrogén egyidéj
koordinalédasa is mevaldsulhat. Mindezek az NMReljelkllonbd#ségét
eredményezik, ezért méréseinket a legegybbermodell, az Ac-His-NHMe
vizsgélataval kezdtik, azt remélve, hogy segitségiinlehet a nagyobb
priomodellek spektrumainak kiértékelésében.
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4.2.2.1. A Pd(ll) — Ac-His-NHMe rendszer komplexképédési folyamatai

A ligandum szerkezeti képletela.h. bran (37. old.yzerepel. Lathatd, hogy az
acetil-hisztidil-metilamid egy fehérjevdzban kototiisztidin  legegyszébb
modellje, azonban meg kell emliteniink, hogy az asvgortok kémiai karaktere
valamivel bazikusabb, mint a szokasos peptidcsokélf A palladium esetében
ez nem okoz nagy kilénbséget, mivel kbzismert am@itnogénekhez valé nagy
affinitdsa, melyek deprotonalédasat mabsen savas kdzegben képes indukalni.
Ezen egyszérligandum vizsgalatat kezdetben azért szerettikavolegvalositani,
hogy informaciét kapjunk arrél, milyen valtozasokmennek keresztiil %1 NMR
jelek komplexképédés kovetkeztében, azonban a rendszer bonyolubdtbbn
bizonyult, mint ahogy azt eredetileg elképzeltiikizegalatainkat 1:1, 1:2 és
1:4 fém/ligandum aranyd mintékkal veégeztik.4A. abrana pH-potenciometrias
titralasi gorbéket lathatjuk,

T
|
11 4 :

Ligandum

Lag ekvivalens

41. abra. A Pd(Il) — Ac-His-NHMe rendszer titralasi gérbé (= 4 x10° mol-dni>)

ebdl is megallapithatd, hogy az 1:1 aranynal felvetirbg nem egyensulyi
folyamatot takar, ilyen jelldg gorbét kaptunk 1:2 arany esetében is. Mindkét
esetben a pH instabilitasat figyeltik meg, a koxgielassu képalési kinetikaval
jellemezhetk. 1:1 aranynal csapadékképzst (pH~ 4), mig 1:2 aranynal a minta
habzasét figyeltik meg, ami szintén rosszul olddkzecskék jelenlétére utal. A
pD-figg NMR spektrumok elemzése azt mutatja, hogy mar igavas pH-n
megindul a komplexképrés, mivel a szabad ligandum jelei mellett mar ott
vannak a komplexek jelei ig2. abrg.
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¢ a protondlt szabad ligandum C(2)H és C(5)H pratgatei
42. abra. A Pd(Il) — Ac-His-NHMe rendszer pD-fiigdH NMR spektrumai: aroméas

tartomany €+ = 2,0 x10% mokdm™>, ¢, = 2,1 x10? moldnm)

Az 1:2 aranynal felvett spektrumokban azon jelelette amelyek 1:1 ardnyndl is
ott vannak, megjelennek még egyéb rezonanciacsliss@mi Ujabb komplexek
képzdésére utal. A pH nodvelésével a szabad liganduei jhinnek, am a
komplex jelei nem, mig nagyobb pH-n (pD 5-6) ez bbiék is kezdenek
ellaposodni, és végul éhnek (ezt figyeltuik meg az Pd(ll) — Ac-MKHM-NH
rendszer aromas tartomanyaban is). Az alifas tamymjelei felhasadnak, ez
nagyobb mértékben az 1:2 aranynal val6sul meg. Aunas tartomanyban
megjelerd jelek sokasagabdl, a mindkét terminuson kialakitmtilcsoportokhoz
tartozd protonok jeleinek felhasadasabol, valan@infelek ellaposodasabdl és
eltinésélBl arra kovetkeztettink, hogy a kordbban felsoroktheltséges
koordinaciés modok kozul7e. old) nagy valdszitiséggel mindegyik megvalosul.
Az imidazol-N(1)H deprotonalédas kovetkeztében eféwé tobbmagvu
polimerkomplexek kégilése magyardzatot ad a csapapdék megjelenésére.
Prébalkozasaink ellenére nem sikerllt az egy-eggttakibordinaciés modhoz
hozzarendelni egy-egy jelet vagy jelcsoportot.

Ehhez képest az 1:4 aradny viszonylag egysw és 8 pH-ig jol
kiértékelhetnek mondhat6. A rendszert jellebnzallandok a 10. tablazatban
vannak 6sszefoglalva és a komplexek eloszlaksa abranlathato.
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10. tablazat.Az Ac-His-NHMe deprotonalddasi allandéja és palléwfll)komplexei
stabilitasi allandéi (t=25C, 1=0,2 moldnm™ KCI)

pK(His) 6,48(2)
Komplex logp
[PdL] 9,0(5)
[PdLy] 16,17(6)
[PdL;] 22,52(7)
[PdLy] 28,49(5)
100 -
g0 4 _[PdL] [PdL,]
o 604 [PdL;]
% [PdLs]
& 40
20 4 2+
Pd
[/ ]
0 T T T 7 T T )
1 2 3 4 5 6 7 8
pH

43. abra. A Pd(ll) — Ac-His-NHMe rendszer komplexeinek kontrégioeloszlasi gorbéi
(Cpe+ = 1 x10° mokdnt®, ¢, = 4 x10° mokdn?)

A komplexképs#dési folyamat a [Pdi] tipusu komplexek egymast kodet
kialakulasaval irhato le. Az eloszlasgorbéklatszik, hogy pH 2-re gyakorlatilag
nincs szabad palladium a rendszerben, azaz marl&rbgn kotétt. Az eldként
kialakul6 komplex, a [PdL] ké@grése igen savas tartomanyba esik, emiatt a
meghatarozott stabilitdsi alland6 értéke kissé myitalan. Ezért a tablazatban
lathatd érték helyett helyesebb, ha jg 9,0-et értliink, mikdzben a légetes
allandok (logK, stb.) értékei, illetve a koncentraciéeloszlas astpsak. Erdemes
kiemelni, hogy ez az eloszlas akkor érvényes, hgalédb négyszeres
ligandumfelesleget alkalmazunk. A pD-fiilggNMR spektrumok elemzése
alatamasztja a potenciometria alapjan meghatarozotiellt. Erdekesség, hogy a
6-8 pH kozott az aromas tartomanyban, ahol kizgr@a/PdlL] komplex jeleit
varjuk, 24 komplexjelet talalunk4§. 4bra, az abra fefs részén lathaté az
1D 'H NMR spektrum Figyelembe véve, hogy az imidazolgiy mind az N(1),
mind az N(3) donoratomjain keresztiil képes kooddud®! ezek a [Pdi]
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komplex hat koordinacios izomeréhez tartoznak: (3113333), (1333), (1113),
cis(1133) égdrang1133).

i szabad
k ligandum
e
v i
c k
szabad b
ligandum d a

T T T T T T — 8,4
(ppm) 8,0 7.6 7.2 6,8 6,4 6,0

44. abra. A Pd(Il) — Ac-His-NHMe rendszer COSY spektruma pla-n illetve a

hozzatartozé 1BH NMR spektrum: aromas tartomargpg+ = 4,9 x10° moldm,
cL = 2,7 x10° moldnT?)

Azt aldtdmasztandd, hogy a megjélejelsokasag valéban koordinaciés
izomerek képédéséhez rendelhit felvettik az 1-Metil-1H-imidazol és a
4-Metil-1H-imidazol pD-figg NMR spektrumait. AL8.l. és 18.m. abran (37. old.)
lathatdk a ligandumok képletei. A 4-Metil-1H-imiddzesetében, hasonléan az
Ac-His-NHMe ligandumhoz leh&ség van koordinaciés izomerek kialakulasara.
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Viszont az 1-Metil-1H-imidazolban az egyik nitrogemor blokkolva van egy
metilcsoporttal, ami meggatolja az izomerkégzst. Valéban, ez utdbbi esetében
tizszeres ligandumfelesleg mellett (a hidrolizisszaszoritasa miatt) egyetlen
komplexhez tartozé harom rezonanciacsucsot taléimkzomerek kégamlésének
pH tartomanyaban, melyek a ligandum harom CH cs@mak protonjaitol
szarmaznak, mig a masik ligandum esetében meggkeran koordinacids
izomerekhez tartozo jelek.

Visszatérve az Ac-His-NHMe rendszerhez, egy-egyniznez tartoz6 NMR
jelek szadma és intenzitasa is dtéAz 45. dbra vazlatosan mutatja be, mely
komplexekél hany jel szarmazik.

A1 o) {3 38| f1 38 (3 1 |1 1| |1 3
1 1/ |3 3 [3 3 |1 1 [3 3 |3 1

S R R

C ljel  1jel  3jel  3jel  3jel 3jel }12.2=24jel
L A A B2C B2C 2B 2B

45, abra. A Pd(ll) —Ac-His-NHMe rendszer Pdlkomplexeinek izomereihez tartozé
'H NMR jelek szdma és elméletileg vart intenzitésaR vagy C az egyforma kémiai
kdrnyezetben I&protonok szama alapjan)

Mind a C(2)H, mind a C(5)H protonokhoz 12-12 jettéaik. Ezen jelparokat,
nevezetesen az ugyanazon ligandumhoz tartoz6 CE@&HC(5)H protonok
rezonanciajeleit sikerllt beazonositanunk 2D NMéhiekak segitségével: normal
COSY valamint fazisérzékeny DQF-COSY (double-quantiiltered correlation
spectroscopy) méréseket végeztiink44 abran az egyik ilyen kétdimenzios
spektrum lathaté. A 2D COSY spektrum folétti 1D Igppemon betijellel vannak
jeldlve a péarok. Ezek utdn szerettik volna az uggan izomerhez tartozé
jel/jelcsoportok azonositasat is megvalositani. €2zhlkegy szamolést végeztink,
melyben figyelembe vettik az adott komplexben jégh N(1), illetve N(3)
nitrogének 6sszetalalkozasanak valoézégét, illetve egy-egy komplexhez tartozé
jelek elméleti intenzitdséat (egyforma kémiai korngtben 16 protonok szamat).
A szadmolas azt mutatta, hogy elméletileg 8 péar planmtenzitasu és 4 péar dupla
intenzitasu jelet varunk. A spektrumot nézve, aighondhaté el, hogy kétféle
intenzitasu rezonanciacsUcsokat latunk. Ez azhtielkogy az izomerek eloszlasa
nem a statisztikusnak felel meg, azaltal, hogy kénmreferenciak (egy-egy
ligandum pallddiumhoz valé koordindlédasa utédn RbtE elektroneloszlast
eredményez) valamint sztérikus ténglez is beleszélnak az izomerek
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képdésébé®”! Mindezt figyelembe véve csak annyi feltételeshétogy a nagy

intenzitasu jelek kozul egy péar az (1113) komplextez izomer harom jele kozil
a legnagyobb intenzitasu), és egy par a (1333)cpizomer harom jele kdzill a
legnagyobb intenzitasu) tartozik. NOE (Nuclear Onaeiser Effect) differencia
NMR technika alkalmazasaval is prébaltunk inforndéciyerni az egy komplexhez
tartozo jelekél, am a ligandum tulsagosan kis méretk bizonyult ahhoz, hogy e
modszer segitségével érdemleges informacidhoznissu

Osszegzésként elmondhato, hogy négyszeres ligaethsigy alatti aranynal
a Pd(l) — Ac-His-NHMe rendszerben a komplexkigsi folyamatok lassu
kinetikaval és rosszul old6do részecskék Képsével jellemezhék. Ebben az
esetben a ligandum egyfogu koordinalédasa az N(3)/8bnoratomokon keresztil
nem teliti a kbézponti fémion koordinacids szféragért a palladium tébbféle Gton
.prébalja” ezt elérni. Az egyik ilyen az amidnitrdigek deprotonalédasa mind az
N-, mind a C-terminus irdnydba. A méasik — a pirrdpust nitrogén
deprotonalédasa, mely két- illetve tdbbmagvi poidezecskék képrését
eredményezi, ami nagyobb koncentracioknal csapagpakiést eredményez.
Ezenkivil a palladium hidrolizishez val6 jelénthajlama miatt nem zarhato ki a
vegyes-hidroxokomplexek képaése sem. Nagy ligandumfelesleg mellett
(legaldbb négyszeres) az imidazolnitrogéneken kgikskoordinacio teliti a
fémion koordinacios szférajat, igy a komplexkigés viszonylag egyszarek
mondhato.

A bemutatott palladiumos rendszer alapjan, levahhaéhany dizetes
kdvetkeztetés a prion proteinnel és modelljeivegddsmlatban is. A [Pdll tipusu
komplexek képédése gyakorlatilag kizarhatd a peptidferagmenseakéginkibb a
prion esetében, ugyanis a sztérikus téilyenegakadalyozzak négy nagyméret
peptid ugyanazon fémionhoz valé egyidéjoordindlédasat. Eldb adédoan az
imidazolnitrogénhez val6 koordindlédas utdn a fémiaz amidnitrogének
deprotonalédasat segithetiéelam pH-tdl és fém/ligandum aranytdl fidgmn
eléidézheti a pirrol csoport deprotonalédasat, mi tohb lagy karaktdr
donorcsoportok a peptid oldallancaiban tovabb riiatét a lehetséges komplexek
képzdésének véltozatossagat. Ezért a tovabbiakban as&két egyhisztidin-
tartalmu tetrapeptid kélcsdnhatasat vizsgaltukl@ga@amionnal.

4.2.2.2. A Pd(Il) — Ac-FKHV-NH; rendszer komplexkép#dési folyamatai

Az egyik ebzo fejezettel ellentétben, melyben az Ac-PhelLysHisNH
(ChPrP(Ac122-125N})) és az Ac-MetLysHisMet-NH(HUPrP(Ac109-112Nk)
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rézkomplex-képédési folyamatait egyitt targyaltuk, palladium-komy@iket
kilén-kildn mutatjuk be, mivel ebben az esetbeen®s kilonbség mutatkozik a
két rendszer kdzott. A6.,47. abrara két rendszer titralasi gorbéje lathatd, melyek
O0sszehasonlitasa mar&lnézésre is alatamasztja a fent emlitetteket.
12
11 |
10 -

pH

Lag ekvivalens
46. abra. A Pd(ll) — ChPrP(Ac122-125N§) (L: Ac-FKHV-NH,) rendszer titralasi gorbéi
(Cp+ =CL = 1,7 x10° moldm™)

Lug ekvivalens
47. abra. A Pd(Il) — HUPrP(Ac109-112N§i (L: Ac-MKHM-NH ,) rendszer titralasi goérbéi
(Cp+ =C = 2,7 x10° moldm™)

A 46. abra, illetve a rendszer komplexeinek eloszlasat berdud&. abra
valamelyest emlékeztet a rézzel kapott gorbérevdlé&oncentracideloszlasra, am
azzal a kulénbséggel, hogy a palladium esetébeanaplexképddés mar joval
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48. abra. A Pd(ll) — ChPrP(Ac122-125N§) (L: Ac-FKHV-NH,) rendszer komplexeinek
koncentracioeloszlasi gorbéige+ = ¢, = 4 x10° moldm™)

11. tdblazat.A ChPrP(Ac122-125NH: Ac-PheLysHisVal-NH peptid deprotonalédasi
allandéi és palladium(i)komplexei stabilitasi &t (t=25°C, 1=0,2 moldm™ KCI)

pK(His) 6,29(3)
pK(Lys) 10,28(2)
Komplex logp
[PdL] 17,42(8)
[PALH_q] 14,86(9)
[PdLH_j] 7,63(9)
[PALH_3] -2,46(12)

savasabb pH-n megkaatk, és komplexei termodinamikai stabilitAsa jéval
nagyobb értéket mutatnakl(. tdblazat, réz(ll)-re: 4. tablazat, 60. 9ldA rendszer
pD-figg NMR spektrumai azt mutatjdk, hogy a lizin aminqusdja, a szabad
ligandummal hasonlé médon deprotonalédik, ami atasztja azt a feltevésiinket,
mely szerint az nem vesz részt a koordinacidébaklrg/, ahogy azt a réz esetében
is tapasztaltuk. Ezenkivil az NMR spektrumok bidtdkul szolgalnak arra is,
hogy a komplexkégmlés mar igen savas pH-n megindul48. abrdbdl lathato,
hogy méar 1,28 pD-n a szabad ligandum imidazdirgjghez tartoz6 C(2)H és
C(5)H jelek mellett méar ott vannak a komplexek ijése A koncentraciéeloszlas
szerint ezen a pH-n mar a [PdL] komplex van jelietvie a [PdLHj] képzidése is
megindul @8. brg. Feltételezésiink szerint a két komplexhez tarkemgdinacios
mod a kovetkeZ [Ni,, N7, illetve [Nim, N°, N], és a nagyobb intenzitdsu jelpar
rendelheb hozzajuké). A kis intenzitasu jelpary), amely nagyobb pD-n diik,
nagy valészitiséggel az egyfogu imidazol-koordinaciéval jellemetgh[PdLH]
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“8,‘5‘““““8,‘0‘“(‘“)‘“7,‘5”””“‘7,‘0“
ppm
¢ a protonalt szabad ligandum C(2)H és C(5)H praitgelei
% a Phe 5 aroméas CH protonjanak jelei
X a komplexek jelei
49. abra. A Pd(ll) — ChPrP(Ac122-125N§) (L: Ac-FKHV-NH,) rendszer pD-fiigy

'H NMR spektrumai: aromas tartomargeg+ = 1,8 x10° mokdni,
c. = 1,9 x10° moldnt?)

komplex, amelyet nem abrazol a koncentracioelsszlivel kép#dése
olyannyira savas tartomanyban van, hogy a pH-meiti@lmatlan stabilitasi
allandojanak meghatarozasara. A His alifas CH mjatwak jelei a vizjel “labanal”
helyezkednek el, mivel nem lehet biztonsaggal miagtani, hogy az abran lathaté
jelek Phe CH vagy a His CH-hoz tartoznak, ezértémehz el§ amidnitrogén
deprotonalédasara bizonyitékot nyerni. A masodildaitrogén deprotonalédasara
a Lys CH ¢ szénatom) protonjai érzékenyek, a két feltlintesgiektrumon
(50. abrg e jelek szamotteyv valtozason mennek keresztil, nevezetesen gsCH
jelek jelentsen ellaposodnak, mig a mellette dé€H,, jelek nem, ebll az
amidnitrogén koordinaciojara lehet kovetkeztetniz Eegyidefileg azt is
aldtdmasztja, hogy a deprotonalédas valdban azrmirtes iranyaba halad,
nagyobb pD-n semiibnek el a CkK, jelei. E komplexben megvalosulo
koordinacios mod nagyon hasonl6 a rézkomplex esatébemutatotthoz
(32.b. abra, 64. olddl Az aromas tartomanyban 2,22 pD-re a szabad digan
jelei gyakorlatilag elinnek (a kis jel a kismértékligandumfelesleghl (6%)
fakadhat). Ez azt jelenti, hogy e pH f6lott a koaxglkben az imidazolnitrogén
koordinalva van, és egyben azt is jelenti, hogyHe fplott tortérd kovetked
deprotonalodéasi folyamat (pH 7 kordl) nem szarmazha imidazolgyri
piridinnitrogénjébl, azaz amidnitrogén deprotonalédas feltételezh&zaltal a
[PALH_;] 6sszetétdi részecske képdik, melyben a kdtésmad [N N, N7, N
Ezt kbveten a [PdLH;] komplex alakul ki, melyben azonos koordinéaciosdoto
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taldlunk az €z6htz, a két részecske a liziraminocsoportja protonaltsagat
tekintve kulonbozik egymastol. Ugyanezen koordidacimodok kialakulasat
tapasztaltuk a réz(ll)komplexek esetében is, azzakilonbséggel, hogy a
pallddium esetében nem torténik kooperativ amidgén deprotonalédas, és
ahogy az mar emlitésre kerllt, az azonos koordijfceszecskék képdése a
rézkomplexekhez viszonyitva joval savasabb pH-n ymegégbe. A
palladium(ll)ion amidnitrogénhez valé nagymeéitéaffinitisat mar korabban is
leirtak®®®® am a vizsgalt ligandumok sok esetben a#sehorgonydonor
tulajdonsaggal rendelkézerminalis aminocsoportot tartalmaztak. Az esebi@nk
kapott eredmények azt mutatjdk, hogy aminocsopdényidban is hatékony
horgonynak bizonyult a hisztidinoldallac imidazatogénje a palladium szdméra,
ezaltal az képes volt indukalni az amidnitrogénejgrdtonalédasat.

\

CH(Phe vagy His)

\/ CH(Val)
CH(Lys)
J pD=2,22

M

T T R SV S
(ppm)

50. abra. A Pd(Il) — ChPrP(Ac122-125N§ji (L: Ac-FKHV-NH,) rendszer pD-flig
'H NMR spektrumai: alifas tartomanggg+ = 1,8 x10° mol-dnm,
c. = 1,9 x10° moldnt?)

vizjel

4.2.2.3. A Pd(ll) — Ac-MKHM-NH , rendszer komplexkép#dési folyamatai

A rendszerre kapott titradlasi gorkigbis latszik @7. abra, 83. old, hogy a
komplexképddés ebben az esetben nem egyensulyi folyamat, ezéndd 9
folott (1:1 ardny) csapadékkéfes volt tapasztalhaté. Ez a gorbe nagyon
emlékeztet a Pd(Il) — Ac-His-NHMe rendszer 1:1 gtaritradlasi gorbéjére
(41. abra, 77. old. igy a rendszer termodinamikai paramétereinekhaggozasa
nem valdsulhatott meg. A komplexek kégdeési kinetikaja lassinak mondhat6, ezt
méas rendszerekben is megfigyelték fArEsetiinkben az egyensuly beéllta egy-
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egy pontban napokban mérbede mivel a palladium(ll) a legaktivabb katalizato
a peptidkotés hasitasanak, igy ez raépulhet a lexkgbsdési folyamatra. Azt is
leirtdk mar, hogy a palladium nagy affinitassaldelkezik a tioéterkén felé, és
koordinaci6ja a fémhez a pH-tdl fiiggetléti! Ezzel 6sszhangban, esetiinkben az
elssdleges horgony a palladiumion szamara a tioétemsop Pd — S kdtés mar
erésen savas kozegben kialakul (pH 2 alatt), &m a fttlése a Pd —Nés a
Pd — N kotések kialakulasat eredményezi. Kordbbi termadikai és kinetikai
vizsgalatok azt mutattdk, hogy a Pd — N kotéstabaazé részecskék nagy
termodinamikai stabilitdssal rendelkeznek, viszgital lassabban képdnek,
mint a Pd — S kétést tartalmazé részecsKEEbLS| kvetkezik, hogy viszonylag
hosszu élét (metastabilis) intermedierek ké&jmnek a 2 — 10 pH tartomanyban,
ami meg is mutatkozik a pH instabilitasaban, vatanai'H NMR jelek jelents
szélesedésében. Raadasul az NMR jelek kiértéketsés nehezitette, hogy a
toményebb minta (a potenciometrids méréshez képdstptkezményeként a
csapadék megjelenését mar kisebb pH-n tapaszi@bumcentraciotdl figéen pH

4 és 7 kozott). Erdemes azonban megemliteni, haggrések soran tapasztalt pH
instabilitas nem a ligandum bomlasabdl ered, erbizkinyitéka, hogy a mintak
visszasavanyitasa a kiindulasi spektrumot erednzénfxdassu képédési kinetika
és a csapadékkéfés valoszifleg a palladiumkomplexek a pH novelésével
végbemeti szerkezeti atrendédéséldl fakad. Nevezetesen az imidazol- és
amidnitrogének fokozatosan kiszoritjak a tioétestesz eredeti komplexh ami
lassu folyamat, mindemellett a hisztidin oldallanagpes hidként viselkedni a
koordinative telitetlen komplexek kozoétt, igy egyasik komplex kdzponti
ionjdhoz is koordinalédva, rosszul oldédé tobbmagpdlimerkomplexek
képBdését eredménye?f” A fentiekben leirtakat alatamasztandd, az aromas
tartomany C(2)H és C(5)H szabad ligandum jelei gB5e eltinnek, ami
megebsiti, hogy az imidazolnitrogén koordinalva van e fiiltt. Mindemellett a
tioétercsoport koordinacidjara érzékeny S = @hetil protonjainak jele mar igen
savas pH-n sem egyezik a szabad ligandum esetégttf@tllel (a koordinacid
miatt atfedésbe kerll a GKAc) és a CH (Met) protonok jeleivel). Nagyobb pH-n
(3,5 pD korul), ezek kulonvélnak, és megkapjuk abszl ligandumra jelleniz
CHs(Met) jelet, ami alatamasztja fentiekben leirtakaiszerint a nitrogéndonorok
kiszoritjak a tioéterkén-donort a palladium kooddiids szférajabal.

A palladiumos rendszerek vizsgalatabol és az imdbbl méar ismert adatokat
egybevéve, levonhaté néhany altalanos kdvetkezt@}é& palladium(ll) — peptid
rendszerek esetén a teljes egyensulyi illetve szetk jellemzés akkor latszik
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kivitelezhetnek, ha csak egyetlen koordinal6dé oldallancotbaraz a ligandum
(az Ac-FKHV-NH, hisztidinjéé, illetve az irodalombdl méar ismerigoiglicinek
esetében a termindlis aminocsoport); (i) a palladiak van a peptidek irdnyaba a
legnagyobb affinitAsa és ez a prion fragmenseirgag; (iii) a prionfragmensek
mar ebsen savas pH-n megkdtik a palladiumot pB). Az el$dleges kathely
vagy a His (N(1)/N(3)) vagy még inkadbb a Met tioésoportja. Ezek indukéljak a
kdrnyez amidnitrogének koordinaciéjat, de a konkrét folgdra szekvenciatol és
a palladdiumkomplex szabad koordinacids helyeinédrgtdl is flgg; (i) a pH
novelésével szerkezeti atrenddések jatszédnak le, amelyelisttalaja valtozé és
akar a ligandumbomlassal is egybeeshet.

A Pd(ll) — prionmodellek koélcsbnhatds tovabbi gakta nem latszik
indokoltnak, ugyanis: egyrésirnem alkalmas modell a rezes illetve cinkes
rendszerek jellemzésére (ettéa hisztidinhez és a tioéterhez val6 affinitdsuk),
masrészt a palladium nem létfontossagu és ritkan,elezért nincs kozvetlen
biologiai szerepe. A kdlcsonhataggsége azonban jelzi mas toxikus nehézfémek
(platinafémek, higany) és kélcsdnhatasat a prion fehérjékkel (egyéb fehkejé
is), €s ez lehet ezen fémionok toxicitasanakdigyes oka.

4.2.3. A tetrapeptid-prionmodellek egyéb fémionokkk(Ni(ll), Zn(ll), Cd(ll),
Co(Il), Mn(Il)) vald kdlcsénhatasa

Mindamellett, hogy a réznek tulajdonitanak kiemdtkezerepet a prion proteinnel
kapcsolatosan, az irodalmi adatok azt mutatjakyregyéb fémionok (pl. Zn(ll),
Mn(ll)) is 6sszefliggésbe hozhatok a proteinnegtvlt kéros konformaciojanak
kialakulasaval. A rézzel is Vvizsgalt tetrapeptidedzen fémekkel vald
kdlcsbnhatésait tanulmanyoztuk, illetve néhany ijdmmel Bvitettik a kort
(részletesebben lasd 34, 59 dlcE fémekre vonatkozé irodalmi részt attekintve,
lathatd, hogy ezekkel valdé vizsgélatokat javaréssak szabad terminusu
peptidekkel végeztek és két horgony jelenléte riedlem valésul meg mindig az
amidnitrogének deprotonalédasa. Ez arra enged kéztetni, hogy a vizsgalt
peptidek és a fémek kodzotti kdlcsdnhatas tulnyosgirémidazol-koordinacioval
lesz leirhat6. Osszehasonlitds miatt az Ac-His-NHMélcsonhatasat is
megvizsgaltuk e fémionokkal, mivel az imidazolngémhez valé egyfogu
koordinalédashoz ez a ligandum a legmegéblel modell. Ugyanis tartalmaz
amidszeii csoportokat mindkét terminuson, &m azok deprotm#da kevésbhé
kedvezményezett a peptidcsoportokhoz képest. A )M(Ac-FKHV-NH,
rendszerek titralasi gorbéi &1. abranlathatok.
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Lug ekvivalens
51. abra. A ChPrP(Ac122-125Nk (L: Ac-FKHV-NH,) Zn(IT)-vel, Ni(Il)-vel, Cd(l1)-vel
alkotott rendszerek titralasi gérbéif+ = 1,2 x10° moldm™; ¢, = 2,4 x10° mokdm™)

A Mn(ll) és a Co(ll) kélcsdnhatdsat csak az Ac-GTNB, ligandummal
vizsgaltuk, mivel kdddésik a legkisebb értéket mutatta. Titralasi gérinéigyon
hasonléak a kadmiuméhoz. A rendszerek kiértéketésBtert stabilitdsi allandok
értékei a 12. tdbldzatbanvannak 6sszefoglalva. Mindegyik rendszer titralasi
gorbéjén egy tdréspontot lathatunk pH 7,5 - 9 kibZtek az adott fémhidroxid
csapadék kivalasdhoz rendebiet A tdbldzatban szerdéplallanddk értékeinek
szamoladsdhoz a csapadékkiist megéiz6 adatpontokat hasznaltuk. Mar a
titralasi gorbék is mutatjak, hogy e fémionok kdlckatasa a tetrapeptidekkel joval
gyengébb a palladium és a réz esetében tapasuzihltak is latszik, hogy nincs
vagy elhanyagolhat6 mértiéla komplexképédés az imidazol deprotonalédasanak
tartoménya alatt (pH < 6). A tdbladzatban feltiritetegK (M + Nin) értékek
hasonlésaga arra utal, hogy a komplexekben meguéldkoordinaciés mod
minden esetben ugyanaz, mégpedig a ligandum egyf@§tbdése az
imidazolnitrogénen keresztibZ. abrg. Megjegyzend, hogy messze nem teljes a
komplexkép#dés, a komplex mellett szabad fémiont is taldlurdmnkis
mennyiségben. A képdé komplexek Osszetételbeli kilonbségei abbdl erednek
hogy a Lys-t tartalmazé tetrapeptidekben annak lidldebeli e-aminocsoportja
protondlva van (8 = 10,2) és nem vesz részt a koordinaciéban, ignez
ligandumok komplexei egy protonnal tObbet tartalnzz
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12. tabladzat A human és csirke prion proteint modefieetrapeptidek illetve Ac-His—NHMe atmenetifém-kdmeinek stabilitasi allandéi
(t=25°C, 1=0,2 moldm™> KCI/KNO,).

ChPrP(Ac122-125Np)

HuPrP(Ac109-112Nb)

HuPrP(Ac94-97NhH)

Komplex Ac-PheLysHisVal-NH Ac-MetLysHisMet-NH, Ac-GlyThrHisSer—NH Ac-His-NHMe
[ZnLH] 13,29(6) 12,99(7) * _
[ZnL] 5,79(8) 5,47(14) 2,51(2)
[ZnLH_] - - 5,77(3)
log K(Zn + N 3,01 271 2,15
pK(ZnL) 7,50 7,52 7,92
[NILH] 13,20(6) 13,0005)

[NiL] 5,43(12) 5,08(9) 2,82(5) 2,48(8)
[NiLH ;] - - - -6,54(4)
log K(Ni + Ny 2,92 2,81 2,82 2,48
PK(NiL) 7,77 8,01 - 9,02
[CdLH] 12,92(9) 12,713) *

[CdL] 4,53(13) 4,20(9) 2,22(5)
[CdLH_y] - - -7,09(2)
log K(Cd + Nu) 2,64 243 222
pK(CdL) 8,39 8,51 9,31
[Col] * * 2,41(5) *
[CoLH_q] -5,95(5)

log K(Co + Np) 2,41

pK(CoL) 8,36

[MnL] * * 2,05(7) *
[MnLH_;] -7,16(10)

log K(Mn + Niy,) 2,05

pK(MnL) 9,21

* az adott rendszerre vonatkozoélag nem torténtéiések
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52. abra. A Zn(ll) — ChPrP(Ac122-125N}) (L: Ac-FKHV-NH,) rendszer komplexeinek
koncentracideloszlasi gorbéiAz+ = ¢, = 4 x10° moldn™), illetve szerkezetei

Annak ellenére, hogy a stabilitasi allandék értékeigyon hasonléak, a
kismértéki eltérés alapjan azért levonhatd néhany kovetkeztefz értekek
alapjan a fémkomplexek stabilitasa a kovetkearrendet kdveti: Ni(lly Zn(ll) >
> Cd(ll) ~ Co(ll) > Mn(ll). Az is medfigyelhé&, hogy a tetrapeptidek valamivel
erésebben kotik a fémionokat, mint a kis mérét-His-NHMe. Ez val4sziileg a
tetrapeptidek esetében a tobb karbonilcsoportl=taldi hatédsara vezettéetissza,
mindamellett, hogy hidroféb illetve egyéb masodidblcsdnhatasok is hatdssal
vannak a stabilitasi allandok értékeire. A HuPrP@@-112NH) és a
ChPrP(Ac122-125NE fragmensek fémkomplexei stabilitasi  allandéinak
kilonbségei tulsdgosan kicsik ahhoz, hogy kotésmiddbkilonbségre
kovetkeztesslink, &m a kicsivel nagyobb érték &kednagmens esetében kizarja a
tioéterkén koordinacidjanak leliségét a human tetrapeptid esetében.

Terminalis aminocsoport tavollétében tehat nem emdgh komplexek kis
stabilitasa. Az irodalomban taldlunk utalast an@gy egy imidazol-oldallanc nem
elegend horgony, két vagy annal tébb horgony sziikségesinkion stabil
megkotéséheZ® ™)
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A titrdlasi gorbék alapjan egy Ujabb deprotonalddifscs szamolhatd, ami
val6szirileg vegyes-monohidroxokomplexek képeését takarja és csapadék
kivalasahoz vezet@. abrg. A hidrolitikus reakciora ag(ML) értékek alapjan a
kovetked sorrend allithatd fel: zZn(Il) < Ni(I)- Co(ll) < Cd(ll) ~ Mn(ll). Ez
egyezésben van a fémionok 4ltalanos tulajdonségainarolizist illeen™ Az is
medgfigyelhed, hogy a tetrapeptidek komplexeinek hidrolizished6vhajlama
nagyobb, mint az Ac-His-NHMe komplexeinek, ez felitéen a részecskék elter
toltésélbl fakad: [MLH]** a tetrapeptidek és [ME] az Ac-His-NHMe esetében.

Az egyetlen szamottév kiulonbség az o6t fémion komplexképZsi
folyamataiban az, hogy a nikkel — tetrapeptid reedsk esetében lligosabb
tartomanyban (pH 8,5 folott) megindul a nikkel(iffoxid csapadék
visszaoldddasa. Ezzel egyltt a rendszer spekfpaliaméterei is megvaltoznak.
Teljes mértél visszaolddédast még jéval lugosabb tartomanyban sixerilt
elérni. igy egyensulyi allandokat nem tudtunk meghezni a rendszerre. Az oldat
narancssarga szine arra utal, hogy megindul aznétntigének deprotonalédasa,
melyek kiszoritjak a hidroxidionokat a nikkel koordciés szférajabdl. A CD
spektrumokban Cotton-effektus ndvekedést tapasitadib pH folott. Az UV-Vis
spektrumban abszorpcids sav jelenik meg, melynekzapciés maximuma 430-
440 nm-re tehét (rendszedl figgsen), a spektrumalakban egy vallat lathatunk
500 nm koérnyékén talalhatd,., értékkel. Ezek a paraméterek a siknégyzetes
térbeli szerkezétdiamagneses tulajdonsagu nikkelkomplexekre jelekzés az
irodalomban mésok is leirtdk kémsiket® Mindemellett ezek az adatok j6
egyezésben vannak a prion protein nagyobb fragritensekapott
eredményekkdt® ezekben szintén kimutattdk a nikkel diamagneses
komplexeinek képamését, és mivel hasonld koordinaciés mod alakulmint a
réznél, igy arr6l szamolnak be, hogy a nikkel feflmélhaté a réz prionhoz valo
kapcsolédasanak mélyebb megismerésére, kihaszadheanmplexek diamagneses
tulajdonséagat (pl. NMR mérések).

Annak érdekében, hogy stabilitdsi é&lland6t hatémeghnk meg a
diamagneses komplexekre, a hidrolizis visszasadtitaszerettik volna
megvaldsitani. igy ligandumfelesleget alkalmaztuik.53., 54. abraknagyon jol
szemléltetik, hogy az 1:1 fém/ligandum aranyhoz elsépmar 1:2 aranynal
jelenbsen sikerllt visszaszoritani a csapadékédégt (a spektrumok
megemelkedése oldhatalan részecskék jelenlétérg. teljes visszaoldddast
azonban pH < 11 alatt tdbbsz6rds ligandumfelestegéa sem sikerdlt elérni, ezért
egyensulyi értékelés nem tdrténhetett.
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pH 11,03
pH 10,28
pH 9,61
pH 9,31
pH 9,23

600

A [nm]
53. abra. A Ni(ll) — ChPrP(Ac122-125Nk) (L: Ac-FKHV-NH,) rendszer
elektrongerjesztési abszorpcids spektruroge{ =c_ = 0,9 x10° moldm>)

pH 11,64
pH 11,01
pH 9,92
pH 9,12

A [nm]
54. abra. A Ni(ll) — ChPrP(Ac122-125NH) (L: Ac-FKHV-NH,) rendszer
elektrongerjesztési abszorpciés spektruroge{ = 0,6 x10° moldm™;
c. = 1,1 x10° moldnT?)

A kovetked probalkozasunk nagyobb mére#s tobbhisztidin-tartalma
ligandum alkalmazésa volt. A tetrapeptidek és aliis mérat Ac-His-NHMe
fémmegkdb-képességének Osszehasonlitasabdl kiderdlt, hogggsobb mérét
molekula nagyobb stabilitast biztosit a komplextigkz, egy bizonyos méreten til
mar nem). Ezenkivil az eredményelédisiezetében a két- illetve haromhisztidin-
tartalmd komplexek 6sszehasonlitasabdl kiderulgyha tobbhisztidines komplex
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nagyobb stabilitasu. Kilféldi tanulmanyutam (Wraeld_engyelorszag) soran volt

ra lehetségem,
Ac-QGGGTHSQWNKPSKKPKTNVMKHM AG-NH,

hogy

a

24

aminosavat

prionfragmens

tartalmazé
nikkel

komplexeit tanulmanyozzam. Ez a ligandum mindkétakban vizsgalt human
tetrapeptidet, tehat a His(96)- és a His(111)-etagaban foglalja és a PrP(91-114)
tartomanyat modellezi. Mind a spektrofotometri&s. @brg, mind a CD mérések

(56. 4bra,

pH 11,83
pH 11,01
pH 10,09
pH 9,45
pH 8,95
pH 8,62
pH 8,40
pH 8,08
pH 7,77
pH 7,01
pH 6,24
pH 5,08

A [nm]

55. abra. A Ni(ll) — HuPrP(Ac91-114NH) rendszer elektrongerjesztési abszorpcios

56. abra. A Ni(ll) - HUPrP(Ac91-114NH) rendszer CD spektrumai
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aldtdmasztottak a siknégyzetes komplex &@egét. A szdmolasok soran kapott
allandék valamint az illesztés nagy hibdja azonbama utalnak, hogy
szazszazalékosan még sem sikerult visszaszoritadi@izist.

A jelen prionfragmensekl szél6 fejezetet attekintve, 6sszevedheta
kilonbdz atmenetifémekkel alkotott tetrapeptidkomplexek bsitésai. Ezek
alapjan a fémek a prionmodellekhez val6 affinit@utekintve harom csoportra
oszthatok. A legnagyobb stabilitasi komplexeket adlddium(ll)ion alkotja a
vizsgalt tetrapeptidekkel. Mig a HuPrP His(111) elbésetében ezekben a nagy
stabilitAsi komplexekben a metioninoldallancdleges koordinalédasa miatt az
amidnitrogénekre valo atrendeés rendkivil lassu, addig a fragmens csirkében
megtalalhaté analdgja esetében azok az imidazat @nidnitrogének szukcessziv
deprotonalédasaval és koordindlodasaval alakulnak Kkilon sorolhatok a
réz(Ilion komplexei. Esetiikben szintén nagy stisll komplexek kégidnek, és
béar kisebb stabilitdstak, mint a palladiumkomplexd&ttani vonatkozasban mégis
a réz(ll)komplexeknek van nagyobb jelésdge. A fiziologids pH-ra kialakulo
koordinaciés méd az [N, N, N7, a metionintartalmd human fragmens esetében
emellett sikerilt kimutatni a Met(109) tioétercsdmak a koordinacidjat is, mely
valamelyest megnoveli a komplex stabilitasat. Enaekoordinacionak biol6giai
kdrnyezetben lehetséges wédhatast tulajdonitanak a karos rézionkatalizalt
oxidaciéval szemben, mely a protein hasadasahoztV&7%% A human
fragmensek stabilitAsainak 6sszehasonlitdsabotitidbogy a His(111) kdrnyéke
kicsivel esebben koti a réziont, mint a His(96). Ezenkividtt@ni vonatkozasa
lehet annak is, hogy az él&ét amidnitrogén deprotonélédasa kooperativ modon
megy végbe, mivel a pH kismértélkvaltozasa a szabad és a kotott rézionok
aranyaban jelefis valtozast eredményez. A harmadik csoportot a(k)nka
nikkel(ll)-, a kobalt(ll)-, a mangan(ll)- és a kadmm(ll)ionok alkotjak abbdl a
szempontbdl, hogy joval kisebb stabilitasi kompkete alkotnak a
prionfagmensekkel, ezekben az imidazdigyegyfogu kébdése valésul meg és a
komplexképédés csak a szabad ligandum imidazol-nitrogénjémrgkalonalddasi
tartomanyaban ke#dik. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az loodban
nagy hangsulyt kapott manganindukalt prionkonforidi&éltozas nem ugyanazon
mechanizmus szerint zajlik, mint a réz esetébeaz azhisztidinoldallanc jelenléte
nem elégendla mangan megkéttéséhez.

Egy masik megkozelités szerint harom fémiont estélik ki. A vizsgalt
fémionok kozll csak a palladium(ll)-, a réz(ll)- ésnikkel(ll)ionok esetében
tapasztaltunk amidnitrogénekhez val6 koordindl6@dasimidazolnitrogén mellett.
Mig az eléként emlitett Pd(Il)- és Cu(ll)ionok kdrében ezadydmat mar savas
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pH-n megindul, addig a Ni(ll) esetében csabksen ligos pH-n kerll ra sor. Ezért a
nikkel nem igazan alkalmas a rézion folyamatainakletiezésére.

Végezetll, ezek alapjan elmondhat6, hogy a palladak és a réznek van a
legnagyobb affinitasa a tanulmanyozott prionfragsedhez. Elettani jelefsége a
rézionnak lévén, a kis peptidfragmensek is alatatifdsa réz kiemelt szerepét a
prionnal szemben. Erdemes azonban megemliteni, holig peptidfragmensek
vizsgalatabdl nyert informaciok nem minden esetbenatkoztathatok a nagy
protein egészére.

A felsorolt fémionok kozul kulon emlitést érdemal cink. Komplexei
stabilitasa ugyan kicsi, de a fémion koncentraci@a éb szervezetben
nagysagrendekkel nagyobb, mint barmely méas fémiofgy, a nagyobb
koncentraci6 és tdbb hisztidin jelenléte mar széendét kolcsbnhatast
eredményezhet.

4.2.4. Nagytagszamu prionmodellek cink(l)ionnal v kdlcsénhatasa

Korabban volt réla sz6, hogy az irodalomban talélutalast arra, miszerint tobb
mint egy imidazolhorgony szilkséges a cinkion sgbitegkotéséhdZ™® Az
altalunk vizsgalt nagy ligandumok megfelelnek enaekritériumnak. Ugyanis az
egyik a HuPrP(84-114) tartomanyanak megtelhinosav-sorrendet tartalmazza,
igy harom hisztidint is magaban foglal: His(85)s(%i6), His(111). A masik keit
az ebbbinek kéthisztidin-tartalmd mutansai: HuPrP(Ac84HiH,)His(85)Ala,
azaz a His(96)- és a His(111)-t tartalmazza, ésrPi#284-114NH)His(111)Ala,
azaz a His(85)- és a His(96)-t tartalmazza. A hamemdszer titralasi gorbéi
ranézésre nagyon hasonléak, az egyik ilyerbazabranlathaté. Mar eb#l is
latszik, hogy a tdbbhisztidines nagy peptidek sendelkeznek nagy affinitassal a
cinkion felé. Ez egyezésben van a kisebb niggebnmodellek vizsgélatakor nyert
eredményekkel, melyek szerint a cinkion csak gyeng#ordinalodik az emlitett
ligandumokhoz. Az abran lathat6 rendszerben (1Abygrcsapadékképdést csak
pH 10 kérnyékén tapasztaltunk, ami meg@leplt ahhoz képest, hogy a masik két
rendszer esetében (HUPrP(Ac84-114NHHuPrP(Ac84-114Nk)His(85)Ala) mar
pH 7,5 folott megjelent a csapadék, ami véibat cink(Il)-hidroxid. Ez okbdl az
elssként emlitett rendszer allandéinak szamolasadhozleszigb tartomanyt
haszndltunk, ami azt eredményezi, hogy a tablédmatbhb részecske allandoja
szerepel a HuPrP(Ac84-114MHis(111)Ala oszlopaban. A ligandumok
protonalédasi allanddinak értékei és a cink(ll)kdempk stabilitasi allandéi a
13. tablazatbarvannak feltiintetve.
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57. abra. A Zn(ll) — HuPrP(Ac84-114NKHis(111)Ala rendszer titralasi gorbé&i (2+ =
c. = 1,5 x10° moldnT?)

13. tablazat Nagyméredt prionmodellek protonalédasi allandéi és cink(linkolexeik

stabilitasi allandgi (t=25C, 1=0,2 moldnm® KC)
S <
a9 To)
2 Z 2 S
2 I = T
« 3 3 S
a Q
& a
[LH] 10,66(2) 10,65(6) 10,68(3)
[LH] 20,96(2) 21,06(2) 20,96(1)
[LH 4] 30,95(2) 31,04(2) 30,94(1)
[LH] 40,30(3) 40,35(2) 40,22(1)
[LH ] 46,97(3) 46,94(2) 46,99(1)
[LHg] 52,85(2) 52,72(2) 53,18(1)
[LH-] 58,82(1)
[ZnLHg] -
[ZnLHs] - - 49,34(11)
[ZnLH,] 42,96(4) 42,30(9) 43,28(3)
[ZnLHg4] 34,88(5) 35,09(2) 35,52(3)
[ZnLH,] 27,30(2) - -
[ZnLH] 17,91(4) - -
[ZnL] 7,78(14) - -
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Ebbsl latszik, hogy két ligandumnak hat-hat protonakidd@ontja van, melyeki
négy a Lys-ekhez és kéta His-ekhez rendelh&ta harmadik ligandumban egy
harmadik His oldallanc protonja adja hetedik protdfigyelembe véve, hogy a
négy lizinoldalldnc protonalva marad pH8 alatt, azokra vonatkozé
protonalddasi Aallandék értékeit kivonva a komplexstabilitdsi allanddinak
értékeildl, megkapjuk az adott koordinacidra vonatkozo Hogrtékeket, ezek
nagysaga az €is komplex esetében imidazol-koordinaciéra utal, ezak
14. tablazautolsé harom oszlopaban vannak feltlintetve.

14 tablazat A nagymérdt prionmodellek cink(ll)komplexeinek imidazolnitrogé
koordinacidjara vonatkozo stabilitasi allandok Keiélletve néhany egyébikpérték.

Ligandumok -
= <
S <
— Lo
— [e'e]
© I =
§ £ 3 z 2 % 3§ 5 s
N I ; ) s l — — —
Q z > = A A i
Ne) = 7 = V] I T | | |
T = o o Q X < 3 3 3
S n = T L T =S i = = =
L3 3 2 I S S S & & o
<L S < < N < < < o o o
logK (Zn+Np) 21 215 256 269 2,71 3,01 - - -
logK (Zn+2N) 266 195 2,35
logK (Zn+3Np) 3,06
*pK ZnLHx
PR ZntHg, 787 792 666 809 7,52 7,5 8,08 721 7,76
- - - - - - 7,58 - -
- - - - - - 9,39 - -
- - - - - - 10,13 - -

— Ligandum méreted—~

"PK Zaiit, = logB(ZnLH,)-logB(ZnLHg 1)

A ligandum egyfogu imidazolnitrogénen keresztitiokdinaciojara vonatkozo
allandé nem szerepel az értékek kozoétt, ugyaniBnaHs] és a [ZnLH] (a két-
illetve haromhisztidin-tartalma ligandumokra vonagkan) komplexek nem
szamolhaték. Ez azt mutatja, hogy az egyfogl inotkamordinacié nem biztosit
megfeleb stabilitdst a 31-tagl nagypeptid esetében. Ezdwnaplexkép#dés a
ligandumok kétfogu koordinéciojaval kestik a hisztidin-oldallancokon keresztul
(58.,59.,60. abrak, utdébbi a 101.9ld. A logK(Zn + 2N,) értékek a
14. tablazatbarmakrokelat szerkezetcinkkomplexek stabilitasat tlkrozik. Ezek
kozil a legnagyobb értéke a HuPrP(Ac84-114Mtis(111)Ala ligandum
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pH
58. abra. A Zn(Il) — HuPrP(Ac84-114Nk) rendszer komplexeinek koncentracideloszlasi
gorbéi €22+ = ¢, = 4 x10° moldm™)

100

[Zn*"]
80 4
60 4

401 [ZnLH,]
20 - [ZnLH,]

3 4 5 6 7
pH
59. abra. A Zn(Il) — HuPrP(Ac84-114NKHis85Ala rendszer komplexeinek
koncentracioeloszlasi gorbéiAz+ = ¢, = 4 x10° mol-dnm™)

Zn(I%

oo -

komplexének van, amelyben a His(85) és a His(96peké makrokelatot.

Kutatécsoportunkban méréseinkkel parhuzamosan ali&dg e nagytagszama
ligandumok rézkomplexeit is. A rézzel kapott eredyek 6sszhangban vannak a
mi eredményeinkkel, hisz azt talaltak, hogy szing His(85) és a His(96)
koordinalédasaval képdik a legnagyobb stabilitasti makrokdfdl Valdszirileg

a His(96) és a His(111) kozotti nagyobb tavolsagoka a kisebb stabilitdsu
makrokelat képidésének a HuPrP(Ac84-114MHis(85)Ala esetében. A
haromhisztidin-tartalmd HuPrP(Ac84-114¥Hligandum esetében koordinaciés
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izomerek képédése feltételezhét A harmadik imidazolg§rii koordinalédasa
kdvetkeztében a [ZnLifikomplex képadése szamolhato, a lédZn + 3Ny, érték
azt mutatja, hogy a harom imidazolgf egyideji koordinécidja tovabb noveli a
komplex stabilitAsat a kéthisztidines koordinachapest. Mindemellett, az
eloszlasgorbékid latszik, hogy a komplexképdés egyik rendszerben sem teljes,
viszonylag sok cink van szabadon az oldatban. Natyyi-n egy Gjabb részecske
szamolhatd, mely a K értékek alapjan valosdileg koordinélt vizmolekula
deprotonalédasabdl ered, azaz feltébetvegyes-hidroxokomplexek kéjunek,
legaldbbis a HuPrP(Ac84-114MH és a HuPrP(Ac84-114NhHis(85)Ala
esetében.

A 14. tablazatbanfeltintettik az €lz6 fejezetben targyalt ligandumok
cinkkomplexeire vonatkoz6 ldg(Zn + Np) értékeket. A sort kiegészitehd
néhany egyéb kisméfet ligandum cinkkomplex-ké@zlési folyamatait is
megvizsgaltuk (Ac-Ha, Z-HisGly-OH, Ac-HisGlyGlyGIpH,). Ezek értékeit is
magaban foglalja a tablazat, melyben a ligandumdketiik ndvekedésének
sorrendjében vannak feltintetve. Megfigyethdtogy a cinkkomplexek stabilitas-
értékei maximumgorbét irnak le a ligandumméret Yiégyében. Nagyobb
értékekkel jellemezhék a tetrapeptidek, mig a kisméietés a nagy 31-tagu
peptidek kisebb stabilitdst mutatnak, mindamellettgy ez utébbiak esetében az
O0sszehasonlitott komplexekben két imidazéify mig a tobbiben csak egy
koordinalédik a cinkionhoz. Val6sigithet, hogy a kismérétligandumok és a
tetrapeptidek esetében a kulonbségek a tdéltéshd karbonilcsoportok eltér
szamabadl, illetve a nem koordinalodé részek hidrdtdlcsdnhatasabdl erednek,
mig a nagy ligandumok esetében a sztérikus okokdéakiemelt szerepet.

A fentiekben emlitésre kerllt, hogy a kovetketeprotonaldédasi Iépében
felteheten vegyes-hidroxokomplexek kének, legalabbis a
HuPrP(Ac84-114NK) és a HuPrP(Ac84-114NhHis(85)Ala esetében. Ez a
deprotonalédas elméletileg szarmazhat amidnitrééist, am kozvetlenil a
kiszamolt K érték folott bekdvetkérz csapadéklevalas ez ellen szol. Viszont a
HuPrP(Ac84-114NRHis(111)Ala hasonlé komplexének kialakulasat kéeet
nem valik le csapadék csak pH 10 korll, igy az lijdbprotonalddasi lépdisre
tovabbi komplexek szamithaték. Ez az eltérés esdyarra, hogy amidnitrogén
deprotonalédasat feltételezzik. Felvettik a rendsBefliggd NMR spektrumait.
Ismert, hogy sok esetben a cinkkomplexekben k@&t szabad ligandum kdzott
megvalosuld gyors (NMR digkalajan) ligandumcsere miatt a spektrumokban nem
lathatjuk kilon-kulon a szabad és a fémhez kotgandum jeleit (atlagolt jelet
kapunk mindketire). A PSEQUAD program segitségével kiszamoltukzabad
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ligandum imidazol-C(2)H protonok kémiai eltolédasiokon a pD értékeken,
melyeken felvettiik a cinket is tartalmazé rendspaktrumait. A C(5)H protonok
jelei egydtt jonnek a Trp aromas CH protonok jedéivgy csak a C(2)H protonok
(mindkét, 85. és 96. hisztidin (AHis és BHis) C(2kbtonok) jeleinek eltolédasat
tudjuk 6sszevetni a fémes és nemfémes rendszerklgeabad ligandum jelének
kémiai eltolodas értékébkivonva a komplex rezonanciacsucsat is tartalnmako
(a tovabbiakban komplex jele) kémiai eltol6das k&te megkapjuk a\o értéket.
Ezt az értéket a pH fliggvényében abrazolva a rendsmcentracideloszlasaval
k6zos pH skalaneQ. abrg érdekes megfigyeléseket tehetiink.

10 [Zn*] no [ZnLH] | o
. \\ + 0,08
80 - [ZnLH,]\ T %%
- 0,04
< 60 1 - 0,02
g d---______.®w ‘ -0 g
N 494 L 0,02
A - -0,04
- [ZnLHg] - -0,06
( +-0,08
0 T ~\-0,1
2 4 6 8 01znL]

---0--- A3=3(AHis) - 8 AHis+Zn)
------ Ad=5(BHis) - 3(BHis+Zn)
— hiba a ligandum AHis C(2)H proton jel eltolédas&ének visszaszamolasabol
X hiba a ligandum BHis C(2)H proton jel eltolodaskétéek visszaszamolasabol
60. abra.A baloldali y tengelyhez tartozé abra:
a Zn(Il) — HuPrP(Ac84-114NpHis111Ala rendszer komplexeinek

koncentréaciéeloszlasi gorbéiAe+ = ¢, = 4 x10° moldnm™);

A jobboldali y tengelyhez tartozé abra:

a hisztidinek (AHis, BHis) C(2)H protonjainak jdiglddasa a komplex jeleihez
képest;

a szamoléas hib4jat szemléttgtontok X, — (eltérésiik a nullatdl mutatja a
visszaszamolt érték eltérését a mért ébtgkt

Azt lathatjuk, hogy a savas pH tartomanyban ahay mécs komplexkégés a
Ad érték gyakorlatilag nulla, azaz a fémes és nemdémedszerek spektrumai nem
térnek el. Az imidazol-koordinacié pH tartomany&rae a komplex jele a szabad
liganduméhoz viszonyitva a kisebb ppm-ek felé tidd@dpfield shift), igazolva az
oldallanc koordinaci6jdf®! Nagyobb pH-n, a kivetkézészecske megjelenésével
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parhuzamosan viszont ellentétes eltolédast (dowhskift) tapasztalunk a szabad
ligandum jeléhez képest. Ez az eltolodas alatamaatakar az oldhaté vegyes-
hidroxokomplex kép&dését akar az amidnitrogén koordinalodasat. Kékbéd),
az alifas tartomany CH protonjainak jelei sokkdihan érzékelik az amidnitrogén
deprotonalédasat, &m a spektrumok jélergzélesedése miatt az alifas tartomany
nem hasznéalhaté érdemben az amidnitrogén deprotdsinak megallapitasara.
Ezért a jelen eredmények fényében nem doéteethogy hidrolizis avagy amid-
deprotonalédas okozza az aromdas tartomanyban lfol@tést. Tekintettel arra,
hogy az irodalomban nincs megbizhaté példa a onmhdulkalt amid-
deprotonalédasra semleges pH kornyékén védettidirgzirtalma peptidekre, az
oldhat6 hidroxokomplex képdését tartjuk valdszitbbnek. AAS értékek abszolut
értékiket tekintve nem nagyok, &m biztos, hogy aesmamolas hibajabél erednek.
Ugyanis az 4bran ,—" és ,x"-el vannak jeldlve alsad ligandumra visszaszamolt
€s a mert értékek kilonbsége, melyek a szamoldgahimutatjak, és ezek joval
kisebbek, mint a komplexké@dés soran tapasztalt eltolédas.

Nagyobb pH-n ebben a rendszerben is cink-hidrosidpadék képimlését
tapasztaltuk.

4.2.5. Nagytagszamu prionmodellek — réz(ll)/cink(l) vegyes-fémiontartalmu
rendszerek vizsgalata.

Ezen mérések elvégzése azért volt indokolt, melbdpai rendszerekben ez a
két nyomelem viszonylag nagy koncentraciéban veemja tdbbihez képest (még a
vasion mellett), ezen belll is a cinkion van nadyobhennyiségben. A prion
rézionhoz valé nagyfoku affinitasa mar ismert, §&gekes volt megvizsgalni,
vajon a rézion jelenléte eredményez-e valamilydtozast a cinkion-prionhoz valé
koordindlodaséban.

A HuPrP(Ac84-114NK)His(85)Ala, illetve HUPrP(Ac84-114NhHis(96)Ala
kéthisztidines ligandumok vegyes-fémiontartalma ((Q4Zn(Il)) 1:1:1 aranyu
rendszerek vizsgalatat potenciometrias, spektrofetdas és CD spektroszkdpias
modszerekkel végeztik. A potenciometrids adatokragatjak, hogy a gorbék a
rézkomplexek allandéival jol illeszthik, tehat a cink nem képes a rézzel
versengeni a kéhelyekért a prionban és vegyes komplex is csak kdehet.
Ebbsl kovetkezik, hogy elérve a cink hidrolizisének mtomanyéat az hidrolizal,
ami csapadékkivalassal jar egyitt. A csapadékidgs pH tartomanya alatt mind
az UV-Vis (61. 4brg, mind a CD spektrumok6. abrg jol egyeznek a kizarélag
rézzel felvett spektrumokkab?. illetve 64. abrak
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61. abra. A Cu(ll) — Zn(ll) — HuPrP(Ac84-114NRHis(85)Ala rendszer
elektrongerjesztési abszorpciés spektrurogif = Czn2+ = ¢, = 1 x10° mokdm™)

----- pH 11,18
(O T R, pH 10,39
i TN e pH 9,63
0,09 AR pH 8,83
0,084  fe s, T pH 8,23
U 3 pH 7,68
0,07 4 e pH 7,25
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0,01 e
0+ T T T =S
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62. abra. A Cu(ll) — HuPrP(Ac84-114NkJHis(85)Ala rendszer elektrongerjesztési
abszorpciés spektrumaidz+ = ¢, = 0,9 x10° mokdm®)
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63. abra. A Cu(ll) — Zn(Il) — HuPrP(Ac84-114NKHis(96)Ala rendszer CD spektrumai
(Cew+ = Czp+ =€ = 0,8 x10° mokdm™)
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64. abra. A Cu(ll) — HuPrP(Ac84-114NkjHis(96)Ala rendszer CD spektrumai
(Ccz+ =CL = 0,9 x10° mokdmi™®)

A CD spektrumokbeli kismértékeltérés a kizarblag rezet tartalmazé rendszerek
spektrumatoél abbdl ered, hogy az arAnyok nem vgitakosan azonosak, ugyanis
eltérs rézion-koncentracional a k& rézkomplexek aranya megvaltozik, igy a
kis eltérést a vegyesfémtartalmi rendszerekben aeonk okozza. A fentiek
alapjan megallapithaté, hogy a réz jelenléte nemwelnémeg a cinkion prion
proteinhez val6 affinitasat.
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Mivel 1:1:1 ardnyl rendszerédhrvan szg, igy feltételezhigthogy a rézion
koordinalédasa utan fennmaradd szabad hisztidirekberdinalédik a cinkion, de
ez utdbbi hisztidinek csak kis részére érteriddinden ligandum két-két hisztidint
tartalmaz, igy valészin hogy a rézion a ligandum egyik hisztidinjéhez
koordinalodik [Nm, 2N7], mikézben a masik hisztidinhez lebsége van a
cinkionnak koordinalodni (egyfogu imidazol-koordoid). Az ebzé alfejezetben
lathattuk, hogy a nagytagszamu ligandumok esetép seen jelenik az egyfogu
imidazol-koordinaciét tartalmaz6é cinkkomplex, aminnak igen csekély
stabilitAsara utal. Ez ut6bbi magyarazatot ad &rdhogy a titralasi gorbék jol
illeszthetk a rézkomplexek allandodival, ugyanis ez esetbegz@n koordinacion
kivil megvalésuld cinkion koordinalédas csak kist@kr stabilitisndvekedést
eredményez, ezenkivil mennyisége is elertyészert a vegyes komplex allandéja
csak igen nagy hibaval szamithat6. Ez 6sszhanghanazon eredményeinkkel,
melyek szerint az egyhisztidin-tartalmi peptidekrosiekély a cinkionhoz val6
affinitasa (jelen esetben a ligandum masik hisajédia rézion foglalja el).

100 -

PrP(Ac84-114NH,)%

65. abra. Az L: HUPrP(Ac84-114Nk) réz(ll)- és cink(I)komplexei stabilitasanak

dsszehasonlitasa tobbszoérds cink(ll) felesleg métdg2+ =5 x10* mokdm™, e+ =
= ¢, = 1 x10* moldnT) (cink(I)komplexek vilagosabb vonallal vannakgle)

Végezetll elmondhatd, hogy a kéthisztidin-tartalmdagytagszamau
prionfragmensek, melyek a protein 84-114 tartoményddellezik kis mértékben
koordinalodnak csak a cink(ll)ionhoz. Masrédzelmondhatd, hogy még nagy
cinkionfelesleg mellett sem képes a cinkion versenca rézkdhelyekért. A
65. abra egy ilyen modellszamitast mutat be, melyben a &g 06tszorés
feleslegben van a réz(ll)ion koncentraciohoz képebtdl lathatd, hogy a nagy
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cinkionfelesleg ellenére sem jelennek meg szambtt&encentracibban a
cinktartalmi komplexek.

A jelen értekezés megirasanak \e&ggakaszaban megjelent egy kdzlemény,
melyben szintén arra a kévetkeztetésre jutottakreami is, miszerint még nagy
cinkionfelesleg esetén sem képes a cinkion hebjéttg a réziont a prionbafi”

A cinkion kotdését csak az octarepeat tartomany négy hisztidinj@udtak
kimutatni réz tavollétében, az azon Kkiviléesartomanyokban nem taléltak
cinkkoordinalédast. Azt is kimutattak, hogy a cimkijelenléte megvaltoztatja a
rézion eloszlasat a kulonkikomplexekben, ami felveti annak a lefsgtgét, hogy
redoxinaktiv fémionként a cinkion mégis képes s a rézkomplexek
képzdéseébe, azaz eltolja az egyensulyt a multihiszglikomplex képiléséél
(octarepeat tartomany négy hisztidinje) az egylismsek felé, ezek
redoxaktivitdsa viszont kilénbozik. Mindazonaltal &zt is jelenti, hogy abban az
esetben, ha van elegénligandum mindkét fémion szamara, akkor megvaldcsgulh
a cinkion koordinacigja is.

A 66. bra is ezt szemlélteti. A koncentracioeloszlas szerésehez az
altalunk meghatarozott egyensulyi allandékat hdszkaa cinkkomplexekre
vonatkozolag. Ebben a modellrendszerben a réz émla koncentraciojat az
agyban is megtalalhat6 aranyra és koncentraciditattilk be, mindamellett, hogy
a ligandum mennyiségét a rézkoncentracié dupldjéveltik. Azt lathatjuk, hogy
a cinkkomplexek valéban szamotté (a 65. abrahozképest) mennyiségben
képzdnek az adott kérilmények kozo6tt, azonban még miadézion kddése az

uralkodoé.
100 -

80 -
60 1

40 4

PrP(Ac84-114NH,)%

20 A1

[ZnLHg] 7 [ZnLH,]

pH
66. dbra. Az L: HUPrP(Ac84-114Nk) réz(ll)- és cink(Il)komplexei stabilitasanak
dsszehasonlitasafe+ = 3 x10* mokdmi®, ce 2+ = 1 x10* mokdm™®,
c. = 1 x10* moldn™) (cink(Il)komplexek vilagosabb vonallal vannakéiie)
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5. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkdm soran hisztidintartalmd  peptidek lbexképbdési
folyamatainak tanulmanyozasaval foglalkoztunk. Algdaat eredményeinek
témakadrét tekintve két részre bonthato.

Az elsi részbencélkitizéseinknek megfelén a hisztidinoldallanc szerepét
vizsgaltuk terminalisan védett két-, illetve harasatidin-tartalmi peptidekben.
Munkank soran az N-terminalisan védett Ac-HisGlyaiH,
Ac-HisGlyHis-NHMe tripeptidek, illetve az Ac-HisHi&ayHis-OH,
Ac-HisHisGlyHis-NHMe tetrapeptidek rézkomplexeit ntdmanyoztuk.
Eredményeink azt mutattak, hogy

» minden esetben j6 horgonydonornak bizonyultak atidig-oldallancok
imidazol-nitrogénijei;

» megvalosul a tripeptidek mindkét imidazoligijének és a tetrapeptidek
mindharom  imidazol-gyrijének egyiddj  koordinacidja, amely
makrokelat szerkezeteket eredményez;

» ezaltal a réz(ll)ion képes volt dslegiteni az amidnitrogének
deprotonal6dasat, és létrejohetett az azokhozkadddinalodas;

» az el$ két amidnitrogén deprotonalédasa a tripeptidekébsm kozel
kooperativ médon megy végbe, mig a tetrapeptidelezéla folyamat
lépczetes;

» az amidnitrogének koordinalédasét tekintve fizigddgpH kornyékén az
egy, illetve két deprotondlédott amidnitrogén kaoélibdadsa a
meghatarozd, mig ldgosabb tartomanyban egy Ujablidninogén
kotddését is kimutattuk;

» a tripeptidek két hisztidinjéhez képest a tetraiplet harmadik hisztidinje
tovabb ndveli a peptid fémmegkéképességét;

» a ligandumban |& termindlis karboxilatcsoport szintén ndveli a peépt
fémmegkdb-képességét.

A dolgozat masodik, és egyben nagyobbik része javarészt a prion protei
His(96), és His(111) fémkéhelyeinek modellezésével kapcsolatos, illetve azok
fémion-komplexeivel. A dbb eredmények fémionok szerint csoportositva
foglalhatok 6ssze.

A réz(Il)ionnalval6 kélcsdnhatasnal a kdvetkemegallapitasok tehék:

» a komplexképédési folyamat minden esetben az imidazolhorgony

egyfogu kobdésével kezadik;
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» az el$ két amidnitrogén deprotonalédasa kooperativ madegy végbe,
aminek bioldgiai vonatkozasa is lehet: kis pH inmgis nagymértékben
véaltoztatja a szabad és kotott rézionok aranyat;

» az irodalmi adatok ellentmondasossagat eloszlatarddidutattuk a
Met(109) oldallancdnak gyenge koordinaldédasat, melyszintén élettani
funkcidjat feltételezik: védl hatasa lehet a karos rézionkatalizalt
oxidacidval szemben;

» a Lys oldallancoke-aminocsportjainak koordinaciojat egyik esetben sem
lehetett kimutatni;

» fiziologias pH-ra kialakulé koordinaciés mod az;{NN-, N7], mig a
metionintartalmi komplex esetében fJNN", N°, S] kotésmodot mutattunk
ki;

» az octarepeat tartomannyal ellentétben az amidetlepilodas az N-
terminus irdnyaba halad;

» a komplexek stabilitasdnak 6sszehasonlitdsaval llapghatd, hogy
fiziologias pH-n a His(111) kérnyéke valamivel joldmmegkds, mint a
His(96) kortli rézkéthely, és mindkettjobb, mint az ocrepeat monomer;

» nagyobb modellek eredményeivel 6sszehasonlitva llapghato, hogy a
tetrapeptidmodellek megbizhat6 modelljei a fémmegth@lyeknek.

A palladium(lion alkotja az 6sszes vizsgalt fémion kozul a legnabyob
stabilitasi  komplexeket. A kismétiet peptidben kotdtt hisztidinmodell
(Ac-His-NHMe)  vizsgélatdbol  kiderult, hogy a paliactmal valo
komplexkép#dés nagymértékben fiigg a fém/ligandum aranytdl.1Az aranyi
Pd(Il) — Ac-FKHV-NH, rendszerben:

» a komplexképé&dés mar disen savas pH-n megindul;

» mind az imidazolnitrogén, mind az amidnitrogén tészesz a

koordinaciéban;

» a komplexekben megtalalhaté kdétésmaod rézkomplexekbeonld, azzal a
kilénbséggel, hogy a komplexek stabilitasa jévajyobb értéket mutat a
palladium esetében;

» az amidnitrogének deprotonalédasa |épetes a réznél tapasztalt
kooperativitassal szemben.

Az oldallancban jelen Iév lagy karaktet donoratomok jelekisen
befolyasoljdk a komplexképdési folyamatot. A Pd(ll) — Ac-MKHM-NH 1:1
aranyu rendszerben:

» a komplexképédés szintén igen savas pH-n indul meg a tioétearsop

elssdleges koordinacidjaval;
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» nagyobb pH-n megindul az a&trenddés az imidazol-, illetve
amidnitrogénekre, mivel a képdd komplex termodinamikai stabilitdsa
nagyobb az ék6 komplex stabilitasanal;

» az atrendeiési folyamat igen lassu, ugyanis a Pd — N kotémddEsi
kinetikdja lassabb, mint a Pd — S kotésé;

» nagyobb pH-n (9 fol6tt) oligo-, illetve polimerrészskék képidésével
magyarazhat6 a csapadék megjelenése, ez a hisdidallanc olyan
koordinacidjaval lehetséges, amikor az hidat kégmmzrdinative telitetlen
részecskékhez valo koordinalodas altal.

Az egyéb fémionok(Ni(ll), zn(ll), Co(ll), Cd(ll), Mn(ll)) koérében

megallapithat6, hogy

» igen kis affinitdssal rendelkeznek a prionmodefkdk;

» a ligandum fémhez valé egyfogu (imidazol-nitrogénédweresztili)
koordin&ciojat kdveéten az nem tudja oldatban tartani az adott fémigmt,
elérve a fémion hidrolizisének tartoméanyéat, a fénfiarolizal;

» egyedul a nikkel esetében tapasztaltuk a csapadszavldodasat
ligosabb pH-n, amikor az meginditja az amidnitredémeprotonalédasat;

» a vizsgéalt fémionok koréban a mangan bizonyult ggyengébben
koordinaloddénak a prion peptidfragmenseihez. Ezenge kolcsonhatas
azt mutatja, hogy a hisztidin oldallanca nem el§gsé horgony a
manganion szamara. Ez alapjan vald&ithet, hogy a manganion-
indukélt konformaciovéltozds kialakuldsdban nem isztidinkdrnyéki
kotédés a dordt

Mindent egybevéve a fémkomplexek stabilitasa afapj@rionmodellekhez

valo affinitas a kdvetkdézsorrendet mutatja:

Pd(1l) >> Cu(ll) >> Ni(Il)> zZn(Il) > Cd(ll) ~ Co(Il) > Mn(Il)
Figyelembe véve, hogy a palladiumnak biologiai gzentbol nincs jeledsége, a
réz kap meghatarozé szerepet. Ez alatdmasztja regéllapitast, mely szerint a
réz kiugré affinitassal rendelkezik a prion protdelé, azaz a prion protein
biolégiai szerepe kapcsolddik a réz(Il) anyagcselymmatainoz.

Végezetll nagyobb, tobbhisztidin-tartalma prionnitede (PrP(84-114))
segitségével vizsgéltuk azok cinkionhoz valo 6kését. Eredményeink az
mutatjak, hogy a nagymodellek esetén is igen cgakélrtékben kdidik a cink a
prionhoz (imidazol-koordinacié). A Cu/Zn vegyes-fiémtartalmd rendszerek
vizsgalatabdl kiderult, hogy a cink nem képes vegsai a rézkdthelyekeért a
prionban, ami abban az esetben is érvényes, hakemrinagy feleslegben van,
azonban ligandumfelesleg esetén megvaldsulhakéenikoordinacidja is.
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6. SUMMARY

During my Ph.D. work, | have studied complex forimatreactions of histidine
containing peptides. The results obtained can Wideti into two parts.

The first part, included a study of the role of histidine side inhm the
complex formation reactions of N-terminally protgtttri- and tetra-peptides
containing two or three histidyl residues. The riattion of Ac-HisGlyHis-OH,
Ac-HisGlyHis-NHMe, Ac-HisHisGlyHis-OH and Ac-HisH@GlyHis-NHMe with
copper(lllion  have been investigated by potentioimet UV-Vis
spectrophotometric, CD'H NMR and ESR spectroscopic methods. The major
conclusions obtained from the results are as falow

» the macrochelates could form with the simultanecasrdination of two
and three histidine side chains for tri- and tegjules, respectively;

» the imidazole nitrogen donor atom is an efficientlteor and is able to
induce deprotonation and coordination of amideogigns in all cases;

» the deprotonation of the first two amide nitrogesturs almost in a
cooperative manner for tripeptides, while this s takes place in a
stepwise deprotonation in the case of tetrapeptides

» the domination of [, N*, Nim] and [N, N7, N™ Nj,] coordinated species
was observed in the physiological pH-range. Ihitgriesting that the latter
contains an unusual (7,5,6)-membered joined chéeldte deprotonation of
the third amide function was detected at higher pH;

» the presence of the third imidazole side chainetnapeptides results in
higher copper binding ability as compared with tive histidine residues
of tripeptides;

» the presence of the carboxylate group gives higiegal binding ability as
well.

The second partof the thesis deals with the histidine containipgptide
fragments of prion proteins (especially His(96) atid(111)) and their transition
metal complexes. The main findings are best distiby forming three groups of
metal ions.

With copper(ll) ion

» the complex formation reaction starts with the naerdate coordination

of imidazole moiety as an anchor in all of thessesa

» the deprotonation of the first two amide functiotakes place in a

cooperative manner and consequently small chamg@$iican result in
significant changes in the ratio of free and comgdiecopper(ll) ions;
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» we have confirmed the weak coordination of Met(1@8Je chain at
physiological pH. In biological systems, this magvh possible protective
role as an endogenous antioxidant toward coppeiysad oxidation;

» theg-amino groups of Lys residues are not metal-bindiitgs at any pH
values;

» at physiological pH, we have found the;{NN", N7] coordination mode,
while the binding sites can be given as;JNN", N7, S] in the case of Met
containing peptide;

» in contrast with the octarepeat region, the depration and coordination
of amide nitrogens goes toward the N-termini;

» at physiological pH, the His(111) containing peptidas higher copper
binding ability than the His(96) containing peptided all of them have
higher binding ability than the octarepeat monomer;

» small tetrapeptide fragments are reliable modelsetfal binding sites. The
complex formation processes of the tetra- and pmmide fragments are
almost the same.

The complexes opalladium(ll) ion are the most stable among the studied
metal ions. The investigation of small model ligafAd-His-NHMe shows that
complex formation reactions with palladium(ll) depgs on the metal to ligand
ratio to a great extent. In equimolar solution aligdium(ll) and Ac-FKHV-NH:

» the complex formation reaction starts even undeongly acidic

conditions;

» the imidazole nitrogens and also the amide nitregeoordinate to the
palladium(ll) ion;

» the coordination mode is very similar to that foufod the copper(ll)
complexes, but the formation of analogous complegeshifted toward
more acidic pH in the case of palladium;

» the deprotonation and coordination of amide nitnsgés successive in
contrast with the cooperativity observed in the ecasf copper(ll)
complexes.

The presence of soft donor functions in the siderehof peptides significantly
influences the complexation with palladium. In eqgaiar solution of palladium(Il)
and Ac-MKHM-NH,:

» the complexation starts even under strongly agiticbut via the primary

coordination of thioether sulfur atom (Met(109)) aontrast with the
previous system;
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» the increase of pH results in the formation of PNz and Pd — Nimige
bonded species because these species have higlothgramic stability;

» the structural rearrangement of palladium(ll) coempls is a very slow
process. This can be explained by the differemhédion kinetics of Pd — S
and Pd — N bonded species, the latter one formetlth slower reactions;

» the formation of precipitate at alkaline pH (pH c@n be explained by the
formation of polynuclear species in which the inzdi@ moieties can act
as bridging residues between coordinatively unagddrspecies.

For the other metal ions(Ni(ll), Zn(ll), Co(ll), Cd(ll), Mn(ll)) the major

conclusions can be drawn as follows:

» they have only low affinity to bind to the shortppiele fragments of prion
proteins;

» after the monodentate imidazole coordination of Hgand, it cannot
prevent the hydrolysis of the metal ions in sligtalkaline solutions;

» amide coordination can occur only with nickel(lt)adkaline pH values;

» the weakest interaction with the peptide fragmefitsrion protein among
the studied metal ions have been observed in the emanganese. This
suggest that histidines are not sufficient ancliorsmanganese and the
pivotal role in the structural conformation caudad Mn(ll) is not the
coordination to histidine residue.

The stabilities of studied complexes show differeffinity towards the

binding of peptide fragment of prion proteins, thffinity follows the order:
Pd(Il) >> Cu(ll) >> Ni(ll)> Zn(Il) > Cd(ll) ~ Co(Il) > Mn(ll)

Taking into account, that palladium(ll) ions have hiological role, we can
conclude that peptide fragments of prion proteimehan outstanding selectivity to
bind copper among the essential transition elements

Finally, we studied theinc(ll) binding ability of large 31-mer peptides which
contain two or three histidine residues (PrP(84}L14 has been found that the
affinity toward zinc(ll) ion was also low despitkeet higher number of histidines,
the imidazole moieties are the exclusive bindirtgssiOn the other hand, peptides
have high affinity for copper(ll) binding even ihe presence of high excess of
zinc(ll) ions.
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