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1. Bevezetés és célkitiizés

Napjainkra vitathatatlanna valt, hogy a fémionok a mikrobialis, ndvényi és
allati szervezetekben eléforduld fehérjékkel kolcsonhatasba 1épnek komplex
vegyiiletek keletkezése kozben. Az elemek €16 szervezetekre gyakorolt hatasa alapjan
két kategoriat kiilonithetiink el: egyrészt a létfontossagn, masrészt a szennyezd
elemeket. Utobbi kategoria mérgezo, illetve kozombods alcsoportokra oszthato. A
Cu(ll) és Zn(ll) egyértelmiien létfontossaghh nyomelemek, mig a Cd(Il) mérgezo
tulajdonsagu, a Ni(ll) karaktere pedig a vizsgalt organizmus minéségének fiiggvénye.

Az, hogy egy adott szervezet miért keriil kdlcsonhatasba egy adott fémmel
vagy annak ionjaval az tébb okbol is fakadhat. Természetes esetben egy elem felvétele
azért torténik meg, mert az eldlénynek sziiksége van ra, és az anyagcserefolyamatok
soran a taplalékbol konnyedén ki tudja nyerni és hasznositani. Eléfordul azonban,
hogy valamilyen kiilsé behatds (példaul kornyezetszennyezés, ipari munkavégzés)
miatt keriil kapcsolatba nagymennyiségii mérgez6 vagy konnyen nem {iriil6, akar
létfontossaghh fémmel. Ekkor akut, majd késébb idiilt mérgezés kialakulasaval kell
Szadmolni.

A fémionok ¢l6  szervezetekben  betoltott szerepe  nagyrészt
metalloenzimekhez és metalloproteinekhez kothetd, oly modon, hogy azokban vagy
szerkezetalakitd vagy redox aktiv szerepet toltenek be. Altaldnosan igaz, hogy a
fémionok a poli- és oligopeptidekhez azok oldallancain keresztiil képesek kot6dni,
amelyben leggyakrabban karboxilat-, imidazolil- és tiolatcsoportok érintettek.

Az emberi agy egy erdsen Osszetett, komplex rendszer, amelyben a fémionok
kiegyensulyozott koncentracio-eloszlasa meghatarozé annak zavartalan miikodése
szempontjabdl. Ha a fehérjék egészséges miikodésében, ezaltal a fémionok
homeosztazisaban valamilyen zavar 1ép fel, akkor neurodegeneracié alakulhat ki az
un. aggregatumok képzédése miatt, amelyek kiilonb6z6 fémionokat tartalmaznak. Az
idegrendszer egymassal Osszefiiggé, finom egyensulyban 1évé folyamatainak
megbomlasa az idegsejtek fokozatos elhalasat, ezzel parhuzamosan a betegek
szellemi és/vagy fizikalis leépiilését okozza.

A Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoport mar évtizedek ota foglalkozik

kiilonb6z6 ligandumok fémkomplexeivel. A tanulmanyozott ligandumok egyik nagy
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csoportjat azon hisztidin-tartalma  peptidek  képezik, amelyek kiilonféle
neurodegenarativ betegségek kialakulasaért felelés fehérjék vagy oligopeptidek
kiilonb6z6 tagszamu fragmensei. A vizsgalatok elsésorban Cu(II)-ionnal torténnek,
azonban a szerkezetmeghatarozast segitend6 a Ni(ll)-komplexek vizsgalata is folyik.
Egy masik nagy ligandum csoport a cisztein-tartalmti peptidek, amelyek révén a
ciszteint, ¢s mas koordinaloddé oldallancot is, tartalmazd peptidek fémion
szelektivitasat befolyasold tényezok felderithetok. A munka soran a Ni(ll)-ion
tanulmanyozasa mellett hangsulyt kap a Cd(l1)- és Zn(ll)-komplexek vizsgalata is.
Ezen ligandumcsaladok mellett csoportunk a gyengén koordinalodo oldallanca
aminosavakat (példaul aszparaginsavat és glutaminsavat) tartalmazo peptidek
kiilonféle fémkomplexeit is kiterjedten analizalja, annak megallapitasara, hogy az
aminosavak helye és szdma milyen hatdssal van a képz6dé komplexek szerkezetére
¢s stabilitasara.

PhD munkam soran ezekbe a kutatdsokba kapcsolédtam be. A
célkitlizéseimet az alabbi pontokban mutatom be:
> A kutatok az elmult idészakban kis hangstlyt fektettek arra, hogy a gyengén
koordinalodo oldallancok hogyan befolyasoljak a kiilonb6z6 atmenetifém-komplexek
stabilitasat és Osszetételét, ezért csoportunk a kozelmultban aszparaginsavat és
glutaminsavat tartalmazo kistagszamt peptidek Fe(Il)-, Co(lIl)-, Zn(Il)-, Cu(ll)- és
Ni(ll)-komplexeinek oldategyensulyi viselkedését széleskoriien tanulmanyozta. A
kapott eredmények teljessé tétele sziikségessé tette a Cd(ll)-ion komplexeinek
tanulmanyozasat is, igy munkam soran célul tliztem ki tobb aszparaginsav és/vagy
glutaminsav-tartalma peptid Cd(IT)-koté képességének és esetlegesen a Cd(l1)-ion
felé mutatott szelektivitasanak tanulmanyozasat.
> A természetben tobb olyan oligopeptid is eléfordul — példaul cink-ujj fehérjék
— amelyek ciszteint tartalmaznak és nem csak természetes, hanem toxikus fémionok
megkotésére képesek. Emiatt az irodalomban mar tobb olyan publikacio is megjelent,
amely kiilonb6z6 fehérje modell peptidek vizsgalataval foglalkozik. Viszont nem
mindegyik fémion komplexének tanulmanyozasa tortént meg, ezért célom volt egy,
illetve két ciszteint tartalmazd kistagszamu peptidek szisztematikus vizsgélata,

amelyek segithetnek a nagyobb tagszamu peptidek oldategyensulyi viselkedésének
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értelmezésében. Kutatdsaim soran azt vizsgaltuk, hogy a ciszteinek szdma és pozicidja
a peptidek szekvencigjaban hogyan befolyasolja azok Cd(ll)- és Zn(I1I)-komplexeinek
Osszetételét és stabilitasat. Az eredményeket a Ni(II)-ion tanulmanyozasaval tettiik
teljessé.

> Az amiloid-g peptid részletes tanulmanyozasa csoportunkban korabban mar
megtortént, viszont az Alzheimer-kor lefolyasaban szintén részt vevé tau molekulaval
vagy fragmenseivel még nem torténtek vizsgalatok, ezért a kutatocsoportunk ezen
fehérje kiillonbo6zo, hisztidint tartalmazé kotéhelyeinek a szisztematikus vizsgalatat
kezdte el. PhD munkam részeként az N-terminalis régioban megtalalhato 14. és 32.
szamt hisztidint (His14 és His32) és azok kornyezetét tartalmazo fragmensek és
mutansaik vizsgalatat tiiztem ki célul elsdsorban Cu(I)-ion jelenlétében. A Ni(II)-ion
segithet utobb emlitett részecskék koordinacios kémiai  viselkedésének

értelmezésében, igy néhany esetben a Ni(Il)-komplexeket is tanulmanyoztam.
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2. Irodalmi attekintés
2.1. A vizsgalt fémionok jellemzése
2.1.1. A kadmium élettani hatasa és koordinaciés kémiaja

A kadmiumot G6ttingenben a cinkasvanyok kiséréjeként Friedrich Stromeyer
fedezte fel [1]. A kadmium egy eziist-fehér szinti, kozepes stirliségti (8,7 g/cm®) fém,
amely jo elektromos vezetdképeségének, jo korrozidallosaganak és alacsony
olvadaspontjanak koszonhetéen jO ipari alapanyag, igy hasznélata széleskorben
elterjedt. Alkalmazasa sokrétli, nagy mennyiségben az ujratoltheté Ni-Cd elemek
gyartdsanal hasznaljak fel az anod alapanyagaként. Kisebb mennyiségben
hasznositjak, mint szinez6 és festanyag, bevonat képz06 és miianyagstabilizator. Nem
elhanyagolhato mennyiségben talalhato meg a foszfor mitragyakban [2].

A kadmium az é16 szervezetekben semmilyen alapvetd biologiai funkciot nem
lat el, vagyis annak normalis miikddés soran a fémion nincs jelen. Az él6lényekre
gyakorolt hatasa alapjan mérgezé fémion, azonban méretéb6l és kémiai
tulajdonsagaibol kifolyolag képes felhalmozodni a mikroorganizmusokban [3], a
novényi [4] és allati szervezetekben [5], akar oly modon, hogy annak kiilsé jele nem
mutatkozik. Ez volt az oka a masodik vilaghaboru alatt és utan, 1955-ben felismert,
kronikus kadmium mérgezésnek, amelyet Itai-itai kornak neveznek. Az eset a Jinzu
folyonal, Toyama tartomanyban, Japanban tortént, ahol a Kamioka banyanal folyo
munkalatok soran keletkezd szennyvizet 40 éven at a folyoba engedték, amelyben
ezaltal fémek, foleg nehézfémek — 6lom, kadmium, cink — dasultak fel. Az ontdzés
révén feldusultak magaban a term6foldben, a zoldégekben és a rizsben is. A
kadmium(Il)ion méretébdl adoddan képes a kalcium(II)ion helyettesitésére, ami
csontlagyulast okoz. Ez a jelenség azoknal a kdzépkor néknél volt a legstlyosabb,
akik legalabb 30 évet éltek a szennyezett teriileten és tobb gyermeket is vallaltak. A
fémion legnagyobb mennyiségben a vizeletben, a vérben, a vesében volt kimutathato,
de a tobbi szervben is akkumulalodott [6]. A szervezetbdl a kadmium kitiriilése tobb,
mint tiz évet is igénybe vehet [7].

A fémion felszivodasat kovetden elsdsorban albuminnal és transzferinnel
szallitodik a majba, ahol detoxifikalasat a legnagyobb hanyadban a metallotioneinek

(tovabbiakban MT) végzik. A Cd-MT komplexek a véraram révén a vesékbe jutnak,
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ahol a kéregben raktarozodnak [8]. A MT ciszteinben gazdag kismolekulak, amelyek
a fémion megkotését kiilonbozé klaszterek [9] 1étrehozasaval végzik. A MT tébb
funkciot is ellatnak a szervezetben, ugyanis kozremiikodnek a fémionok felvételében
¢s leadasaban, valamint azok kicserélodésében ¢és szallitdsaban. Redox aktiv
viselkedést mutatnak, ami a reaktiv oxigéngyokok semlegesitésében, valamint a sejtek
redoxiallapotanak szabalyozasaban mutatkozik meg [10]. A fémionok a Hg > Cu >
Cd > Zn sorrendben csokkend affinitast mutatnak a MT felé [11]. A fehérjékhez
koordinalt Zn(lIl)- és Cd(II)-ionok képesek indukalni azok keletkezését, amivel ezek
a multicisztein-tartalmi molekulék a szervezet védekezé mechanizmusahoz jarulnak
hozza [12]. A MT szekvencigja tobb, mint 30% ciszteint tartalmaz a CXC, CXXC,
CXCC, CCXXC és CXXCXC szekvenciak formajaban [13-15].

A kadmium a periodusos rendszer II.B csoportjaba tartozik és 0, +1, +2
oxidécios allapotokban fordulhat eld, amelyek koziil a +2 a leggyakoribb. Lagyabb
(soft) tulajdonsagu Lewis sav, mint a cink, de kevésbé, mint a higany, ezért a S-
donoratomot tartalmazé ligandumokat eldnyben részesiti az N- és O-donortiakkal
szemben. Meg kell azonban jegyezni, hogy utdbbiakkal is képzddnek komplex
vegyiiletek, azonban azok kevésbé stabilisak.

Koordinacios szama 2 és 6 kozott valtozik [16], azaz linearis, tetraéderes €és oktaéderes
geometria  egyarant  el6fordulhat. Nem  tudunk kitiintetett  geometriat
megkiilonboztetni, ami a d'° elektronszerkezettel magyarazhat6, ugyanis ebben az

esetben nem 1ép fel kristalytér-stabilizacios energia.

2.1.2. A nikkel élettani hatasa és koordinacios kémiaja

A nikkel az emberi és allati szervezetek szamara nem létfontossagt, annak
biologiai funkcidjat ezen ¢él6lényekben még nem azonositottdk. A fémet jo
megmunkalhatdsaga, korr6zioallésaga, fémes fénye €s jutanyos ara tette vonzdva az
ipar szamara [17]. Az ember leggyakrabban érmék, ékszerek és 6tvozetek révén keriil
vele érintkezésbe, és az emberi populacid tobb mint 30%-anal — nagyobb részt ndknél
— akar sulyos allergias reakci6 is felléphet [18]. Rakos megbetegedésekkel — tiid6-,
arc- és orriiregrak — szintén 0sszefiiggésbe hozhatd a fém, amelyet iparban dolgozd

munkésoknal figyeltek meg [19]. A Nemzetkozi Rakkutatasi Ugyndkség (IARC),
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tobb fiiggetlen szerz0 vizsgalati eredményei alapjan, a nikkelt és vegyiileteit, az
emberi és allati szervezetekre gyakorolt hatasaik alapjan, az altala létrehozott
kategoriarendszer els6 csoportjaba sorolta, mert elegend6 bizonyiték all rendelkezésre
arrdl, hogy rakkeltd tulajdonsagtiak [20].

A novények [21] és mikroorganizmusok a Ni(I)-iont beépitették anyagcsere-
folyamataikba, olyan fontos enzimek alkotdjaként, mint az ureaz és a hidrogenaz.
El6bbi a H2N-C(0)-NH2 + H20 = [NH2-COOH] + H.0 = 2 NH3 + CO., mig utobbi a
H, = 2 H" + 2 e folyamatot katalizalja, amely reakciok létfontossaguak tobb
mikroorganizmus, igy a Helicobacter pylori szamara is, egyrészt, mert a gyomor
savas pH-jat az ureaz csokkenti, mivel hidrolitikus tevékenysége révén ammoniat allit
eld, masrészt a [NiFe] hidrogenaz lehetdvé teszi a 1égzésen alapul6 energia el6allitast
a baktérium szamara a mukézaban [22].

Emellett az oxidativ stressz elleni védelemben a szuperoxid-dizmutaz
enzimcsaladnak nem csak a Cu(ll)-, Zn(11)-, Mn(11)-, hanem a Ni(ll)-tartalmua tagjai
is részt vesznek [23].

A nikkel oxidacids szama komplex vegyiileteiben 0 és +4 kozott valtozik,
azonban elemorganikus vegyliletekben a viszontkoordinacié miatt negativ oxidacios
allapot is eléfordul. A d® elektronszerkezetnek koszonhetden a +2-es a leggyakoribb
oxidacids szam, és a Ni(Il)-komplex vegyiileteiben az oktaéderes, tetraéderes és
siknégyzetes geometria is megvalosulhat attél fliggéen, hogy milyen a ligandum
szimmetriagja és a kristalytér felhasadds mértéke. Siknégyzetes geometriaju
komplexek képzodése akkor kedvezo, ha a ligandumtér kis szimmetria besorolasu és
kelléen nagy az energidja. A magneses tulajdonsagok tekintetében: az oktaéderes
komplexek paramagneses, a siknégyzetesek pedig diamagnes tulajdonsagtiak [24,25].
Tetraéderes geometriaju komplexek kisebb szdmban ismertek [26]. Ez koztes
geometriaként is felfoghato a siknégyzetes és oktaéderes geometria kdzott, hiszen a
kristalytér-stabilizacios energia értéke 8 Dq, és altalaban olyan ligandumokkal
keletkeznek, ahol vagy energetikai, vagy sztérikus ok miatt a fémion d elektronjainak

spinparosodasa nem valik lehetové [27].
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2.1.3. A réz élettani hatasa és koordinacios kémiaja [28, 29]

A réz harmadlagos biogén elem a kobalt, szelén, mangan, cink, molibdén és
jod elemekkel egyiitt. Egy atlagos teststlyt ember koriilbeliil 80-120 mg-ot tartalmaz
beldle, és mennyiségét az atmenetifémek tekintetében csak a vas és a cink haladja
meg. A biologiai rendszerekben sosem szabad formaban, hanem leggyakrabban
fehérjék hisztidin, cisztein vagy metionin oldallancokhoz kdtodve talalhato. A bélben
torténik a felszivodasa, ezutan a szallitdsat az albumin és ceruloplazmin, mig a
tarolasat a metallotioneinek végzik. A réz metalloenzimek alkotoja, amelyek redoxi
folyamatok katalizisében vesznek részt (CuZn-SOD, oxidazok, oxigenazok,
elektronszallito-fehérjék).

A réz-tartalmu fehérjék harom tipusba sorolhatok a fémion oxidacios allapota, a
komplexek geometridja és a donoratomok mindsége alapjan:

Az [ tipusu vagy , kék rézfehérjék” olyan fehérjék, amelyek egyetlen rézatomot
tartalmaznak, egy erésen torzult geometriaban, ahol a fémion megkotésében 2 N- és
2 S-donoratom vesz részt. Ez az allapot egy atmenet a réz(Il)ionra jellemzd
siknégyzetes és a réz(I)ionra jellemz6 tetraéderes allapot kozott. Ezt a fehérje tipust
intenziv kék szin jellemzi, amely egy 600 nm koriili igen nagy intenzitast (¢ = 3000-
5000 M*cm™) S — Cu(Il) toltésatviteli sav eredménye. Tovabba a szokasostol eltérd
ESR-paramétérek jellemzik a csoportot. Ide sorolhatjuk példaul a plasztocianinokat,
amelyek a fotoszintézis soran miikodo elektronszallito fehérjék.

A Il tipusu vagy ,, nemkék rézfehérjék” monomer réz(Il)iont tartalmazd komplexei
tetragonalisan torzult oktaéderes geometriaval rendelkeznek, és széles abszorpcios
savval, valamint ESR-aktivitassal jellemezhet6k. Ebbe a csoportba tartoznak példaul
a szuperoxid-dizmutaz enzimek, amelyek feladata a szuperoxid gydkanion
semlegesitése a diszproporcié katalizise révén. Az eukariota sejtekben talalhatd
vesz részt, mig a Cu(I)-ion oxidaciés szamanak megvaltoztatasaval a katalizist
bonyolitja le (*O2” — 02%). A két fémiont egy hisztidin imidazolato-hidja koti dssze.
A Il tipusu vagy ,,ESR-inaktiv fehérjék” altalaban tobb fémcentrumot tartalmaznak,
¢s a Cu(l)-ionok jelenléte, és/vagy a Cu(ll)-ionok kozotti erds antiferromagneses

kolcsonhatasa miatt ESR-inaktivitas jellemzoé rajuk. Ilyen fehérje példaul a
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hemocianin, amely a puhatestiek és alacsonyabb rendii tengeri ¢él6lények
szervezetében az oxigént szallitd fehérje. Az oxigén kotddése soran egy [Cu(Il)-Ox*
-Cu(ID)]] peroxo kotésmodi komplex jon létre, ami kevésbé stabilis, mint a
hemoglobinban képz6do Fe(l11)-O2 komplex, mialtal a hemocianin kevésbé hatékony
oxigénszallito makromolekula.

Koordinacios kémiai aspektusbol a fém esetében harom oxidacios allapot
ismert: a +1, +2 ¢és +3, amelyek koziil a +2 allapotra vonatkozd tudasanyag a
legkiterjedtebb. A réz(I)ion d*° elektronkonfiguracioji, ebbdl fakaddan komplexei
szintelenek ¢€s diamagneses tulajdonsaguak. A koordinacios szama kettd vagy négy,
igy a vegyiiletekben a linearis és tetraéderes geometria kedvezményezett. Lagy (soft)
karakterti, emiatt nagy affinitdst mutat a S-donoratomot tartalmazé molekulak felé. A
+2-es oxidacios allapota réz(Il)ion d° elektronkonszerkezetii, komplexei szinesek,
paramagnesesek. A koordinacids szam vegyiileteiben altalaban négy, 6t vagy hat,
ugyanakkor a szabalyos geometriaji vegyiiletei ritkak és sokszor nehéz kiilonbséget
tenni a siknégyzetes és tetragonalisan torzult oktaéderes szerkezetek kozott. Ennek
oka a Jahn-Teller effektus, ami az Eg palyak nem egyenlé feltoltottségébdl fakad.
Kozbenso (borderline) tipusu fémion, ezért az S-, N- illetve O-donorokkal egyarant
stabilizalhatok. A réz(Il)ion elektronkonfiguracidja d®, igy a Ni(II)-ionhoz hasonléan
siknégyzetes geometriaju, kis spinszamu és diamagneses komplexeket képez. Az
ilyen vegyiiletek konnyen redukaldédnak, azonban egyes bioldgiai elektronszallito
folyamatokban feltételezett szerepilk miatt szamos réz(III)-peptid-komplexet

tanulmanyoztak [30,31].

2.1.4. A cink élettani hatasa és koordinacios kémiaja [32, 33]

A cink harmadlagos biogén elem, ami az emberi szervezetben eléforduld
masodik leggyakoribb nyomelem a maga koriilbeliil 2 g-os mennyiségével. Nem
vegyértékvaltdo fém, ami azt jelenti, hogy nem vesz részt redoxi folyamatokban,
ugyanakkor sav-bazis reakciokban igen, tovabba az enzimek aktiv szerkezetének
kialakitasahoz is hozzajarul. Az els6ként felismert cink-tartalmii enzim a szénsav-
anhidraz volt, ami a széndioxid és viz kdzotti egyensulyi reakciot katalizalja. A Zn(l1)-

ionok elrendezddése tetraéderes és a fémiont harom hisztidin imidazol nitrogén
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atomja, tovabb4 a katalitikus ciklusban szerepld vizmolekula koordinalja. Szintén a
térszerkezet kialakitasaban vesz részt a cink-ujj fehérjékben, amelyek transzkripcios
faktorok. A fémiont benniik minden ismétlédd egység 2-2 ciszteinje és hisztidinje
koordinalja az oldallancaikon keresztiil, létrehozva egy 12-15 aminosavbél alld
hurkot, amely a DNS nagyarkaban kotodik meg.

A cink(Il)ion komplexei szintelenek és diamagnesesek, ami a kadmiumhoz
hasonld, d* elektronszerkezet kovetkezménye. A fémion hidrolizis hajlama nagy,
ezért oldata savas kozegben tarthato el, ugyanakkor tiolat-donorokkal stabilizalhato.
Peptidekkel kozepes termodinamikai stabilitaisi komplexei ismertek, melyek
stabilitasa a Co(ll)-komplexekével Gsszemérhets. A koordinacidés szam komplex
vegyiileteiben leggyakrabban 4 vagy 6, azaz a tetraéderes és oktaéderes geometria
kedvezo, a ligandumok mindségétdl fiiggden.

Nehezen lehet donoratom preferenciat felallitani, de a peptidek esetén ez a
sorrend S > N > O iranyban csokken, ami azt jelenti, hogy a leggyakrabban tiolat-S-,
imidazol-N és terminalis aminocsoporthoz kotédik. Nem koordindlédéd oldallancok
esetén a Zn(I)-ion nem képes elésegiteni a peptid-NH deprotonalodasat és
koordinacidjat, amely a kristalytér-stabilizacios energia hidnyaval, és az emlitett nagy
hidrolizis hajlammal értelmezheté [34]. His horgony esetén, példaul a GlyHis
ligandumnal, azonban tapasztaltak peptid-N- csoport koordinacidjat [NHz N, Nim]

kotésmodot eredményezve [35].

2.2. Peptidek komplexképzo sajatsagai

A peptidek fémionokkal alkotott komplexeinek vizsgalataval szamos
kutatocsoport foglalkozik. A témaban tobb irodalmi kozlemény csakigy, mint
osszefoglalo is fellelhet6 [36-41].

A peptidek a-aminosavakbol épiilnek fel, ezért ezek koordinacios kémiai
viselkedésével is érdemes foglalkozni roviden. Ezek a molekuldk minden esetben
tartalmaznak egy terminalis aminocsoportot és egy terminalis karboxilcsoportot,
valamint a mindségiiktdl fliggben az oldallancban egy masik funkcios csoportot. A
terminalis csoportok képesek tobb fémion stabilis megkdtésére, ami a

kelateffektusnak — 5 taga kelatgylrii kialakulasanak — kdszonhetd, és a 1étrejovo



Aszparaginsavat, glutaminsavat, hisztidint és ciszteint tartalmazo peptidek
dtmenetifém-komplexei

koordinacidos modot aminosavszeri koordinacionak nevezziik. Ha az oldallancban
olyan donorcsoport talalhato, amely képes a fémion megkdtésére, akkor annak
koordinacioja befolyasolhatja a komplexek szerkezetét és stabilitasat [42]. Az
oldallancok mindsége alapjan megkiilonboztetiink nem, gyengén vagy erdsen
koordinalddo oldallancbeli donorcsoportokat. Ilyen csoporttal rendelkeznek példaul,
rendre az alanin (metilcsoport), az aszparaginsav/glutaminsav (karboxilcsoport),
illetve a cisztein (tiolcsoport) és hisztidin (imidazol-N). A fehérjék kotdhelyeit és azok
kornyezetét nem az aminosavak, hanem a(z) (oligo)peptidek modellezik jobban, ezért

a tovabbiakban ezek koordinacios sajatsagait mutatom be.
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1. dabra: Aminosavakkal és peptidekkel képzddo femkomplexek szerkezete: a)
aminosavakkal képzodoé [ML] komplex szerkezete, b) dipeptidekkel képzdédo
[ML] komplex szerkezete, c) dipeptidekkel képzédé [MH_1L] komplex
szerkezete, d) oligopeptidekkel képzédé [MH-»L] komplex szerkezete, e)
oligopeptidekkel képz6ddé [MH_3L] komplex szerkezete

crcr

létrejotte kozben, emiatt a terminalis csoportok tavolabb keriilnek egymastol, mint az

aminosavban voltak, igy nem lehetnek ugyanannak a kelatgytriinek a tagjai. Egy

10



Lukacs Marton doktori (PhD) értekezés

peptid szerkezetében azt, hogy melyik — oldallancbeli vagy terminalis — csoport lesz
az elsOdleges kotohely, azt a fémion mindsége hatirozza meg. A peptidvaz az
aminosavaktol eltéréen Uj potencialis donoratomokat tartalmaz, ezek a peptidkotésben
talalhato karboniloxigén, illetve a peptidnitrogén, amelyek részvételével szintén
Ottagn kelatgyiiri keletkezésére nyilik lehetdség. A karbonilcsoport részvételével (1.
(b) dbra)) keletkezé komplexek stabilitasa kisebb, mint az aminosavak [NH,,COO]
(1. (8) abra)) koordinaciés moda komplexei. A peptid-NH nagyon gyenge savként,
valamint nagyon gyenge bazisként viselkedik, és a pK-értéke ~ 15 (GlyTyr 15,2 [43]),
ami azt jelenti, hogy a mérhetd, 2 < pH < 14 pH-tartomanyban nem vesz részt sav-
bazis folyamatokban. Am néhany fémion (Cu(II), Ni(II), kivaltképpen Pd(II)) képesek
ezt a pK-értéket lecsokkenteni (fémion indukalta peptidnitrogén deprotonalodas)
abban az esetben, ha kelatképz6 helyzetben egy horgonycsoport, példaul terminalis
aminocsoport vagy tiolat-S- talalhaté a molekulaban. Dipeptid esetén ekkor [MH_1L]
(1. (c) dabra)) komplex képzodik, amely [NH2,N",COO] koordinaciéos moddal jon
létre. Tri-, illetve oligopeptidek esetén a peptidnitrogének deprotonaldédasaval és
koordinaciojaval telitédhet a fémion koordinacios szféraja [MH_2L] (1. (d) dbra)) és
[MH_sL] (1. (e) dbra)) komplexek keletkezése kozben. A folyamat hajtoereje az, hogy
— leggyakrabban (5,5,5)-tagli — csatolt kelatrendszer [40] valosul meg. A Cu(ll)-ion
jelenlétében mar pH 4-6 koriil lejatszodhat egy vagy tobb peptidnitrogén
deprotonalodasa, ellentétben a Ni(Il)-ionnal, ahol ez a folyamat gyengén lugos
kozegben kezdddik el [44].

A koordinacios viszonyok szignifikdns modosulasat okozza az erds, illetve
gyenge oldallancok jelenléte, minésége, illetve pozicidja a peptid szekvenciajaban: a
komplexek osszetételének sokfélesége és termodinamikai stabilitasa széles skalan
valtozik. A kovetkezOkben a téma szempontjabdl relevans gyengén, illetve erdsen
koordinalddé donorcsoportokat tartalmazd, terminalisan szabad és védett peptidek

koordinativ jellemzdit foglalom ssze.

2.2.1. Aszparaginsavat tartalmazo peptidek jellemzése
Két a-aminosav, nevezetesen az aszparaginsav és glutaminsav karboxilat

funkcids csoportot (f-, illetve y-helyzetben) tartalmaz az oldallancéban. Altalanosan
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ismert tény, hogy az oldallancbeli donorcsoport akkor fejti ki legnagyobb mértékben
hatasat a komplexképzodési folyamatokra, ha az a terminalis aminocsoporthoz kozeli,
azaz az els6, masodik vagy harmadik pozicidban talalhato, és a donoratom az amino-
¢s/vagy peptidnitrogénekhez képest kelatképzd helyzetben van. A f-karboxilat
oldallanc koordinacidja hattagt, mig a y—karboxilaté héttagu kelatgytrti 1étrejSttéhez
vezet. A kelatgytiriik tagszdma erdsen befolyasolja azok stabilitasat: a legkedvezdbb
az Ottagh gylrl kialakulasa, a tagszam novekedésével parhuzamosan a stabilitas
csokken. Emiatt érdemes attekinteni az els6, masodik ¢és harmadik helyen
aszparaginsavat tartalmazo peptidek koordinaciés modjait [45,46].

Az els6 helyen aszparaginsavat tartalmazé peptidek a Cu(Il)-, Ni(ll)-,
Cd(I1)-, Zn(I1)- és Pb(1l)-ionokat un. p-alanin-szeri (1. (&) abra) koordinacioval kotik
meg. Ez a koordinacio ligandumfelesleg esetén biszkomplexek keletkezését teszi
lehetévé. A pH novelésével az ilyen ligandumok peptid-NH donorjai deprotonalddnak
¢s koordinalddnak a fémionhoz és telitik a koordinacios szférajat, ha a fémion ezt
indukalni képes, valamint elegendd donor all rendelkezésre.

A masodik és harmadik helyen Asp-tartalmi peptidek esetében egy
jelentésebb hatas figyelhetd meg: az [NH,,/-COQO"] koordinacios mdd kialakulasa
utdn az N-terminalis csoportot kovetd elsd, illetve az elsé és masodik peptid-NH
deprotonalodasa és koordinacidja kedvezményezetté valik, [NH2,N-,4-COO ], illetve
[NH2,N",N-,4-COO] koordinacios mod jon létre, és ez az aszaparaginsavat kovetd
tovabbi peptid-N- csoportok koordinacidjat a nagyobb pH-tartomany felé tolja el. Ez
a gatld hatds a legszembetiin6bb a legalabb négy taghi, harmadik helyen
aszparaginsavat tartalmazé és N-terminalisan szabad peptidek esetében, ahol a
harmadik peptid-N- koordinacidja csak pH 11 felett valosul meg (1. (e) dbra).

A kutatécsoportunk kiterjedten vizsgalta tobb aszparaginsavat és
glutaminsavat tartalmazé molekulak (AspAsp, AsSpAspAsp, ASpASpASpASp)
koordinacios sajatsagait Cu(Il) és Ni(Il) jelenlétében [47,48]. A tanulmanyok alapjan
a tobb oldallancbeli donorcsoport hatasa nagymértékben érvényre jut. A fentebb
bemutatott koordinaciés modok alakulnak ki, azonban a nem Kkotott
karboxilatcsoportok a peptid haromfogu koordinacidjat eredményezik a [NiL]

vegyiiletekben, mikdzben azok gyenge axialis kolcsonhatasa valosziniisitheté a [Cul ]
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komplexekben, ami a komplexek stabilitisnovekedését eredményezi. Ez a
koordinacio egyre kedvezményezettebbé valik az aszparaginsavak novekvo szamaval.
A peptid oldallancok szamanak ndvekedésével a komplexek negativ tdltése is nd, ami
miatt az AspAspAspAsp peptidnél a tetraglicin-szer(i koordinacio 1étrejotte nagyobb
mértékben gatolt, mint az XaaYaaAsp szekvenciat magaban foglalo tetra- és attol
nagyobb tagszamu ligandumok esetén.

A glutaminsavat els6, masodik vagy harmadik helyen tartalmazo peptidekben
a karboxilatcsoportok kis mértékben novelik a keletkezé komplexek stabilitasat, am
Osszehasonlitva a megfeleld aszparaginsav komplexekével, hatasuk kevésbé jelentds.
A nagy negativ toltésii komplexek kialakulasa ugyanakkor jelent6s mértékben
akadalyozza a peptidnitrogének deprotonalddasat.

Az Cd(Il)-ion és az aszparaginsav kolcsonhatasba 1ép egymassal, [CdL] és
[CdL;] komplexek keletkeznek, ahol el6bbi stabilitisa az aminosavszerii
koordinaciohoz (1. (a) abra) képest kismértékben megnovekedett, aminek oka az
oldallanc stabilizal6 hatasa (tridentat k6t6dés kialakulasa) [49].

Kadmium(Il)komplexek képzédnek peptidekkel is, amelyek analizisének
eredményeként fény dertilt arra, hogy a karboxilatcsoport nagyobb mértéki stabilizalo
hatast fejt ki, mint példaul az alkoholos karakter(i hidroxil funkcios csoportok [50]. A
GlyGlu peptid vizsgalata soran kapott eredmények azt mutattak, hogy a képz6do
[CdL] komplex stabilitasa a GlyGly megfelelé komplexéhez képest nagyobb [51]. Ha
N-terminalis pozicioban Asp aminosav talalhato, akkor az [NH,,COO] hattagt kelat
kialkuldsa szintén stabilitasnovekedést okoz (példaul DDNKI) [52], szemben a
GlyAsp [53] peptid megfelel6 komplexével.

2.2.2. Ciszteint tartalmazo peptidek jellemzése

A cisztein aminosav tiolatcsoportja megfeleld horgonycsoport tobb fémion
szamara is, azonban rendkiviil szelektiv [54,55]: gyengébb kolcsonhatas alakul ki a
kemény (hard) donorokkal, mig a lagy (soft) karaktertiekkel pedig ett6] joval er6sebb,
kovalens jellegli. Az aminosav szama és pozicidja szintén befolyasolja a keletkezo
komplexek sokféleségét, amelyet a tiolathidas szerkezetek megjelenése szinesit [56].

Tobb vegyértékvaltd fémionnal, példaul Cu(ll)ionnal [57] is redoxireakcidba 1ép és
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kiilonb6z6 diszulfidhidas szerkezetii molekulak jonnek létre, valamint a fémion
redukcigja kovetkezik be.

Az elso vizsgalatok a termindlisan szabad két, illetve harom aminosavbdl allo
peptidek vizsgalataval kezdddtek, amelyek ravilagitottak arra, hogy amennyiben N-
terminalis helyzetben Cys aminosav talalhatd, akkor [NH2,S™] koordinaciés mod
valosul meg, és Zn(ll), Cd(ll), valamint Ni(Il)-ionok esetén is stabilis [ML], illetve
[ML:] 0Osszetételli komplexek képzédnek. Ez a kordinacié akadalyozza a
peptidvazban talalhaté donorcsoport(ok) deprotonaldédasat és koordinaciojat a
fémionokhoz. Tovabba fény deriilt arra is, hogy a tiolatkén-atom hidként is kotodhet
a fémionokhoz, ami tobbmagvi komplexek kialakulasat eredményezi, féképp
ligandumfelesleg alkalmazasa mellett.

Amennyiben masodik vagy harmadik pozicidban van cisztein aminosav a
peptid szekvenciajan beliil, abban az esetben kiilonbséget kell tenni ak6zott, hogy a
fémion képes-e indukalni a peptidnitrogének deprotonalodasat és koordindciojat vagy
sem. fgy példaul a Cd(II) és a Zn(11) altalaban nem képes eldsegiteni az utobb emlitett
folyamatot, és a C-terminalis cisztein, valamint a terminalis -COO -csoport koti meg
a fémionokat, hattagi kelatgyiiriit 1étrehozva. Ugyanakkor a Ni(ll)-ion eldsegiti a
peptid-NH csoport(ok) deprotonalodast és koordinacidjat tigy, hogy [NH2,N-,S7] és
[NH2,N,N-,S] kordinalta részecskék keletkeznek. Polinuklearis komplex az [NHz,N~
,S7] kotésmodnal is 1étrejohet a szabadon maradd koordinacios hely megléte miatt
[40,58].

A peptidszintézis ¢és a spektroszkopiai modszerek korszeriibbé valasaval
ujboli vizsgalatok kezdédtek meg, amelyek mar a terminalisan védett, kiilonbozo
szamban ¢és helyzetben ciszteint tartalmazo peptidek eldallitasara és analizisre
iranyultak. A tanulmanyok kozéppontjaban a MT fémionmegkotoképességének és a
Helicobacter pylori baktérium Ni(IT) haztartasanak fenntartasdhoz sziikséges enzimek
vizsgalata all, amelyek eredményeit foglalja Ossze réviden a kovetkez6 néhany
bekezdés — kiegészitve a MerR fehérjecsalad egyes tagjainak fémionkotOhelyét
modellezd peptidjeinek analizise révén kapott 1j ismeretekkel.

A nikkel saperon fehérjék Cys és His gazdag fehérjék, amelyek

fémionmegkotoképességét mar atfogdan tanulmanyoztak. A legtjabb, a Helicobacter
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pylori baktérium Hpn (hisztidin gazdag fehérje, amely affinitasa nagy a Ni(I)-ion felé
[59]) és HspA (hdsokk fehérje) fehérjéivel Osszefiiggd vizsgalatokbdl levont
kovetkeztetések alapjan a CC motivumot tartalmazé peptidek (Ac-CCSTSDSHHQ-
NH;, Ac-EEGCCHGHHE-NH;, Ac-GSCCHTGNHD-NH;, Ac-ACCHDHKKH-
NH>) a nikkel(Il)iont hatékonyan kotik meg a ciszteinek jelenlétének kdszonhetéen —
[2S-,N7] donor-szett alakul ki. A keletkez6 komplexek stabilisabbak, mint a Zn(ll)-
ionnal képzettek még akkor is, ha a ligandum His-t is tartalmaz a szekvenciajaban
[60,61].

K. Kulon és munkatarsai CXC motivumot tartalmazo, az acetil-koenzim A
szintaz A kleszterét és a MT-3 fehérjét modellez6 molekulak (Ac-CGC-NH;, Ac-
CHCH-NH,) cink(I1)-, nikkel(1l)- és kadmium(IT)komplexeinek analizisét végezték
el és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az elsddleges kotdhely a fémionok szamara
a ciszteinek oldallanca és minden esetben dontéen [ML,] komplex keletkezik,
amelyben [4S7] koordinaciés mod valosul meg. A Ni(I)-ion esetén nagy pH-n a
koordinacioban a peptid-N"-ek is részt vesznek: [2S7,2N]. [62]

H. Kozlowski és kutatocsoportja a CXXC szekvencia hatasat kutatta a fentebb
emlitett fémionok komplexképzddési folyamataira az Ac-GCASCDNCRACKK-
NHz, Ac-GCASCDNCRAAKK-NH; ¢és Ac-GCASCDNARAAKK-NH, [63]
peptidek, valamint a HypA (hidrogenaz érési faktor) Zn(II)-ionkoté arkanak
megfeleld fragmensén, Ac-ELECKDCSHVFKPNALDYGVCEKCHS-NH; [64], és
annak mutansain [65] keresztiil. Megallapitottak, (i) hogy a fémionok kot6helye a
tiolatcsoport, valamint a Cd(I1)-komplexek stabilitasa nagyobb, mint a Zn(IT)-ionoké,
(ii) ellentétben a CC motivumot tartalmazo ligandumokkal a Zn(II)-komplexek
stabilitasa nagyobb, mint a Ni(ll)-komplexé mind a négy szekvencia esetén,
fiiggetleniil attol, hogy a fémion megkdtése hasonldé donorcsoportok részvételével
torténik, (iii) illetve, hogy a CXXC motivumok ko6zotti linkerek hossza és annak
aminosav szekvenciaja befolyasolja a képz6dé komplexek stabilitasat.

A bakterialis sejtekben a fémionok homeosztazisat specialis fehérjék, példaul
a MerR csalad tagjai tartjak fent, amelyek nemcsak a létfontossagl, de a toxikus
fémionok mennyiségét is szabalyozni tudjak [66]. Jancsd A. és munkatarsai az

emlitett csaladba tartozé fehérjék fémionkoté doménjeinek modell vegyiileteit
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allitottak eld, amelyek szekvencidgja Ac-SCHGDQGSDCSI-NH; [67,68] és Ac-
SCPGDQGSDCSI-NH; [69], valamint vizsgaltak azok Zn(ll)- és Cd(Il)-ion kotd
tulajdonsagait. Az altaluk levont kdvetkeztetés alapjan, a peptidben a két egymastol
tavol elhelyezked6é cisztein oldallanc a Cd(ll)- és Zn(Il)-ionokhoz egyidében
koordinalodik ([2S7]), és ezt a kordinaciot az imidazolil-, illetve karboxilatcsoportok
egészitik ki. A keletkezd komplexek stabilitdsa kozel akkora, mint azon peptidek

esetében, ahol a szekvenciaban CC, CXC vagy CXXC motivum talalhato.

2.2.3. Hisztidint tartalmazé peptidek jellemzése

A védett N-terminalis csoportot tartalmazo hisztidin-tartalmi peptidek
komplexeinek vizsgalata szerteagazo, am elsdsorban a SOD enzim aktiv centrumanak
modellezése, valamint a nerodegenerativ betegségek molekularis hatterének
felderitése céljabol torténik. Az egy hisztidint tartalmazo, védett ligandumok [70-73]
vizsgalata soran a kutatok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a komplexképzodés a
savas pH-tartomanyban az imidazol koordinalta [Cul] komplex képzddésével
kezdddik. Dipeptidek esetén [Cul.] komplexek is kialakulhatnak, amelyek akar
csapadék formaban ki is valhatnak az oldatbol a kis oldékonysaguknak koszonhetéen.
A pH novelésével parhuzamosan a peptidvazbeli donoratomok deprotonalddnak és
koordinalodnak a Cu(Il)-ionhoz. Ha a His N-terminalis pozicioban talalhato, akkor a
C-terminalis irdnyaba es6 peptid-N- csoportok koordinalédnak (7,5,5)-tagt csatolt
kelatrendszert 1étrehozva. Szintén ilyen kelatrendszer keletkezik abban az esetben is,
amikor a His el6tti pozicioban Pro [74] vagy szarkozin [75] talalhato. Ha az N-
terminalistol tavolabbi helyzetben talalhato a His akkor a stabilisabb (5,6)- és (5,5,6)-
tagu csatolt kelatok jonnek 1étre és a peptidnitrogének koordinacidja az N-temindlis
iranyaba torténik.

Az egy, illetve két hisztidint tartalmazo védett peptidek esetében a kiillonb6zo
min6ségii aminosavak befolyassal vannak a komplexképzédésre. A komplexképzodés
szempontjabdl a Lys, Asp és Glu aminosavak hatasat vizsgaltak. Az oldallancban
megjelend negativ és pozitiv toltések a keletkezd komplexek bruttd toltését
megvaltoztatjak, amely befolyasolja azok stabilitasat. A Lys-tartalma peptidek [76-

79] tanulmanyozasa azt mutatta, hogy az oldallancban jelen levé aminocsoport nem
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vesz részt a komplexképzddésben, és fizioldgias pH-értéken protonalt formaban
létezik, azaz nem stabilizalja a keletkezé makrokelatokat és az 0ssztoltés novelésével
destabilizaciot idézhet eld.

Az aszparaginsav vagy glutaminsav hatdsa a komplexek szerkezetére és
stabilitasara annak a filiggvénye, hogy milyen pozicidban van(nak) az adott
komplexképz6 molekulan beliil. Mind az a-Asp mind pedig a f-Asp noveli a két
imidazol koordinalta Cu(Il)-tartalmu részecskék stabilitasat, azonban az a-Asp
nagyobb mértékben [79,80]. A peptidlanc kdzbensd helyzeteiben 1évé glutaminsav
szintén hatassal van a Cu(ll)- és Zn(II)-komplexek stabilitasara a keletkezo
részecskék kozott megvalosuld hidrogénkotési rendszer révén [81].

A monokomplexek nem képesek megakadalyozni a peptid-NH csoportok
deprotonalodasat, ami a réz(Il)ion esetén pH 5-6 felett, a nikkel(II)ion esetén pedig
pH 8 felett jatszodik le. A kialakulé koordinacios méddot — [Nim,N7,N7,Nim]/
[N7,N7,Nim], [N,N",N",Nim] — a hisztidinek szama és helyzete, tovabba a kornyezd
aminosavak mindsége szignifikansan befolyasolja. A karboxilatcsoportok képesek
megndvelni az imidazol-koordinalt részecskék stabilitasat annyira, hogy a peptid-NH
deprotondlodas kissé a lugosabb pH-tartomany felé tolodik.

A di- és polinuklearis komplexek keletkezése akkor kedvezményezett, amikor
egymastol tavol talalhatok a His aminosavak.

A Creutzfeldt-Jakob, kergemarha- vagy surlokorban, illetve az Alzheimer-koér
kialakulasaban szerepet jatszo prion, illetve amiloid-f molekulak modosulasa
egyarant neurodegenerativ elvaltozasokhoz vezet, és kozos vonasuk, hogy His
aminosavakat tartalmaznak. Kutatocsoportunkban széles korben folytak vizsgalatok
mind a két molekula esetében.

Az amiloid-g egy olyan peptid, amely leggyakrabban 40 és 42 tagbol all, és
harom hisztidint tartalmaz, amelyek koziil a 6. pozicidoban 1év6 jol elkiiloniil a tobbitdl
(a masik kett6 szomszédos pozicidban talalhato (His13,His14)). Az N-terminalis rész
szabad aminocsoportja és polaris oldallaincti aminosavai révén jo réz(Il)ion megk6td
tulajdonsagi. A kutatocsoportunk vizsgalta egy oOlyan mutans ligandum fémion
komplexeit, amelyben mindkét terminalis csoport védett (Ac-DAEFRH-NH) és a

hatodik pozicidban 1év6 His oldategyensulyi viselkedésérél adott 1j informaciokat. A
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levont kovetkeztetések alapjan az [ML] (M = Cu(Il), Ni(I)) dsszetélii komplexek
makrokelat szerkezetieck, amelyek az Aspl, a Glu3 és a His6 oldallancok
részvételével keletkeznek. A peptidnitrogén donoratomok koordinalodasaval a
[CuH;L] torzskomplex keletkezik nagy mennyiségben, ami mar CD aktiv
tulajdonsagli, és benne a koordinaci6 a His6 oldallancarél indul, [2N7,Nim]
koordinacios méd alakul ki, amely a Ni(ll)-ion esetében egy karboxilatcsoporttal is
kiegésziil. Nagy pH-értéken egy ujabb peptidvaz donor koordinalodik ([3N~,Nim]). Ez
a koordinacios mod a réz(IT)ion esetében 8,2-es, mig a nikkel(ll)ion esetén 11,4-es
pH-n valésul meg [82,83].

A prion protein 10 His-t tartalmaz, ezek koziil négy (H61, H69, H77, H85) az
un. oktarepeat és ketté (H96, H111) a neurotoxikus tartomanyban, tovabbi négy
(H140, H155, H177, H187) pedig a C-terminalis részen. A teljes fehérje szekvencia
vizsgalata oldhatésagi probléma miatt nem lehetséges, ezért annak fragmenseit
tanulmanyoztak. Koordinacios kémiai szempontbol kétféle hisztidint tartalmaznak,
egyrészt olyat (H61, H69, H77, H85), amelyik a -PHGGGWGQ- szekvenciaban
talalhatd, és a megel6zé peptidnitrogének deprotonaldodasa akadalyozott, mialtal
(7,5,5)-tagt kelatrendszer alakul ki Cu(Il)- és Ni(Il)-ion esetén az [MH.sL]
komplexekben [84], masrészt olyat, amelyek esetén az N-terminalis iranyba
lehetséges a koordinacio és az el6z6tdl stabilisabb, (5,5,6)-tagu csatolt kelatrendszer
jon létre, ami az oktarepeat tartomanyon kiviili hisztidinekre jellemz6 (H96, H111)
[85]. Csoportunkban analizaltak a HUPrP(94-97) (Ac-GTH(96)S-NHy) és HuPrP(109-
112) (Ac-MKH(111)M-NH) ligandumokat, valamint a két kotohelyet
Osszekapcsoltan tartalmazé Ac-GTHSMKHM-NH; szekvenciaji [85] peptidet annak
megallapitasara, hogy mutat-e a Cu(ll)- vagy a Ni(ll)-ion preferenciat valamely
fémionmegkotéhely felé. Kovetkeztetéseik alapjan a lizin oldallanc csak a képz6dd
komplexek sztochiometrigjat valtoztatja meg, tovabba az Ac-GTHS-NH, 3N-es
atmeneti komplexében a tioéter-S stabilizal hatast mutat [86]. Ezen fragmens olyan
pontmutacidja, ahol a 109-es pozicidban talalhatd Met cseréje Ser aminosavra
torténik, szintén azt sugallja, hogy a 109-es helyzetli aminosavnak stabilizal6 hatasa
lehet [87]. Az Osszetett szekvencigju ligandum Cu(ll)- és Ni(II)-ionnal alkotott

rendszereiben a komplexképzddés imidazol koordinalta részecskék keletkezésével
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kezd6dik, azutan a réz(I)ion esetén elészor kettd, majd, a pH novelésével, harom
peptidnitrogén kotédik a fémionhoz az imidazolilcsoport(ok) mellett, mig a Ni(II)-ion
esetén a peptidnitrogének egyetlen 1épésben, kooperativan, kdtddnek a fémionhoz. A
Cu(ll)-ion a két kotohely kozott 6sszemérheté mennyiségben oszlik meg a [CuH-sL]
komplexben, azaz nem mutat preferenciat egyik kotdhely felé sem, szemben a Ni(ll)-
ionnal, ami szinte kizardlag a -GTH(96)S- szekvenciahoz koordinalodik erésen lugos
pH-tartomanyban [85].

Az Alzheimer-kor lefolyasa soran nemcsak az amiloid-f molekula, hanem a
tau fehérje szerkezeti megvaltozésa is megtorténik. Ez a fehérje szintén egy olyan
polipeptid, amely szekvenciajaban tobb hisztidin aminosav talalhato, szam szerint 12,
¢s tobb biokémiai, valamint szerkezeti kutatas kozéppontjaban allt. Utdbbi
vizsgalatok arra fokuszaltak, hogy hogyan kotodik a Cu(ll)-ion a teljes fehérjéhez
[88], illetve néhany abbol szarmaztathato ligandumhoz [89]. Dacara ennek, valamint
annak a ténynek, hogy a tau N-terminalis fragmentumainak koncentracidja az
Alzheimer-koros betegek agy-gerincvel6i folyadékaban emelkedett, gyakorlatilag
nincs olyan koordinacids kémiai kézlemény, amely ezen régid izolalt vizsgélataval
foglalkozik terminalisan védett peptidek felhasznalasa révén. A fenti tanulmanyok igy
hozzajarulnak a tau fehérje szekvencigjdban 1€évo ugyanilyen kotdhelyek és azok

kornyezete koordinacios kémiai viselkedésének értelmezéséhez.

2.3. Neurodegenerativ megbetegedések attekintése

A neurodegenerativ betegség kifejezés egy olyan gylijté fogalom, amely
olyan betegségekre utal, ami az emberi agyban talalhato idegsejteket érinti. A
megbetegedésekben kdzos vonas az, hogy valamilyen jol meghatarozott egészségesen
mikddo fehérje egy, akar ismeretlen eredetii hatas folytan vagy egymast gerjesztd
kiilonboz6 aggregatumok, plakkok és kotegek megjelenése az agy szoveteiben. Ezen
rendellenes formak jelenléte a szovetallomany pusztulasat idézi eld, amely az érintett
személy(ek) szellemi (demencia), valamint fizikalis (ataxia) leépiiléséhez vezet. A

fehérje-szerkezetvaltozasok konkrét molekularis hattere még nem ismert, ugyanakkor
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feltételezhetd az oxidativ stressz, valamint kiilonb6z6 fémionok szerepe a lejatszodo

(bio)kémiai folyamatokban [90-92].

2.3.1. Az Alzheimer-kér kialkulasaért felelos tényezok

Alois Alzheimer német orvos 1907-ben irta le el6szor a nevét visel betegség,
az Alzheimer-kor (tovabbiakban AK) tiineteit. A kor egy olyan progressziv,
neurodegenerativ elvaltozds, amelyet a kezdeti, tiinetmentes stadiumban a
memoriazavarok és a Kognitiv képesség romlasa jellemez. Ezek az id6
elérehaladasaval mar kihatnak a viselkedésre, a beszédre, a térbeli tajékozodasi
képességre és a motoros funkciokra [93] egyarant. Az esetek nagytobbsége sporadikus
(elszigetelten jelentkezd, egyedi), amely idds korban fordul el6, am a megbetegedések
megkozelitéleg 5%-a csaladi halmozodast mutat, igy ez a forma mar fiatal korban
jelentkezhet az APP és y-szekretaz komplex 6roklott mutacidja révén [94]. Az AK a
demencia leggyakoribb formaja és gyakran nem Onmagaban fordul el6, hanem
valamilyen mas betegség is kiséri [95]. Tovabbi gyakori neurodegenerativ betegség a
vaszkularis demencia, Lewis-testes demencia, frontotemporalis lobaris degeneracio,
amelyek koziil az els6 kettd gyakran az AK kisér6i [96]. Jelenleg 47 milli6 regisztralt
beteg van, akiket valamilyen formaban érint a demencia, és a kezelésre szant
koltségek 2018-t61 kezdve elérik az egy trillio amerikai dollart. Az évszazad kozepéig
az érintettek szama noéni fog, egyes becslések szerint 2050-re akar 131 millié ember
szorulhat kezelére, kiilondsen az id6sebb korosztaly tagjai koziil, mivelhogy az AK
legnagyobb rizikofaktora az dregedés [97].

Makroszkopikus neuropatologias szempontbol az agy szoveti allomanya hol
megvastagodik hol pedig elvékonyodik az egészségeshez képest [98].
Mikroszkopikus nagysagrendben megfigyeltek a sejtek extracellularis terében Gn.
amiloid plakkokat, az intracellularis terében pedig tn. neurofibrillaris kotegeket
(NFK), amelyek az Alzheimer-kor Gsszes altipusa esetén fellelhetdk. Ezek alkotoi a
felsorolas sorrendjében haladva: az amiloid-g (Af) molekula és a tau fehérje. Az
emlitett lerakodasok megjelenése megelézi az agy szerkezeti valtozasat, amihez
hozzatartozik a hippokampusz sorvadasa és a gliikoz metabolizmus felborulasa is

[99].
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Az AK egy olyan tobb tényez6s, komplex betegség, amely visszaforditasara
vagy megelozésére alkalmas gyogyszerek még csak kisérleti stadiumban vannak. Az
agy egy erdsen Osszetett szerviink — amelyet hiien reprodukal6 allati modell szervezet
eddig még nem ismert — tovabba az AK kutatasat célzo tanulmanyok elvégzéséhez
sziikséges eszkozok sem minden esetben biztositottak, emiatt a betegség ideje alatt
végbemend folyamatokat a kutatoknak és orvosoknak nagy részletességgel még nem
sikeriilt feltarnia. A kémia és biologia teriiletén elért eredmények alapjan tobb
hipotézis is sziiletett mar a kor kialkulasara vonatkozoéan: amiloid-kaszkad, tau,
kolinerg hipotézis, gliikdz hipometabolizmus, neuroinflammacié-hipotézis ¢és
oxidativ stressz hipotézis [100].

Az amiloid-kaszkad és tau hipotézisek talan a legtobb szakember altal
elfogadott feltevések. Az amolid-kaszkad hipotézis értelmében az amiloidogén iton
keletkez6 Ap molekula (Af1-40, AB1-42) koros felhalmozodasa szignifikans klinikai,
biokémia és hisztologiai valtozdsokat hoz 1étre az AK-os betegek szervezetében. Mara
vildgossa valt, hogy a kiilonb6zé Apf megjelenési formak aggregaltsaganak mértéke
[101] és koncentracidja [102] kulcsfontossagu az AK patomechanizmusaban, ugyanis
a legmérgez6bb — a betegség kialakulasaban legjelentésebb szereppel biré — forma az
Ap1-42 és nem az extracellularis AfS lerakddasok [103]. Az elmult évtizedekben
szerzett tapasztalatok alapjan ugy tlinik, hogy az Af az AK patoldgias kaszkadjanak
inditd6 molekulaja lehet, azonban a szerepe a AK Kkiteljesedésében nem kizarolagos
[100], ugyanis az altala gerjesztett koros folyamatok kozvetett moédon dsszefiiggésben
vannak a tau fehérje szintén rendellenes fibrillum képzési folyamataival [104].

A tau hipotézis kozéppontjaban a fehérje szerkezeti megvaltozasa all,

amelyrdl a kovetkezo alfejezetben (2.3.2. alfejezet) lesz szo.
2.3.1.1. A tau fehérje jellemzése és hatasa az Alzheimer-kor lefolyasaban

A tau makromolekulat egyetlen gén, a MAPT gén kodolja, mely a 17-es
kromoszomaban (17q21) talalhato, és 16 exont tartalmaz. Az 1, 4, 5,7, 9, 11, 12 és

13 alkotd exonok és a 0 vagy -1 a promoter része, amely a transzkripcoban részt vesz,
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de a transzlacioban nem [105]. Az emberi agyban a 2, 3 és 10-es exon alternativ
splicingjével (az a folyamat, amely csoran bizonyos exonok kivagodnak a génbdl, és
nem vesznek részt a transzlacio eldtti hirvivd RNS kiépiilésében) a szervezetben 6

izoforma jelenik meg [106] (2. dbra). A 2-es és 3-as exonok alternativ splicingjével

]— |3—4—4A-5—6—7—8-—9*]!—!2—13'

4 4A 5 6 11 12 13
transzkripcio,
alternativ splicing és
transzlacio
N-terminalis prolin mikrotubuluskété C-terminalis
savas régio gazdag régio ismétlodo régio régio

4R/2N | r l .I l . 441
4R/IN | . . .I . . L
3RN | . . l . | 410

4R/ON | . .I . . | 383
IR/IN | . . l l | 381
3R/ON | . . l | 352

2. abra: A tau gén (MAPT gén) és az abbol képzddd hat izoforma sematikus
abrdaja. Halvany kék szinnel a létesito (1, 4, 5, 7,9, 11, 12 és 13), rozsaszinnel
a ritkan expresszalodo (44, 6 és 8), kékkel a 2-es, zélddel a 3-as és barnaval
a 10-es exonok vannak feltiintetve. Az exon 2, 3 és 10 jelenlététol vagy
hianyatol fiiggéen a tau harom vagy négy mikrotubuluskoto ismétlodeést
(3R/4R), illetve nulla, egy vagy ketté N-termindlis beékelddést foglalhat
magdban. 441-352 a hat izoforma tagszamat jeléli, tovabba tobb szerkezeti
régio létezik: N-termindlis régio (1-150), prolin gazdag régio (151-243),
mikrotubuluskotd ismétlédd régid (244-369), C-termindlis régio (370-441).

N-terminalist nem (ON), egyet (1N) vagy kettdt (2N) magéaban foglal6 tau jon létre,
mig 10-es exon alternativ splicingje olyan tau fehérjéket eredményez, amelyek harom
(3R) vagy négy (4R) mikrotubuluskoté ismétlodé domént tartalmaznak. A 441

aminosavbal allo izoforma szerkezetileg négy részre tagolodik [107-109].
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Magzati korban csak a 3R format sikeriilt kimutatni és az agy fejlédésével
parhuzamosan né a formak szadma és mennyisége. A 4R és 3R formak aranya az
egészséges feln6tt emberi agyban 1:1 [110,111] és ez az arany megvaltozik a
neurodegenerativ betegségekkel kiizdé6 emberek agyaban. A tau a mikrotubularis
rendszer szabad atrendezOdéséért és szilardsagaért felelés, mint elsédleges neuralis
fehérje. Egy a citoszkeletont alkotd f6bb komponensek koziil, ami meghatarozza a
transzporthoz. Az egészséges tau fehérje 2-3 mol foszfatot [112,113] tartalmaz
molonként és a foszforilaltsagi foka megfelel a normalis miikddéshez sziikségesnek.
A hiperfoszforilalt tau (tovabbiakban ptau) kot6dése a mikrotubulusokhoz és a
szerkezetalakitd szerepe csokkent mértékii az egészséges fehérjéhez képest. A
rendellenes tau elvalik a mikrotubulusuktol, igy azok rendszere megbomlik; amit
azonban defoszforilacié helyreallithat. A tau hiperfoszforilacioja az intracellularis
valamint csokkenti az egészséges fehérjék anterograd (fehérje eljuttatasa
célallomasra) és retrograd (fehérjék visszaszallitdsa a kiindulasi sejtszervecskébe)
sejttranszportjanak sebességét az axonokban, ami azért jelentés, mert az egészséges
fehérje legnagyobb mennyiségben az axonokban, mikrotubulusukhoz kotédve
talalhato meg [114-117].

Szamos neurodegenerativ. megbetegedés lejatszddasa soran a  tau
poszttranszlaciés modosulasokon megy keresztiil:  hiperfoszforilacio  [118],
glikozilalas [119], tagszamcsokkenés [120], glikacio [121], nitralodas [117],
acetilalas [122] és ubiquitinalas [123]. Ezek kozil az els6é kétségkivil a
legintenzivebben kutatott folyamat. Az eredmények alapjan a 441 taga izoformaban
80 szerin, 5 treonin €s 5 tirozin foszforilalhato, amely foszforilacios helyek koziil az
egészséges emberi agybol kinyert és oldhaté fehérjékben 10 betoltott, ellentétben egy
AK-os agybol nyert fehérjével, ahol 45 tartalmaz foszfatcsoportot — tehat a kotéhelyek
csaknem fele [124]. A természetes tau molekula kis méretd, rendezetlen, révid életii
és proteoszoOmak altal bonthatdé molekula [125], ellentétben a ptau-val, amely
aggregacidja inhibialja az autofagiat (sejtes onemésztés a lizoszomalis rendszer révén)

¢s az azt kovetd lizoszomalis hasitast [126]. SDS-PAGE (natrium-dodeciszulfat-
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poliakrilamid-gél-elektroforézis) modszerrel vizsgalt AK-0S pacienstdl szarmazo
aggregatumok tanulmanyozéasa soran kideriilt, hogy azok hat hiperfoszforilalt
izoformabol allnak, amelyek harom, 68, 64 és 60 kDa tomegii immunoreaktiv koteg
megjelenését eredményezik [107,127].

A foszforilacios folyamat szabalyozasaval tobb enzim is 0sszefiigg, amelyek
mennyiségének megvaltoztatasa igéretes stratégia lehet az AK megelézésében.
Jelenleg a kor kezelésére hasznalt készitmények kis hatékonysaguak, mig a klinikai

tesztelés alatt allok a harmadik fazistol nem jutottak tovabb.

2.3.2. A fémionok szerepe neurodegenarativ megbetegedésekben

A fémionok alapvetd szerepet jatszanak az agy kiegyensulyozott
miikddésében, ezért, ha homeosztazisukban probléma 1ép fel, akkor az idegrendszeri
megbetegedésekhez, sokszor valamilyen fehérje aggregatumok kialakulasahoz (a mar
emlitett plakkok és NFK) vezethet [128]. A fémionok részvételével keletkezd
aggregatumok tobbféle mechanizmus alapjan képzddhetnek:

e A fémionok megvaltoztathatjak az értintett fehérjék harmadlagos konformaciojat
[129,130].

e Uj intermolekularis kotésrendszer kialkuldsat katalizalhatjak a fémionok a
fehérje szalai kozott [131].

e Ha a fémion-fehérje komplex keletkezésekor, annak nettd toltése semlegessé
valik, akkor az felgyorsithatja a fibrillumok keletkezését [132].

o A fémion koordinacioja miatt megvaltozhat a fehérje morfologiaja is, ami az
oligomer szerkezetben stabilisabb [133].

o A fémion hatasara a fehérje nempatogén szerkezete destabilizalodik, igy a fehérje
letekeredése energetikailag kedvezményezetté valik [134,135].

A neurodegenerativ megbetegedésekkel 0sszefiiggd tanulmanyok alapjan a
3d atmenetifém-sor elemei (Mn, Cr, Fe, Co, Cu, Zn) és a Ca érintettek valamilyen
formaban a fentebb emlitett folyamatokban, végsdsoron a kiilonbozé agyi
elvaltozasok kialkulasaban. Az Oregedés soran ezen fémionok szervezetbeli

egyensulya elengedhetetlen az idegrendszer megfelel6 mikodése, vagyis
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funkcidjanak zavartalan ellatasa szempontjabol [136-138], igy tehat az AK épp
ugyanannyira metalopatia, mint proteopatia [139] is.

A legtobb informacio a Cu(Il),- Zn(11)- és Fe(Il)-ionokrol all rendelkezésre.
A szenilis plakkokban mindharom ion jelenlétét bizonyitottak [140,141], ami a
kornyez6 agyi régiok fémion megoszlasaban egyfajta hianyt eredményez [142]. A
kutatok megfigyelték azt is, hogy az AK-0s betegek vérében és plazmajaban a Zn(l1)-
ion koncetracioja lecsokkent, mig az agy-gerincvel6i folyadékban és a neokortikalis
(,,0j agykéreg”) szovetben [143,144] pedig megnétt. A folyamattal parhuzamosan
mind a Zn(ll), mind pedig a Cu(ll) és Fe(ll) mennyisége nott a neuropilémaban
(axonokat és dendriteket, valamint a ko6zo6ttik kialakuldé szinapszisokat nagy
mennyiségben tartalmazo kozponti teriilet) [145]. Az mindmaig nem tisztazott, hogy
az utobb emlitett fémionok egészséges homeosztazisanak zavara az AK tiinete vagy

kivalto oka-e.
2.3.2.1. A tau fehérje kolcsonhatasa fémionokkal

A NFK képz6dés folyamatat fémionok modulaljak [134]. A Zn(II) k6tédik a
tau-hoz és el6segiti annak hiperfoszforilacidjat [146]: ha kis koncentracioban van
jelen, elbsegiti a fibrillumok képzédését, mig ha nagy koncentracidban, akkor
szemcsés aggregatumok 1étrejottét idézi eld [147]. A Fe(Ill) szintén kotédik a
Amennyiben a Fe(lll)-ion Fe(ll)-ionna redukalodik, ugy a keletkezé ion az
aggregatum képzOdést visszaforditja [148]. A vas felesleg a NFK-ben akkumulalodik,
ami oxidativ stresszt okoz a Fenton-reakcion Kkeresztiil és allandodsitja a
hiperfoszforilaciot [149]. A Cu(ll)-ion szerepe vitatott: egyrészt, a Cu(Il) kotodik a
polipeptidhez [150] és gatolja a tau aggregaciodjat in vitro koriilmények kozott [151],
mig elésegiti a hiperfoszforilaciot a hippokampus neuronjaiban [152], masrészt, AK-
os egerek agyaban az intracellularis réz mennyiségét novelve réz(ll)-
bisz(tioszemikarbazon) komplexek segitségével, a foszforilacié gatoltta valasat
tapasztaltak [153]. A nikkel szerepérél kevés informacio all rendelkezésiink, azonban

egy Ujabb tanulmanyban arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a NiClz és annak
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morfolin konjugatumai védd hatdstak az AK lefoly4saban, ugyanis a konjugdtumok

elésegitik a nagyobb sejtcsoportosulasok szétesését [154].
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3. Kisérleti koriilmények és alkalmazott modszerek

3.1. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok

A titralasok végrehajtiasahoz ~0,2 mol/dm® pontosan ismert koncentracoja
KOH (Merck Millipore Co.) mérboldatot hasznaltam, mely pontos koncentracio
meghatarozasat minden alkalommal kalium-hidrogén-ftalat (BDH Prolabo, VWR)
oldattal kiviteleztem. A mintak allando ioner6sségét KNOs (Molar Chemicals Kft.) és
KCI (Merck Millipore Co.) kémszerekkel biztositottam. A ligandumok komplexképz6
sajatsaganak vizsgalatahoz Cd(NOs),-, CdSO4-, NiCl-, NiSOs-, ZnCls-, Zn(NO3),-,
CuCl; torzsoldatokat hasznaltam, amelyek a Reanal Finomvegyszergyar Zrt. a.l.t.
mindségl vegyszereibdl késziiltek, és haromszor ioncserélt vizben torténd oldassal
nyerték. A pontos koncentracié meghatarozasa gravimetridsan oxinat csapadékok
formajaban, pH-potencimetrias és klasszikus titralasokkal EDTA titraloszerrel, illetve
a Cd(NOQg); esetében FAAS, MP-AES és ICP-OES technikéakkal tortént.

A peptidek eldallitasa soran felhasznalt vegyszereket és oldoszereket
kereskedelmi forgalombdl szereztiik be; azokat tovabbi tisztitas nélkiil alkalmaztam.
Az aminosavak terminalis aminocsoportja 9-fluorenil-metoxi-karbonil (réviden
Fmoc) védécsoporttal védett formaban keriilnek forgalomba (Fmoc-Ala-OH, Fmoc-
Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-
Ser(Trt)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH) és ezek,
valamint a Rink Amide AM gyanta ¢és a 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
terametilammonium-tetrafluoroborat (TBTU) a Novabiochem-t6l szarmazik. A 2,2’-
(etiléndioxi)dietantiolt (DODT), a dietil-étert (Et20), az N-metil-2-pirrolidont (NMP),
az N-hidroxi-benztriazol hidratot (HOBt-H20), a szintetikus célra hasznalhaté N,N-
dimetil-formamidot (DMF), a trifluorecetsavat (TFA) és a triizopropil-szilant (TIS) a
Sigma Aldrich Co. arusitja. A 2-metil-butan-2-olt és az N,N-diizopropil-etilamint
(DIPEA) a Merck Millipore Co., az ecetsavanhidridet (Ac.0) pedig a VWR
International biztositotta. A piperidin, a diklor-metan (DCM) és a 96%-0s ecetsav a
Molar Chemicals Kft. termékei.

A peptidek tisztasagat nagyhatékonysagi  folyadékkromatografias

vizsgalatokkal ellendriztiik, amihez az acetonitril (ACN) a Sigma Aldrich Co. és a
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Molar Chemicals Kft. gyartmanya volt, a TFA-t pedig a Merck Millipore Co. és a
Sigma Aldrich Co. értékesitette.

A kutatasokhoz hasznalt AspAla, AspAsp, AspGlu, GluGlu, AspAspAsp és
AsSpAsSpAsSpAsp a Bachem cég gyartmanya volt. Az Ac-SAAC-NH,, Ac-SCCS-
NH,, Ac-CSC-NH:- és az Ac-CSSC-NH; anyagokat a Debreceni Egyetem Szervetlen
¢s Analitikai Kémiai Tanszékén, az Ac-EDHAGTMHQD-NH: peptidet pedig az
olaszorszagi Consiglio Nazionale Delle Ricerche - Instituto Di Biostrutture e
Bioimmagini (CNR-IBB, Catania) kutatokozpontban allitottam el6. Az Ac-
QGGYTMHQ-NH, ligandumot Dr. Lihi Norbert, Ac-EVMEDHAG-NH;
peptideket Hégyéné Dr. Grenics Agnes Judit, az Ac-KGGYTMHK-NH,, Ac-
CGSC-NH; ligandumokat Dr. Szunyog Gyorgyi, az Ac-KGGATMHK-NH: pedig
Balogh Bettina Diana és Bodnar Nikolett allitotta el6. A tau fragmensek dolgozatban
hasznalt roviditéseit az alabbi 1. tdblazat tartalmazza. A vizsgalt ligandumok képletei

a 2. tablazatban szerepelnek.

1. tablazat: A tau fragmensek dolgozatban hasznalt réviditései

Szekvencia A dolgozatban hasznalt rovidités
Ac-EVMEDHAG-NH; Tau(9-16)
Ac-QGGYTMHQ-NH; Tau(26-33)
Ac-KGGYTMHK-NH: Tau(26-33)m
Ac-KGGATMHK-NH: Tau(26-33)mA

Ac-EDHAGTMHQD-NH: Tau(12-16)(30-34)
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2. tablazat: A vizsgalt ligandumok dsszeg- és szerkezeti képletei

Ligandumok szerkezeti és osszegképlete
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3.2. Szilardfazisu peptidszintézis

A peptidek szintézisének torténetében nagy attorést hozott a szilardfazisu
peptidszintézis modszere [155], amelyet Robert Bruce Merrifield dolgozott ki, és
amelyért 1984-ben Nobel-dijjal ismerték el. Az eljaras soran a peptidet egy szilard
hordozohoz, un. gyantdhoz kapcsoljak hozza. Ez a gyanta egy olyan finomszemcsés
térhalos miianyag, amely egyrészt szerves oldoszerekben jol duzzad, masrészt a
feliiletén és a belsejében olyan funkcids csoportok talalhatok, amihez kémiai uton
aminosavak kapcsolasa lehetséges. Az aminosavak gyantdhoz, illetve egyméashoz
torténd csatolasa heterogén reakcid, igy azok idébeli lefutasa emiatt elméletben lass,
ugyanakkor a szilardfazisa eljaras szamos elénye miatt kedvelt: (i) a feleslegessé valt
reagensek egy egyszer(i szliréssel a reakciotérbdl konnyedén eltavolithatok, (ii) a
peptid mosésa és kicsapasa az egyes aminosavak kapcsolasa utan nem sziikséges,
mialtal a hozam javul a folyadékfazisban végrehajtott elallitassal szemben, (iii) a

kapott anyag konnyedén feldolgozhatd, (iv) a kapcsolas szelektiv és ciklikus
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ismételhetdsége révén [156] automatizalhatd. Annak elkeriilésére, hogy a kivanttol
rovidebb vagy hianyos szekvenciaju peptidek keletkezzenek, vagy nagy
reagensfelesleget, vagy hosszabb reakciot id6t, vagy a kapcsolasi 1épések ismétlését
alkalmazzuk.

A peptidek aminosavankénti csatolasakor a termindlis csoportok reaktivva
tételét el kell végezni, mig az oldallancban talalhato kiilonb6z6 funkcids csoportok
védett formaban kell, hogy legyenek a teljes peptidlanc kiépiilése alatt azért, hogy a
nem kivant reakciokat elkeriilhessiik. Kiilonb6z6 véddcsoport stratégiak ismeretesek:
Boc/BzI [157] vagy Fmoc/tBu [158]. Munkank soran a masodik moédszer szerint
jartunk el, ahol a Fmoc az a-amino csoportét, a tBu — vagy az abbdl szarmaztathatd
csoportok — pedig az oldallancok véddcsoportjat jelolik. Utobbiak a szintetikus munka
soran nem vesznek részt kémiai reakcidban és annak végeztével kdnnyedén
eltavolithatok. Az aminosavak oldallancai a peptidek eldallitasakor a kovetkezdk
voltak:

e nincs véddécsoport: A, G, M, V

o tritil (Trt): C,Q, H, S

e terc-butil (tBu): T, Y

e terc-butoxi (OtBu): D, E

e terc-butil-oxikarbonil (Boc): K
A peptidek szekvencigjanak felépiilése a C-terminalis vég fel6l az N-terminalis vég
iranyaba torténik egyesével, gyantdhoz rogzitve. Az alkalmazott gyantaval szemben
tamasztott elvaras a jo mechanikai és kémiai ellenalloképesség, vagyis, hogy ne
reagaljon sem oldoszerekkel, reagensekkel, sem pedig magaval a peptiddel.

A szilard fazisu peptidszintézis Liberty peptidszintetizalo késziilékkel (CEM,
Matthews, NC) tortént, és az oldoszer N,N-dimetil-formamid volt. Az Aaltalunk
szintetizalt peptidek C-terminalis végén amid véddcsoport volt, amely kialakitasa a
Rink Amide [159] tipusu gyantardl torténd hasitas miatt kovetkezik be. A Rink Amide
Am gyanta Fmoc véddcsoporttal ellatva keriil forgalomba, amelyet az els6 1épésben
a késziilék 0,1 mol/dm*® HOBt-H,0 és 20 V/V% piperidin-tartalmi DMF segitségével
hasitott le, melyhez 30 W teljesitményii mikrohullamu sugérzast alkalmazott 80 °C-

on, 180 masodpercen keresztiil. Ezutan toértént az aminosav hozzaadasa négyszeres
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felesleg (0,2 mol/dm?®koncentréacio) felhasznaldsa mellett, illetve a karboxil funkcios
csoport(ok) aktivalasa a TBTU/HOBt/DIEA stratégia alapjan, a konverzio novelése
érdekében. Az aminosav gyantahoz, illetve a kovetkez6 aminosavhoz kapcsolasat a
késziilék ismét 30 W teljesitményii mikrohullam segitségével, 80 °C-on végezte, 300
masodpercen at. A Iépéseket ciklikusan ismételve készitette el a berendezés a
vizsgalatokhoz sziikséges peptideket. Ezek a-amino csoportjat N-acilezéssel tette a
késziilék védetté, az utoljara kapcsolt aminosavegység Fmoc csoportjanak eltavolitasa
utan, 6 V/V% Ac,0 és 5 V/V% DIEA-t tartalmazé DMF oldat igénybevételével.
Az ily modon nyert — gyantahoz kotott — peptideket diklormetan, 96%-0s ecetsav, 2-
metil-2-butanol és Et,O alkalmazasaval mostuk a tovabbi feldolgozas el6tt. A
gyantarol torténd lehasitds és az oldallancban 1évé véddcsoportok eltavolitasa
szimultan tortént. A felhasznalt hasitéelegyek térfogatszdzalékos Osszetételei a
kovetkezok voltak: TFA/TIS/H,O/DODT 94/2,5/2,5/1 VIN% vagy 95/2,5/2,5/0
V/V%. A hasitasi reakcio szobahdmérsékleten a késziiléken kiviil, két 6ran keresztiil
tortént. A folyadékelegyben talalhatd peptidet a gyantatol sziiréssel valasztottuk el, és
kicsapasat hideg Et,O-be torténd csepegtetéssel végeztiik, kevertetés kozben. A
peptidet sztiréssel nyertiik ki, majd szaritottuk, vizben feloldottuk, végiil liofizaltuk.
A kész ligandumok tisztasdgat minden esetben forditott fazisa HPLC, ESI-
MS és pH-potenciometrids technikakkal ellendriztiik, illetve tobb esetben ESI-TOF
¢s/vagy MALDI-TOF analizist is végeztiink. Ha a vizsgalatok alapjan az eldallitott
anyag csak a hatéanyagot és esetleg inert szennyezGt tartalmazott, akkor az anyagot
tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk. Ha a termékek a hatdanyag mellett nem inert
szennyezOt is tartalmaztak, akkor elvégeztiik azok kromatografias tisztitasat egy
Shimadzu DAD rendszerli, preparativ, forditott fazisa HPLC késziilék
alkalmazasaval, amelyhez LC-20A folyadékszallitdo egység csatlakozott. A
detektalast 222 nm-en végeztiik, ami a peptidkotésre jellemz6 maximalis elnyelési
hullamhossz. Az Ac-QGGYTMHQ-NH;, Ac-KGGYTMHK-NH; ¢és Ac-
EDHAGTMHQD-NH; peptideknél Synergi, Fusion-RP C18 250 x 10 mm-es (80A
porusméret, 4 um szemcseméret), az Ac-KGGATMHK-NH; esetén Phenomenex,
Jupiter Proteo C12 250 x 4,6 mm-es (90A porusméret, 4 mm szemcseméret) oszlopot

hasznaltunk. Az aramlasi sebesség 10 ml/min volt, és az eluens egy olyan keverék
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volt, amely az A olddszert (H20 0,1% TFA-val) és a B oldoszert (MeCN 0,1% TFA-

val) kiilonb6z6 mennyiségben tartalmazta a vonatkozo modszerek alapjan.

3.3. pH-potenciometria
A pH-potenciometria egy olyan modszer, amely az oldatfazisban végbemend
komplexképz6dési folyamatok egyensulyi jellemzésére alkalmas. Abban az esetben
végezhetiink vizsgélatokat, ha a ligandum protondlodési egyenstulydra a
komplexképzddés hatdssal van, mas szoval mérhetd pH-effektus tapasztalhatd. A
moddszerrel tanulmanyozhaté ligandumok gyenge bazisnak tekinthetdk, emiatt a
komplexképz6dés nem mas, mint a H-ion és a M™ fémion k6zotti kompeticid, amely
a (1) egyenlettel irhato le.

nHL + M™F = MLV 4 g+ 1)
A bruttd komplexképz6dési folyamat a (2) egyensulyi reakcioval altalanosan
megadhato (a t6ltéseket nem tiintettem fel, az egyszer(ibb kezelhet6ség miatt):

pM+qH +rL = M,H,L, 2
ahol M: a fémion, L: a deprotonalt ligandum, H: a hidrogén, p, q és r sztdchiometriai
egytiitthatok. A titralas soran keletkez6 komplexek sztdchiometriajat és stabilitasi
allando értékeit hatarozzuk meg a modszerrel. Egy MpHqL, Osszetételi komplex
brutto stabilitasi allandoja a kovetkezd képlettel adhatd meg (3):

_ [MpHglLy]

Poar = fuppany ©
A kisérleti adatok alapjan a szabad ligandumokra jellemzo brutto képzddési allandok,
valamint a komplexek stabilitasi allandoi meghatarozhatok a SUPERQUAD [160] és
a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén kifejlesztett
PSEQUAD [161] szamitogépes programokkal.

A PSEQUAD program hasznalatdhoz a kovetkezd primer adatokra van
sziikség: a ligandum, a fémion és hidrogénion analitikai koncentracidja, vizionszorzat,
a méréoldat pontos koncentracidja, a részecskék ismert vagy feltételezett Gsszetétele,
becsiilt vagy ismert stabilitasi allandoi, valamint a térfogat-pH adatparok. A program
a bemend adatok alapjan Newton-Rapson iteracidoval kozeliti a finomitani kivant

stabilitasi allandok értékét addig, amig a mérdoldatranézve a Y. (Visrr — Vegamitort)>
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Osszefiiggésre minimumot talal (V a hozzdadott mérdoldat térfogata). A stabilitasi
allandok értékeit a kiindulasi komponensekre felirhaté anyagmérleg egyenletek (4-6)

adjak, ahol ,,n” a rendszerben keletkez6 asszocidtumok szamat jelenti:

cp = [M] + X1y pi Bpgr [MIF HIF[L]] (4)
ey = [H] + i1 qi Bpgr [MIF [HIF[L]Y (5)
¢, = [L] + Xy 73 Bpgr MY HIF LT (6)

Az iteracios sorozat végen a program megadja: egyrészt a finomitott allandok értékeit,
masrészt a szamitott titralasi gorbék pontjaihoz tartozo |Viere — Vszamitore] €rtékek
atlagat (illesztési paraméter). Mindezek mellett a kivalasztott komponensekre
vonatkozdan megrajzolja az asszocidtumok/részecskék koncentracioeloszlasi gorbéit
a pH-figgvényében. A dolgozatban a stabilitasi allandokat (Igf, 1g8[MpHqL])
tartalmazo tabldzatokban az értékek mellett zardjelben szerepld szamok az allandd
utols6 szdmjegyével azonos nagysagrend szerinti standard devidcidértékét jeloli. Egy
rendszerben a feltételezett részecskék egy adott 6sszességét modellnek nevezziik. A
modelleket abban az esetben fogadtuk el, ha kémiai megfontolasok alapjan realisnak
tlintek, illetve ha a vonatkozo illesztési paraméter a legkisebb volt.

A dolgozatban szerepl6 koncentracio-eloszlasi gorbéket a SED [162] program
Windows operacios rendszer alatt futd valtozataval, a MEDUSA-val szerkesztettem
meg, amelyhez a részecskék pontos stabilitasi szorzatait és 0sszetételét, valamint azok
kiindulasi koncentraci6it hasznaltam.

A fémkomplexek protonalodasi egyensulyainak jellemzésére, illetve a
kiilonb6z6 ligandumokkal 1étrejott komplexek Osszehasonlitasa végett tobb esetben
un. szarmaztatott allandokat képeztiink, az érintett komplexek bruttd stabilitasi
allandoit felhasznalva, kiilonb6z6 matematikai miveletek révén.

Az imidazolilcsoportok részvételével kialakulé komplexek stabilitasanak
jellemzésére a IgK(M+Im)) értéket vezettiik be, ahol M Cu(ll) vagy Ni(ll). Abban az
esetben, ha a ligandum nem tartalmaz olyan funkcios csoportot, amelynek savi
allanddja a His pK-értékénél nagyobb, ugy a kialakulé imidazol-N koordinalta
részecske IgK(M+1Im)) értéke megegyezik az [ML] dsszetételi komplex 1gp értekével.

Amennyiben ez nem teljesiil, azaz nagy pH-tartomanyban deprotonaldodo
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donorcsoporto(ka)t tartalmaz a ligandum, mint példaul a Tyr-OH vagy Lys-NHs",
ugy a kovetkezé modon szamoltunk (7) és (8) egyenlettel:
M + HyL = MH,L @)
IgK(M+N(Im)) = IgB(MH.L) — 1g8(HxL) (8)
A peptidnitrogének (kooperativ) deprotonalddasanak jellemzésére az alabbi modon
szamolt allandokat hasznaltuk ((9) egyenlet):

K ( MH, L ) — 1g8(MH,L) —1gB(MHp—«L) (9)
MHp_xL (atlag) X

A kisebb tagszamu peptideknél lehetéség van biszkomplexek képzddésére. Azt hogy
ez a folyamat mennyire kedvezményezett, azt a 19(Ki/K>) érték mutatja meg. Ezt a
kovetkez6képpen szamolhatjuk ((10) egyenlet):

Ig (i) = lgki — lgk, =2 -1gB(ML) — I1gB(MLy) (10)

A dolgozatban feltiintetett tiralasi gorbék esetén a pH-t a titralo lug

NKOH™ nH+felesleg

ekvivalenseinek fiiggvényében adbrazoltam, ahol a lugekvivalens = "
ligandum

és nulla ekvivalensnél a teljesen protonalt ligandum van jelen (3-5. abra). A titralasok
soran a légkdri szén-dioxid és oxigéngaz kizarasat az oldat felsé részébe vezetett
argon gazzal oldottuk meg; a mintak kevertetését pedig VELP magneses keverdtest
végezte. A mérdoldat a titralasok kdzben pontosan ismert koriilbeliil 0,2 mol/dm?3-es,
karbonatmentes, argon alatt tarolt KOH volt. A koncentracid meghatarozasara
(0,0500 mol/dm?3) kalium-hidrogén ftalat oldatot hasznaltam. Az elektrod kalibralasat
szintén ilyen oldattal végeztem, amelynek a kisérletek soran biztositott 298 K
hémérsékleten a pH-ja 4,005. Az allandé6 hdomérsékletrdl egy ultratermosztat
gondoskodott. A méréseket szamitogép altal vezérelt Mol-AcS mikrobiiretta és
MOLSPIN pH-méré igénybevételével hajtottam végre, amihez Metrohm 6.0234.100
¢s 6.0234.110 kombinalt iivegelektrodot hasznaltam, a biiretta pedig egy 1 vagy 0,5
cm?® végtérfogath Hamilton frecskendd volt.

ismert toménységii KOH oldattal allapitottam meg. A koncentraciok meghatarozasat
a titralasi gorbék Gran-féle linearizalasaval vittem véghez. A diffuzios potencial

kikiiszobolésére a Irving és munkatarsai altal javasolt modszert alkalmaztuk [163].
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A ligandumbol készitett torzsoldatokat sziladrd anyag beméréssel készitettem,
¢s minden esetben haromszor ioncserélt vizet hasznaltam. Az igy nyert oldatok
koncentracidja 1-1072 - 2-10~* mol/dm® koncentracié-tartoméanyba esett. Az oldatok

A mintdk kezdeti térfogata harom, illetve négy cm® volt, az allando
ionerdsséget — 0,2 mol/dm® — 1 mol/dm?® téménységii KNO3 és KCl adagolasaval
értem el. Ez az ionerdsség joval nagyobb, mint a titralandé oldat ligandum- és fémion-
emiatt az ionerdsség valtozasa a mérések soran elhanyagolhato. A fémion/ligandum
aranyt a ligandumtol és a torzsoldat koncentraciojatol fiiggben 1:1, 1:2, 1:4 és 2:1
arany kozott valtoztattuk. A térfogat valtozasat a modszer hasznédlata sordn a
szamitdgépes szoftver figyelembe vette.

A kiértékelések soran figyelembe vettik minden fémion esetén a
hidroxokomplexek stabilitasat is. Ezek a kovetkezék: [Cu(OH)]* (Igs = -7,22),
[Cus(OH).4)** (IlgB = —21,05) [164], [Ni(OH)]* (lg8 = —9,87), [Nis(OH)4]** (IgB =
-28,04) [165], [Zn(OH)2] (lg8 = -16,55), [Zn(OH).)* (g8 = -39,71) [166],
[Cd(OH)]* (Igs = —9,60) [167].

A pH-potenciometrias titralasok segitségével informacidt nyerhetiink a
kiilonb6z6 komplexek Osszetételérdl és stabilitasarol, ugyanakkor a koordinacios
modrél, a koordindcidban résztvevé donoratomokrél, a geometriar6l nem ad
ismereteket. A modszer hianyossaga még tovabba, hogy néhany esetben egy rendszer
tobb modellel is jol leirhatd, vagy két részecske képzodése azonos pH-effektussal jar.
Ez sziikségessé teszi az oldategyensulyi karakterizalas kibovitését spektroszkopiai

modszerekkel: UV-lathato, CD, ESR, MS, NMR.

3.4. UV-lathato spektrofotometria

Az atmenetifémek komplexeinek képzddése soran a kdzponti fémion d-
palyainak degeneraltsiga megsziinik a ligandum elektromos terének hatasara. A
keletkezé d-palyak kozotti elektronatmenetek (toltésatvitel) okozzak a komplexek

szinét, fényabszorpcidjat. A felvett spektrumok informaciot adnak a komplexek

crer
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A réz(Il)ion d° elektronkonfiguracidji, amely a d' forditottjaként
értelmezhetd, mialtal viszonylag egyszerli abszorpcios spektrumok detektalhatok. A
tetragonalisan torzult oktaéderes geometriajui fémkomplexekben a Jahn-Teller
effektus kovetkeztében az 2Eq alap- és 2Ty gerjesztett allapot energiaszintek gyenge-
¢s er6sterli ligandumok esetén szintén felhasadnak, és haromféle atmenet johet 1étre:
dxz(dyz) — dy® 2, dyy — di?y?, d> — di®y% Ezek az dtmenetek altalaban egy széles
abszorpcios savva olvadnak Ossze a spektrumokban, amelynek intenzitasa (A) és
energidja (igy az abszorbpciés maximumhoz tartozd hullamhossz, Amax) fiigg a
koordinalodo atomok szamatol és mindségétdl. Ez utobbiakat Sigel és Martin [168],
tovabba Pettit és munkatarsai [169] vizsgaltak (3. tablazat).

3. tablazat: A réz(ll)komplexek abszorpcios maximumanak és molaris
abszorbancidjanak fiiggése a koordindlt nitrogénatomok szamatol

Koordinalt Abszorpciés maximum Molaris abszorbancia
nitrogénatomok szama Amax (NM) ¢ (M1cm™)
1 680-730 30-60
2 620-670 40-120
3 540-590 100-150
4 500-530 120-200

Ha a [Cu(H.0)s]?* kation ekvatorialis pozicidiban 1év6 viz O-donoratomjait lecserjiik
mas mindségliekre (példaul N, szerves eredet(i-O) akkor az abszorpcidés maximum
helye eltolodik. Ez az effektus kifejezetten a N-donoratomoknal érezteti hatasat;
hipszokrom eltolodds. Az abszorpcidos maximumok értéke megbecsiilheté egy
empirikus Osszefiiggés segitségével ((11) egyenlet) [168]:

103

= 11
Amax 0,294(C:O/H20)+0,346(c00—)+0,460(NH2)+0,494(N:)+0,434(1m)( )

Ez azonban nem veszi figyelembe az axialisan koordinal6dé — nem viz molekulatdl
szarmazo — atomok részvételét a koordinacidban (az axialis koordinacié batokrom
eltolodast eredményez), a kelateffektust, illetve a ligandumban talalhatd (egyéb)
kromofor csoportokat.

A nikkel(Il)ion esetében 6-0os koordinicios szamu, oktaéderes, nagy

spinszamu és paramagneses komplexek jonnek létre gyengeterii ligandumokkal.
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Ekkor harom spinmegengedett d-d atmenet torténik, amely a Laporte-szabaly szerinti
tiltas értelmében kis intenzitast (emax < 30 Micm™). Az abszorpcios spektrumban a
savok 770-1430 nm, 500-910 nm és a 370-520 nm hulldmhossz-tartomanyban
jelentkeznek. Ezek mellett egy negyedik, kisebb intenzitasu spintiltott atmenet is
létezik, mely csupan vallként jelentkezik valamelyik savon.

Amennyiben a koordinacids szam négy, ugy a keletkez6 Ni(Il)-komplexek
geometriaja tetraéderes vagy siknégyzetes lehet. Tetraéderes elrendez6dés alakul ki,
amennyiben gyengeterii, monodentat (példaul halogenid) a ligandum, vagy a
kelatképz6 donoratomja sztérikusan zsufolt kornyezetben van. Ekkor atmenet
tapasztalhat6 500-900 nm koriil (emax ~ 100-1000 M-*cm™?).

A siknégyzetes geometriagju  komplexek szinte kizardlag erOstert
ligandumokkal (példaul tiolatcsoport, peptid-N-, makrociklusok) képzédne és szinte
kizarolag diamagnesesek. Az ilyen geometridju komplexek keletkezése intenziv
szinvaltozassal jar: Kis pH-értéken sarga, a pH novelésével voros, majd nagy pH-n
barna szinii az oldat. Az abszorpcidés spektrumban 400-550 nm hullamhossz-
tartomanyban egy Osszetett atmenetet (2 maximum, vall) figyelhetiink meg, amely
intenzitasa (emax) ~ 50-500 M~tcm [170].

A Cd(I)-ion és Zn(IT)-ion komplexei szintelenek, mivel az
elektronkonfiguracio d'°; ami megneheziti a vizsgalatokat. A komplexképzédés
ugyanakkor kdvethetd, ha a ligandumnak az UV-tartomanyban elnyelése van, ami a
deprotonalodas révén megvaltozik: példaul Cd — S™[171,172].

A spektrumokat Perkin Elmer Lambda 25 tipusa kétsugaras
spektrofotométerrel jol zarhato, 1,000 cm-es kiivettaban vettik fel. A
kadmium(Il)iont tartalmazé mintak elnyelését 200-400 nm kozott, a réz(Il)- és
nikkel(ll)ionokat tartalmazokat pedig 250-900 nm kozotti hullamhossz-tartomanyban
detektaltuk. A mintdk koncentracidja 1-10 és 1-10~ mol/dm?® kozott valtozott, a
fémion/ligandum arany 1:1 és 2:1 kozott volt. A dolgozatban feltiintetett molaris
abszorbancia értékeket, illetve molaris abszorpcios spektrumokat tigy szamoltam Ki,
tartalmazo peptidek Cd(I)-komplexei esetében a PSEQUAD program hasznalataval
kapott gérbékbdl meghatarozott adatokat tiintettem fel. A spektrumokat kiilonb6zo
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pH-értékeken rogzitettiik, melyhez a 6.0234.110 Metrohm kombinalt iivegelektroddal
Osszekapcsolt Metrohm 827 pH lab hordozhaté pH-mér6 késziiléket hasznaltunk. A
pH allitasahoz KOH, HCl, HNOs; és H.SOs oldatokat hasznaltunk. A tablazatok

molaris abszorbancia

3.5. Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus spektroszkdpia egyike azon modszereknek, amelyek
a polarizalt fény és az optikailag aktiv anyag koélcsonhatdsan alapulnak. A sikban
polarizalt fény felbonthato egy balra és egy jobbra cirkuldrisan polarizalt fénysugar
Osszegére. Az optikailag aktiv anyagok torésmutatdja és abszorpcids koefficiense
kiilonbozik a kétféle fénykomponens esetében, emiatt a kozegen athaladva az
abszorpcioban kiilonbség mutatkozik. Ezt a kiilonbséget nevezziik cirkularis
dikroizmusnak vagy Cotton-effektusnak. Cirkularis dikroizmus gérbét (spektrumot)
kapunk akkor, amikor a hullamhossz filiggvényében a kétféle fénysugar
abszorpciojanak vagy az abbodl szarmaztathaté molaris abszorpciojanak a kiilonbségét
(Ae = €pa — €jobb) abrazoljuk. A CD-gérbe minimumai és maximumai az
elektrongerjesztési abszorpcids spektrum maximumai helyén vagy ahhoz kozel
jelentkeznek, és viszonylag keskeny Gauss-gorbék, ellentétben az abszorpcids
spektrummal. Ennek kdszonhetd, hogy a CD-spektrum tébb esetben informativabb az
utobbinal, mivel a Cotton-effektusok el6jele is szerkezeti informaciét hordoz.

Egy atmenetifém komplex akkor CD-aktiv, ha a fémion kiralis kornyezetben
van. A szabad fémion a d-d tartomanyban, az UV-lathat6 spektroszkopiaval szemben,
nem mutat aktivitast, ami megkonnyiti a fehérje/peptid molekulak kélesdnhatasdnak
vizsgalatat, hiszen a jelek csak ebbdl a kolcsonhatasbol erednek [173].

A fémionok optikai aktivitisa harom dolognak tulajdonithat6: konfiguracios hatés,
konformacios hatas, vicinalis (szomszédos) hatas [174,175]. A konfiguracids hatas
hozzajarulasa az optikai aktivitashoz a legnagyobb, és akkor jelentkezik, amikor a
fémionhoz koordinalddott csoportok vagy atomok elhelyezkedése nem szimmetrikus.
A konformacids hatas bizonyos fémion-ligandum kombinaciok esetén jelentkezik a
kelatgytirtik tulajdonséagaitol fiiggéen [176]. Az olyan Cu(ll)- és kis spinszamu Ni(IT)-

komplexekben, amelyben kedvezményezett a sik elrendez6dés, az optikai aktivitas
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foként a vicinalis (szomszédos csoport) hatdsnak koszonhetd, amely a keltargytirt
koérnyezetében elhelyezkedé csoportok jelenlétébdl adodik [174,175]. Gyakran
figyeltek meg egészen intenziv d-d atmeneteket a négyzetes geometriaju komplexek
esetén, amelyekben Im(N) és peptid-N- egyidejii koordinacioja valosul meg [177-
179]. Ekkor az aktivitas abbol fakad, hogy a kiralis a-szénatom két koordinalodo
csoport altal bezart kelatgyftirtibe esik [175].

Az oldallancok pozicigja a koordinacios sik koriil modulélja a kiilonb6zo
csoportok  hatasat.  Kiilonb6zo di- ¢és  tripeptidek  tanulmanyozasanak
eredményeképpen kiilonbozo torvényszeriségeket ismertek fel. Megallapitottak,
hogy a komplexben kiilonbozé helyzetben 1évd, de azonos kémiai mindségii
optikailag aktiv csoportok kiilonb6z6 nagysagu Cotton-effektust eredményeznek:

Asgly—X—Gly > AE}(\;ly—Gly—X > AS;\(—Gly—Gly (12)
Ezt ugy értelmezhetjiik, hogy a kdzponti fémionhoz, mint kromofér csoporthoz,
koordinalddo kiilonb6zé donorcsoportok nem azonos mértékben tovabbitjak a kiralis
informaciot. Az alabbi sorrendet ismerték fel: peptid-N- > karboxilatoxigén >
aminonitrogén [168].

A cirkularis dikroizmus spektroszkopias méréseket a Debreceni Egyetem
Szerves Kémiai Tanszék, valamint a Cataniai CNR-IBB kozpont JASCO-810 tipusu
késziilékén végeztik. A mintdk fémion/ligandum aranya 1:1 és 2:1 kozott
valtoztattuk. A spektrumokat szobahémérsékleten, kiilonbozé pH-értékeken
rogzitettiik, a 220-800 nm hullamhossz-tartomanyban 1,000 mm és 1,000 cm uthosszi
kiivettakban. A Ae értékeket ugy kaptam, hogy a korrigalt primer adatokat (hattér
osztottam el. Az adatok kiértékelése a gyartd altal mellékelt szoftveren, illetve az MS

Excel program hasznalataval tortént.

3.6. ESR-spektroszkopia

Az elektronspin-rezonancia modszerével paramagneses fémionok, ¢és
parositatlan elektront tartalmaz6 molekulak vizsgalatara nyilik lehetdség. A mintat
er6s magneses térbe helyezzilk a vizsgalat soran €s a gerjesztési energiat az

elektronspinek nyelik el. A mérheté paraméterek anizotropok fagyasztott vagy szilard
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mintdk esetén, emiatt megkiilonboztethetd a spektrum parhuzamos és merdleges
tartomanya. Egykristalyok rogzitett tengely koriili forgatasakor az anizotropia jol
nyomon kdovetheté. A Cu(ll)-ion paramagneses tulajdonsaga miatt tudtuk a
komplexeit vizsgalni.

Altalanos tapasztalat, hogy egy I spinszamu mag a spektrumban 21+1 szamu,
azonos intenzitasu finomszerkezetet hoz 1étre. A Cu(Il)-ionra | = 3/2, ami azt jelenti,
hogy réz(I)komplexek esetén négy vonalbol allé hiperfinom szerkezet alakul ki. A
hiperfinom szerkezet segit kdvetkeztetni a komplexekben végbemend szerkezeti
valtozasokra.

A spektrumokbol nyerhetd elsddleges informacio a g tenzor ((13) egyenlet)

értéke, valamint a hiperfinomcsatolasi-allandé (Ay) ((14) egyenlet):
0 Ho
= 8. (13)
I = Bl y,

Aylem1] = A2 (14)

ahol go a kiils6 standard értéke, Ho és Hj a standardban és a mintaban mért magneses
térerd értéke [Gauss], a csatolasi alland6 [Gauss], ug a Bohr-magneton [9,2740-10-%
J-TY, ¢ a fénysebesség [2,9979-10° cm-s™], h a Planck-allandé [6,6250-1073 J-s71].
A moddszer nem abszolut, azaz a kapott spektrumokat mas komplexek spektrumaival
Osszehasonlitva tudunk kovetkeztetést levonni arra vonatkozdan, hogy milyen
mindségli és mennyiségli donorcsoport koti meg a fémiont. Ha a magneses
donoratomok 1épnek kolcsonhatasba a parositatlan elektronokkal, lehetéség van
rezonanciajelek tovabbi felhasadasara, ekkor beszélink szuperhiperfinom-
kolcsonhatasrol. Ez lehet6séget ad kiillonb6z6 poziciokban koordinaldédd magneses
donoratomok megkiilonboztetésére.

A méréseket a CNR-IBB kutatokozpontban Dr. Giuseppe Pappalardo
munkatarsai végezték a Cataniai Egyetemen (University of Catania). Egy szamitogép
altal vezérelt Bruke Elexsys E500 CW-ESR késziiléket hasznaltak a kutatasokhoz. A
mintakhoz legfeljebb 10% metanolt adtak a felbontas javitasa érdekében, ezutan 150

K hémérsékleten, kiilonbozé pH-értékeken és fémion/ligandum arany alkalmazasa
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mellett vették fel a spektrumokat. A fémtdrzsoldat izotoptiszta ®3Cu?* ionokat

tartalmazott.

3.7. 13Cd NMR-spektroszkopia

A magneses magrezonancia spektroszképia a szabad ligandumok és a
diamagneses fémiont tartalmaz6 komplexek esetében alkalmazhaté. A Cd(II)-Ac-
CSSC-NH; oldatat ligos pH-tartomanyban vizsgaltuk ilyen modszerrel. A vizsgalatot
Bruker AMX 400 MHz késziiléken vettiik fel, és a kiértékelés soran MestreNova 8.1
szoftvert hasznaltunk. A mérés soran deuteralt DMSO-t alkalmaztunk. 0,1 M
koncentracioji Cd(NOs), DMSO oldatat hasznaltunk kiilsé standardként. Az mérési
paraméterek az alabbiak voltak: impulzushossz: 15 ps (60°), varakozasi id6 (pulse
repetition time) 20 s, a spektrum szélessége: 42 kHz, mérési adatpontok szama: 65356,

teljes scan szam 16000.

3.8. Tomegspektrometria

A tomegspektrometrids mérések Olaszorszagban a Giuseppe Pappalardo
vezette kutatdcsoport altal késziiltek. A nagyhatékonysagi ESI-MS spektrumokat Q
Exactive (orbitrap) tomegspektrométeren (Thermo Fisher Scientific) rogzitették
hasonl6 koncentracio tartomanyban, mint, amit az UV-CD méréseknél hasznaltunk.
A teljes MS vizsgalatot a 200-2000 m/z tartomanyban végezték el 150000
félértékszélesség felbontassal pozitive modban. A vizsgalatok koriilményei: az
alkalmazott fesziiltség = 3,5 kV, Kkapillaris hémérséklet = 250 °C. A
tomegspektrumban (ionintezitas az m/z (tomeg) fliggvényében abrazolva) megjelend

jelcsoportok a leggyakoribb ionokhoz rendelheték.
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4. Kisérleti eredmények és értékelésiik

4.1. Aszparaginsavat és glutaminsavat tartalmazo peptidek

A vizsgalt ligandumok (DA, DD, DDD, DDDD, DE, EE) egy aminocsoportot
és 2-5 karboxilcsoportot tartalmaznak, ennek megfeleléen 3-6 deprotonalddasi
allandoval (pK) jellemezheték, amelyeket a 4. és 5. tablazatban foglaltam 6ssze. Ezek
jO egyezést mutatnak korabban ezekre a ligandumokra k6z61t adatokkal [180].

4. tablazat: A vizsgalt, aszparaginsavat tartalmazo peptidek deprotondlodasi
dallandéi (I = 0,20 mol/dm® KNO3, T = 298 K)

Ky DA DD DDD | DDDD | AA[180]
K1 273(2) | 252(1) | 1,94(1) | 2,40(6) 3,08
Kz 3602 | 327(2) | 3,01(5) | 3,16(3) 8,26
pKs 7.90(1) | 433(2) | 3,84(3) | 3,79(3) -
pKs - 8,08(8) | 4,71(2) | 4,35(2) -
PKs - - 8,10(1) | 5,02(2) -
pKs - - - 8,25(8) -
pK(NHz*) | 7,90 8,08 8,10 8,25 8,26

5. tablazat: A vizsgadlt, glutaminsavat tartalmazo peptidek deprotondléddsi
dallandéi (1 = 0,20 mol/dm® KNOs, T = 298 K)

pKn DE EE AA[180]
K1 2,46(5) 2,41(6) 3,08
Kz 3,38(3) 3,73(3) 8,26
pKs 4,43(2) 4,53(2) -
pKs 8,02(1) 8,09(1) -
pK(NH3") 8,02 8,09 8,26

A karboxilcsoportok deprotonaldodasa atfedd 1épésben, kooperativ modon, jatszodik
le, igy a makroszkopikus allandok ebben az esetben nem rendelhetdk hozza az egyes
csoprotokhoz, nem tugy, mint az ammoniumcsoport esetében, amely pK-értéke
minden esetben a legnagyobb. A tablazat adatai alapjan az N-terminalis helyzetben
1évo aszparaginsav kismértékben csokkenti az ammoniumcsoport deprotonalodasi

allandojat az egyszerti peptidekhez képest (példaul AA) (4., 5. tablazat) [47].
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A kadmium(Il)-peptid rendszerekben a titralasok soran a lagos pH-
tartomanyban minden esetben fehér csapadék jelent meg, amely tovabbi KOH oldat
adagolasra sem oldddott fel, még nagy pH-értéken sem, igy ez a csapadék Cd(OH),
volt. A kiilonb6z6 rendszerekben keletkez6 komplexek Gsszetételét és stabilitasi
allandoit a 6. tablazat mutatja be (a ligandumok eltér6 bazicitasa miatt a komplexek
toltéseit nem tiintettem fel).

6. tablazat: A kadmium(ll)komplexek dsszetétele és stabilitasi dallandéi (I = 0,20
mol/dm® KNOs, T = 298 K)

I
L < o) a a m m
s Q &) a) 8 &) L
3
[CdH:L] - - - 15,74(3) - -
[CdHL] - 9,61(16) | 10,32(2) | 11,08(2) | 10,23(5) | 10,58(3)
[CdL] 2,81(9) | 3,38(2) | 3,82(4) | 4,20(3) | 3,70(3) | 3,68(3)
[CdL] 5,24(19) - - - - -
[CdH.L] - -5,87(5) | -6,13(2) - -5,30(3) | -5,52(8)
pK
([CdH.LY/ - - - 4,66 - -
[CdHL])
pK
(ICdHLY/ - 6,23 6,50 6,88 6,53 6,90
[CdL])
pK
(fcdoy/ - 9,25 9,95 - 9,00 9,20
[CdH4L])
1g9(K/K2) 0,38 - - - - _

A komplexképzddési folyamat a gyengén savas pH-tartomanyban, protonalt
komplexek keletkezésével kezd6dik el. A [CdH2L] komplexben az aminocsoport és
egy karboxilcsoport protonalt, amelyet alatdmaszt (i) a CdHL = CdHL + H*
reakciora szamolhato pK([CdH.L]/[CdHL])-érték egyezése a szabad tetrapeptid egy
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karboxilcsoportjanak pK-értékével (ii) valamint az, hogy a CdHL = CdL + H*
egyensulyi folyamatra jellemz6 pK([CdHL]/[CdL])-értékek joval kisebbek a szabad
ligandum deprotonalddasara jellemz6 pK(NHs*)-értékeknél, de nagyobbak, mint a
karboxilcsoportokra vonatkozé deprotonalddasi 4llandok. Ez alapjan a pH
novelésével, az ammoniumcsoport deprotonaldédasaval keletkezé [CdL] komplexben
a fémion az N-termindlis amino- ¢és karboxilat-csoporthoz koordinalédik —
[NH2, COO7] koordinacios moddal. Ez a DA ligandum esetén biszkomplex
képz6dését teszi lehetévé (3. dbra). A  biszkomplex képzddésének
kedvezményezettségét az erre a komplexre jellemz6 1g(K1/K2) adat, a statisztikailag

vart 0,6 értéktdl joval kisebb volta, erdsit meg. Vegyes hidroxokomplexek 1étrejottét

) (”) H (”) (I? i 0 feltételezziik egy a koor-
O_C_(EH'N_C_CH'NH\Z ,})'Hz‘CH‘C_N_(l:H‘C_O dinacios szféraban 1évo
CHz H,C Cd2+ /CHZ CH; vizmolekula deprotona-
0//C_0h O;C\\O lodasaval,  ami  a

3. dbra: A [Cd(DA).1* komplex sematikus dbrdja PK([CAL]/[CdH 1L])

alapjan pH 9 koriil jatszodik le. Ezen komplexek azonban a fémion hidrolizisét nem
akadalyozzak meg nagy pH-n. A koordinalt karboxilatcsoportok szdmanak
novekedésével a komplexképz6dés mar a savas pH-tartomanyban megvaldsul, amit
jol szemléltetnek a Cd(II):DA ¢és Cd(II):DDDD 1:3 aranyG rendszereinek
koncentracio-eloszlas gorbéi a pH-fliggvényében (4. dbra), amelyeken lathatd, hogy
a tobb karboxilat donorcsoportot tartalmazé6 DDDD peptid esetén mar pH 4,5-nél
kiilonb6z6 komplexek jelennek meg. A 4. (b) abran megfigyelhetd az is, hogy még

~1.0 =10

2,5 | Cda £

T 0.8 €0,8

go,s - F0,6 [CaHL]? [CdL]*
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4, abra: A Cd(I1):DA 1:3 (a) és a Cd(11):DDDD 1:3 (b) aranyt rendszereinek
koncentrdcié-eloszlds eorbéi a pH-fiigevényében (Ccaany = 1,10-10~2 mol/dm®)

1t

n
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nagy szamu karboxilatcsoport jelenlétében is,

fiziologias

pH-tartomanyban,

Karboxilat csoportok szama (db) szamottevl a  szabad  fémion
2 3 5 mennyisége az oldatban. A
% ' [CId(DDDD)]S_‘ karboxilatcsoportok szamanak
Y 4 A
=8 A i novekedése a [CdL] komplexek
3 [ (A ) [Cd(DDD)]J* stabilitasnévekedését okozza,
Q 5§ . ; ,,
:g,. [CA(DA)] amelynek sorrendje a kovetkezo:
DA < DD < EE ~ DE < DDD <
g = DDDD. Ugyanakkor nemcsak a
5. dbra: A karboxilatcsoportok szamanak Sy . .
ki 1 ldall k
(db) figgvenyében a  IgBICAL]-pKanino oordinaléd6 oldallancok szama,
értékek hanem a képz6dé  komplexek

bruttd toltése is novekszik, ami azonban nem akadalyozza a komplexképzédést. Ezt

tamasztja ala az 5. abra, amelyen a karboxilatcsoportok szamanak fliggvényében a

1gA[CdL]-pKamino értékek folyamatos novekedése lathato.

Ha 6sszehasonlitjuk a 6. dbran feltiintetett [CdL] komplexek stabilitasat azon fém-

A
H

IgB[ML]-pKamino
A
(82}

-5,1 =<

Zn(“%:o(u)‘“ ~®

cdany

GG

6. dbra: A GG, GGG, DD, DDD és DDDD peptidek
Ig[ML]-pKamino értékei [180] (IgB[Co(GG(G))] [180],
1g8[Cd(GG(G))] [51], 198[Zn(GG(G))] [51])

ionok  komplexeinek
stabilitasaval, amelyek
[NH,(COO)K]

dinacios modddal kotik

koor-
meg a fémionokat
komplexeikben, akkor
azt figyelhetjilk meg,
hogy a peptidek nem
szelektivek a Cd(ID)-
ionra a Co(ll)- és
Zn(11)-ionhoz

valamint

képest,
nem bizo-

nyulnak hatasos fém-

ionmegkdtoknek sem, hiszen stabilisabb Zn(I1)- és Co(II)-komplexek képzddnek.

Ugyanakkor a karboxilatcsoportok jelenléte az egyszerli peptidekhez képest (példaul
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GG és GGG) novelik a képzdd6 komplexek stabilitasat mindharom feltiintetett fémion

esetében.

Mivel a gyengén koordinalodd aszparaginsav és  glutaminsav
karboxilatoldallancanak koordindcidja nem eredményezi kiemelkedden stabilis
komplexek létrejottét, még nagy donoratomszadm mellett sem, ezért a vizsgalatokat
ezen aminosavakat tartalmazd peptidek irdanyaba nem folytattuk tovabb. Az
irodalomban mar kozolt, terminalisan szabad peptidekre vonatkozé adatok alapjan a
legstabilisabb komplexek a CysGly molekula esetén képzddnek (IgB[CdL] = 9,84
[56]). Ezt a tényt, illetve az irodalmi bevezetdben mar ismertetett megallapitasokat
szem elott tartva a kisérleteket a Cys aminosavat tartalmazé molekuldk irdnyaba
folytattuk tovabb. Ezekhez terminalisan védett peptideket hasznaltunk, mert a
terminalisan szabad peptidek esetében mas koordinacios moédok valdsulhatnak meg,
mint az a természetben megtalalhatd, csak oldallancokon keresztiil fémiont

koordinalni képes, nagy makromolekulak esetében feltételezhetd.
4.2. Ciszteint tartalmazo peptidek
4.2.1. Egy-, illetve két-cisztein-tartalmu peptidek sav-bazis tulajdonsagai

A vizsgalatokhoz az egy cisztein aminosavat tartalmazé Ac-SAAC-NH;
peptidet hasznaltam, amelynek egy deprtonalédasra képes csoportja van, ennek
megfeleléen egyetlen pK-értékkel jellemezhetd, amely a ciszteinhez rendelhet6 (7.
tablazat).

7. tablazat: Egy ciszteint tartalmazo peptidek deprotondloddasi allandéi (1 = 0,20
mol/dm® KNOs, T = 298 K)

Ac- Ac- Ac- Ac-
pKn AAAC SAAC DAAC HAAC
-NH[182] -NH> -NH,[183] -NH2[184]
pK1 8,64 8,79(2) 3,80 6,49
pK: - - 8,87 8,81

A tablazat adatai azt tiikr6zik, hogy az altalam meghatarozott pK-érték jo egyezésben

van mas, egy ciszteint tartalmazoé peptidekével. Emellett az is kideriil, hogy a gyengén
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és er6sen koordinalédé oldallancok — aszpartil- és imidazoliloldallanc — nem
befolyasoljak szamottevden a tiolcsoport deprotonalodasat.

A két ciszteint tartalmazo peptidek — Ac-SCCS-NH,, Ac-CSC-NH,, Ac-CSSC-NH,,
Ac-CGSC-NH; — esetében a deprotondlodasok atfedd 1épésekben torténnek, igy az
értekek nem rendelhet6k egy konkrét tiolcsoporthoz sem. A mérésekkel
meghatarozott pK-értékeket a 8. tablazat foglalja 6ssze. A pH-potenciometriaval
meghatarozott allandok értékei jo egyezésben vannak az irodalomban korabban mar
k6zolt hasonld ligandumok értékeivel. Az elsé pK-adatok 8,0-8,3, mig a masodik a
8,8-9,3 pH-tartomanyban valtoznak, és a ciszteinek kozotti novekvd tavolsaggal
tendencia nem figyelhet6 meg.

8. tdablazat: A két ciszteint tartalmazo peptidek deprotonadlodasi allandéi (I =
0,20 mol/dm® KNOs, T = 298 K)

: z
I —
z x |8
: 2|z 2| 2| |5 |F
Z T Z z Z Z. @ =z
c (9p) 0N — ! LI) — (@) (@) < — [
s O 03 3 RS ) 0 z3 | &
@ b 4 & Q & Q )
g |3 < | < < g |2 |8
Q 3 &
2 > | <
<
pKi| 813(1) | 8,21 | 8113) | 8,03 | 830(1) | 8,13(5) | 7,97 |8,00
pK2| 8,98(1) | 9,07 | 9,16(5) | 9,23 | 9,34(1) | 8,98(1) | 9,37 |8,82

A tovabbiakban a kiilonb6z6 fémionok komplexeinek eredményeit
ismertetem, melyek koziil Ni(II)-ion koordinaciés kémiai viselkedése peptidek
stabilitasi komplexek keletkeznek. Ennek megfeleléen kiilon alfejezetekben
targyalom a kapott eredményeket: Cd(Il), Zn(ll) (4.2.2. alfejezet), Ni(Il) eredményei
(4.2.3. alfejezet).
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4.2.2. Egy-, illetve két-cisztein-tartalmu peptidek Cd(II)- és Zn(IT)-komplexei

A vizsgalatok soran a fémion/ligandum ardnyokat minden alkalommal 1:1 és
1:4 ko6zott valtoztattuk. A titralasok soran csapadék az Ac-SAAC-NH; ligandum
esetén képzodott 1:1 aranynal mindkét fémion esetében: (i) a Cd(Il)-ion-tartalmt
mintakban pH 8 koriil Cd(OH), jelent meg az oldatban, amely nehezen észlelhet6 és
fehér volt, tovabba nem oldddott fel a pH novelésével sem, (ii) a Zn(I1)-ion esetén pH
7 koriil Zn(OH); jelent meg, ami a pH novelésével feloldodott. A két-cisztein-tartalmu
peptidek tanulmanyozédsa sordn csapadékképzédés nem volt megfigyelhetd. A
kiértékelések soran nem vettiik figyelembe azt a pH-tartomanyt, ahol csapadék volt
jelen. A keletkezé komplexek sztochiometridjat és stabilitasi allando értékeit a 9. és
10. tablazat tartalmazza.

A Cd(I)- és Zn(IT)-Ac-SAAC-NH; rendszerekben mono- és biszkomplexek
egyarant keletkeznek, amelyek a Cd(l1)-ion esetében képesek visszaszoritani a vegyes
hidroxokomplexek keletkezését, ellentétben a Zn(II)-ionnal, aminél az utdbbi
komplexek képzodése mar pH 7 koriil elkezdddik. Ezt szemléltetik a 7. abran lathato

koncentracio-eloszlas gorbék.

~10 ¢ ~1,0
g Ccd Ch Zn(II)
20,8 a0 [CdLy] 2 08
ZnH 1]
S 06 Sos ZaLyy P
E T X\ caur £ \
<02 \ S0z | \ 3 [ZnHLoJ*-
g 0,0 : - : 0,0 NN ST
4,0 6.0 8,0 10,0 4,0 6.0 8,0 10,0
a pH b pH
7. dbra: A Cd(I1):Ac-SAAC-NH, (a) és a Zn(I1):Ac-SAAC-NH, 1:3 (b)
rendszereinek koncentrdcio-eloszlds gorbéi (ccaanzaany = 1,10-10~° mol/dm?)

Az egy ciszteint tartalmazé peptidek stabilitasi allanddinak (9. tdbldzat)
Osszehasonlitasa alapjan a kovetkez6 megallapitasok vonhatok le: (i) a Cd(ll)-
komplexek stabilitasa nagyobb, mint a Zn(Il)-komplexeké; (ii) a cisztein mellett
jelenlev6 koordinalodasra képes donorcsoportok (D (Asp) és H (His)) novelik a
keletkez6 komplexek stabilitasat mindkét fémion esetén a ligandum kétfoga

koordinacidjanak koszénhetben; (iii) a ligandumok kétfogt
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9. tdblazat: Az Ac-SAAC-NH; molekula Cd(Il)- és Zn(ll)-komplexeinek
stabilitasi allandé értékei (I = 0,20 mol/dm® KNOs, T = 298 K)

Ac-DAAC-
Ac-SAAC-NH Ac-HAAC-NH,[184
IgAIM,H,L] 2 NH,[183] 21184]
cdan | znany | cdan | znan | cdan | zn(
[ML;] | 11,69(6) | 9,80(8) | 119(1) | 10,34(6) | 1334 | 1358
[MH..Ls] _ 2,22(7) _ _ 2,27 3,06
[MH_L] — -8,27(9) — — _ _
[MHL] - - - - 12,54 | 12,05
[ML] | 596(6) | 500(8) |651(5)| 5,32(6) 7.7 7,02
[MH_1L] - _ -3,2(1) |-3,30(13)| -2,35 | -0,35
[MH_,L] - _ _ [-1332(6)| -14,21 | -10,39
pK
(IML2]/ - 7,58 - - 11,07 | 10,52
[MH_:L.])
pK
(MHLL) | - 10,49 - - - -
[MH_.L.])
1g(K/K2) 0,23 0,20 1,08 0,30 2,06 0,46

(A ligandnumok eltéré bazicitasa miatt a komplexek toltését nem tiintettem fel.)

koordinacidja akadalyozza a masodik ligandum belépését, amit a Ig(Ki/Ky) értékek

novekedésében nyilvanul meg. Ez a kadmium(Il)ionnal nagyobb mértékben

25 érvényesiil.

20 Az 1jabb cisztein oldallanc
E' - megjelenése a szekvenciaban, ezaltal a
z fid fémionok koordinacios szférajaban,
E el szignifikans komplex stabilitas-

novekedést eredményez az egy-

[CdL;] [ZnL;] N cisztein-tartalmt peptidekhez képest,
Ac-SAAC-NH. m Ac-CSC-NH2

8. dbra: Az Ac-SAAC-NH; és Ac-CSC- Mono- és biszk lexek nt
NH, ligandumok Cd(11)- és Zn(Il)- T 5 Diszkomplexek - cgyaran

biszkomplexeinek stabilitasi dllando | keletkeznek (10. tablazat) és utdbbi, a
értékei

amely novekedést a 8. abra szemléltet.

Ig(Ki/K3)  szarmaztatott  allandok
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alapjan, az Ac-CSC-NH; esetén képzoédik a legkdnnyebben mindkét fémionnal.
Emellett a biszkomplexek képzdodése kevésbé kedvezd az egy ciszteint tartalmazod
peptideknél tapasztalthoz képest. A biszkomplexekre kapott stabilitasi allandok értéke
hasonlo az irodalomban kozolt két-cisztein-tartalmi peptidek eredményeihez (14.
tablazat). Nagy pH-tartomanyban (~8,5-10) vegyes hidroxokomplexek ekkor is
kialakulnak, amelyek a fémionok hidrolizisét megakadalyozzak.

10. tablazat: A két ciszteint tartalmazo peptidek Cd(Il)- és Zn(Il1)-komplexeinek
stabilitasi dllandé értékei (1 = 0,20 mol/dm® KNOs, T = 298 K)

7 Ac- Ac- Ac- Ac-

T SCCS csc CSsscC CSSACS
s -NH2 -NH: -NH: -NH2 [182]
Y

=y

cd(I) | zn@1) | cdany | zn@y | cdan | zn@ny |cdan | zn(n

[ML2]> |19,10(18) | 16,71(12) | 21,04(14) | 19,77(5) | 21,09(17) | 19,25(11) | 18,59 | 17,07

[ML]- | 12,60(3) | 10,05(2) | 12,69(2) | 10,11(4) | 13,04(2) | 1047(2) | 11,47 | 9,16
[IMH.L]- | 2,59(5) | 1,36(6) | 2,57(7) | 2,21(5) | 2,38(5) | 2.15(5) | 083 | 0,88

[MH_L]> - -8,84(7) |-9,07(10) | -8,17(6) - -8406) | - | -982

I9(K1/K2) 6,10 3,39 4,34 0,45 4,99 1,69 4,35 1,25

A komplexekben kialakuldé koordinacios moédok megismerésére, vagyis a

koordinalt tiolatcsoportok szamanak megbecslésére UV-spektroszkopias méréseket

A
A i [CdL] CdL;]* _
pH 11,60 S 10 o g 12
195 B ; 0,8 1.0
= 0,6 1%
E = U,
1,0 S! | w
- ,4
0.5 | pH 5,01 § 0.4
E 0.2 0.2
0,0 ! 0,0 —————— 0,0
200 2258 250 275 300 4,5 7,5 10,5
a Hullimhossz (nm) b pH
9. dbra: A Cd(Il):Ac-SCCS-NH; 1:2 aranyu abszorpcios spektruma (a),
illetve koncentracio-eloszlas gorbéi egyiitt dbrazolva a 240 nm-en rogzitett
abszorbancia értékekkel (b) (ccaqny = 1,20-10* mol/dm?®)
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végeztem. A szabad ligandum tiolcsoportjanak deprotonalddasaval parhuzamosan
egy novekvo intenzitasu vall jelenik meg 230 nm-nél. A Cd(ll)-komplexek esetén
szintén egy vall jelenik meg a 220-250 nm hullamhossz-tartomanyban, mar savas pH-
tartomanyban (9. (@) dbra), amely intenzitaisa a pH ndvelésével né. A
komplexképzddést jol szemlélteti a komplexek eloszlasaval egyiitt abrazolt
abszorbancia értékek pH-fliggése (9. (b) dbra). Hasonld vizsgalatokat végeztem a
cink(I)komplexeknél is, azonban a Zn(ll)-ion jelenlétében mért spektrumok alig
mutattak eltérést a szabad liganduméhoz képest, igy spektralis paramétereket nem
tudtam meghatarozni. A szabad ligandumokat ¢és a Cd(ll)-komplexeket jellemzd
spektralis paramétereket a 11. és 12. tablazat tartalmazza. Ezek alapjan az egyszeresen
és kétszeresen deprotonalt peptidekre 6000 és 12000 M-1cm-1-es molaris abszorbancia
érték jellemzd.

11. tablazat: A vizsgadlt szabad ligandumokra jellemzd spektralis paraméterek
(Amax (nm), & (M~tcm™))

Ac- Ac- Ac- Ac- Ac-
SAAC SCCS CSC CSsC CGSC
-NH -NH; -NH; -NH; -NH;

Amax € Amax € Amax € Amax € Amax €
[HL] | - — 1230 5500 [230 | 5500 |229| 5500 |230| 6000
[L]* |230 [6000 | 230 |10000 | 230 (10000 | 230 | 10000 | 230 | 10000

A [Cd(Ac-SAAC-NH,),] komplexében két tiolatcsoport koordinalodik (2x[S7], € =
8000-10000 Mtcm™)), aminek molaris abszorpcids koefficiense egyezésben van a
tobbi, két-cisztein-tartalmt peptid monokomplexére jellemzovel ([S,S] (e = 8000-
10000 M-cm™?)).

12. tablazat: Az CA(I1)-komplexekre jellemzd spektrdlis paraméterek (Amax (NM),
e (Mtcm™))

Ac-SAAC-NH; Ac-SCCS-NH> Ac-CSC-NH;

Amax € Amax € Amax €
[CdL]~ - - 243 8000 243 8000
[CdL.]* 245 10000 243 24000 243 22000
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Ac-CSSC-NH; Ac-CGSC-NH; | Ac-CSSACS-NH:[182]

Amax € Amax € Amax €
[CdL] 243 9000 243 10000 250 10000
[CdL,)* 237 22000 243 26000 241 25000

Utdbbi peptidek biszkomplexeinek értéke koriilbeliil kétszeres, ami alatdmasztja négy
donorcsoport részvételét a koordinacidban (2x[S™,S7], € = 22000-26000 Mcm™?)). A

komplexek koordinacids moddjait az is aldtdmasztja, hogy a méréseink eredményei

Osszhangban vannak az irodalomban mar megjelentekkel: [CdLi], ahol L; = Ac-
ELECKDCSSV-NH, ¢ = 11780 M*cm™ ([S,S7]), [Cd(L2).], ahol L, = Ac-
ELECKDCSHV-NH; ¢ = 25670 Mcm™? (2x[S",S]), [Cd(Ls)2], ahol Ls = Ac-

DYGVCEKCHS-NH; £ = 24900 M'cm™ (2x[S",S]) [65].

Tébb esetben probalkoztunk 3Cd NMR-spektrumok felvételével, ami
azonban csak egyetlen esetben jart sikerrel. Az [Cd(Ac-CSSC-NH>),]*>~ komplexet
tartalmazo, erésen ligos oldat spektrumaban egyetlen cstcs jelent meg 648 ppm
értéknél, ami megfeleltethetd mas molekulak [4S7] koordinaciés moda komplexeinek
kémiai eltolodasaval, amelyet 13. tablazat mutat be. Ez alatamasztja négy
tiolatcsoport jelenlétét a fémion koordinacios szférajaban, illetve 6sszhangban van az
UV-spektroszkopias vizsgalatbol levont kovetkeztetésekkel.

13. tablazat: Kiilonbozé, négy tioldtcsoport részvételével keletkezd, komplexek
kémiai eltoléddsa **Cd NMR-spektrumokban

Komplexképzo Koordinacioban résztvevé Kémiai eltolodas
molekula tiolatcsoportok szama (db) (ppm)
Ac-CSSC-NH:2 4 648
C:HsSH [185] 4 648
n-CsH;SH [185] 4 647
metallotioneinek [185] 4 610-680

A ciszteinek tavolsaganak a makrokelatok stabilitdsara gyakorolt hatasat

vizsgalando készitettem a 14. tablazatot, amelyben a makrokelatok tagszama és a
komplexek stabilitasa szerepel — de az egyszeriiség kedvéért a komplexek tdltése nem.

A tablazat adatainak Osszehasonlitasaval lathatd, hogy akkor keletkeznek a
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legstabilisabb komplexek, ha a makrokelét tagszadma 12 vagy 15. Ezt j6l szemlélteti a
10. abra is.

14. tablazat: A kiilonbozo ligandumok esetén megvalosulo makrokelat gyiiriik
tagszama és a biszkomplexeik stabilitasi allandoi

T T

~ =z Z

. = 5] = A I R

T s | £l e | F|lo |

< 5 z I < zZ |3=|2
8 = @) < 8 %) @) 8_ (ORSY

n ) ; Q O < QL | A

A EAE R AR BN

< < g @) O

< | @ <P

Q (&]

< <

IgB[CdLs] | 19,10 | 2071 | 21,04 | 22,3 | 21,00 | 1859 | 1823 | -
lgB[ZnL.] 16,71 17,63 | 19,77 | 18,81 | 19,25 | 17,07 | 15,02 | 14,72
kelatgyrd) g o | 12 | 12 | 15 | 18 | 30 | 30

tagszama
25

[
S

lgpML]

2]

(=}
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H [CdL,] m[ZnL;]

10. dbra: A kiilonbozé Cd(Il)- és Zn(Il)-biszkomplexekben
létrejovo makrokelatok tagszamanak fiiggvényében abrdazolt
stabilitasi allando értékek

55



Aszparaginsavat, glutaminsavat, hisztidint és ciszteint tartalmazo peptidek
dtmenetifém-komplexei

A tiolatcsoportok jo fémion-megkotoképességét ezen lagy karakterti fémionok esetén,
illetve azt, hogy kiemelkedéen stabilis komplexeket hoznak létre, a 11. abra

illusztralja, amelyen kiilonboz6 koordinacios modokat tartalmazé Cd(ID)- és Zn(1I)-

7]

[S5ST [5,5]
3" \ [S] [COO S][ imS ]
% 10 ’ [
- ‘| [CdL]
o l A¥

e‘*‘ & & F &8

O XY, 5 &

: o «233. & &

o o o o s o

11. abra: Kiilonbézd koordinacios modu monokomplexek stabilitdsi
dllandéi (Ac-HVVH-NH[186], Ac-DAAC-NH[183], AccHAAC-NH[184]

monokomplexek stabilitasi allandoi szerepelnek. A legkevésbé stabilis komplexek
akkor keletkeznek, amikor a fémionokhoz két imidazolilcsoport koordinalodik, a
legstabilabb pedig akkor, ha két tiolatcsoport. Ez a kiilonbség még kifejezettebb, ha
olyan rendszerek predominancia gorbéit abrazoljuk, amelyek a Cd(I1)- vagy Zn(ll)-

iont és két kiilonb6z6 donorcsoportot tartalmazd ligandumokat 1:1:1 aranyban

tartalmazzak (12. abra).

210 |
= Cd(IN)-CSSC )
E“O,s /’\ g
e

Sos | a :
£ cd =
503 N®  cammaac "\ \ £
E \ ....... ,.r.‘.’..‘?.—.f.f .
20,0 Cna i A

40 50 6,0 70 80 90 4,0 50 6.0 7,0 8,0 9,0

a pH b pH
12.  dabra: A Cd(I1)(a)/Zn(11)(b):SAAC:DAAC[183]:HAAC[184]:CSSC
1:1:1:1:1 rendszerekben képzddé kiilonbozé  ligandumot  tartalmazo
komplexek dsszegeinek koncentracio-eloszlas gorbéi a pH-fiiggvényében, (c)
a DAAC és (d) az SAAC ligandumok  komplexeit  jeldli
(Ccdmyznny = 1,00-1072 mol/dm?)
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4.2.3. Két ciszteint tartalmazé peptidek Ni(IT)-komplexei

A nikkel(IDion-tartalmi  mintak titralasakor csapadék levalasat nem
tapasztaltam egyik esetben sem, és az oldatok szine savas és semleges pH-értékeken
sargas, illetve vordses volt, majd nagyobb pH-tartomanyban pedig barna. A
spektroszkopias mérések ideje alatt a levegd oxigén tartalmanak tavoltartasara erésen
torekedtem, ezért a fotometrids mérésekhez jol zarhato kiivettat, a CD mérésekhez
pedig egyedi mintakat hasznaltam. Erre azért volt sziikség, mert azt tapasztaltuk, hogy
a Ni(ll)-iont és peptidet tartalmazd mintakban levegén, hosszabb allas utan,
vélhetéen, valamilyen redoxi folyamat megy végbe, nem pedig a vart
komplexképzddési folyamatok. A fent emlitett mérési koriilményeket alkalmazva
azonban a mintak szinvaltozasai megfeleltek a titralas soran tapasztaltnak, ezért nem
feltételeztiik redoxi folyamatok lejatszodasat. A  vizsgalatokat 1:1 és 1:3
fémion/ligandum aranynal végeztem. A kiilonb6z6 peptidek esetén képz6dd
komplexek Osszetételét és stabilitasi allandoit a 15. tablazatban foglaltam Ossze. A
monokomplexek mellett polinuklearis komplexek képzddését is feltételezziik a savas
és gyengén lugos pH-tartomanyban, biszkomplexek keletkezését pedig nem
tapasztaltuk. A [NisLs]*>" és [NiL] komplexek vélhetden csak tiolat koordiniciot
tartalmaznak — melyet a spektroszkopias vizsgalatok megerdsitettek, am az els6
részecskében a tiolat-S~ donorcsoport hidligandumként egyszerre két fémionhoz is
kotédik. A makrokelatszerkezetii [NiL] komplex stabilitasa a tagszam novekedésével
csokken: IgA[Ni(Ac-CSSC-NH2)] = 8,34 és Igf[Ni(Ac-CSSACS-NHy)] = 7,39.
Minden esetben megvalosultak extra lugfogyaszté folyamatok, amelyek a ligandumok
peptid-NH donorjainak deprotonalodasahoz és koordinacidjahoz rendelhetdk, és
amelyeket a tablazat als6 soraiban talalhaté szarmaztatott allandok értéke jellemez.
Az egy ciszteint tartalmazd peptid esetén (Ac-SAAC-NH) a tiolatcsoport
horgonycsoportként eldsegiti a peptid szekvencidjaban megeléz6 helyzetben 1évo
peptidnitrogén csoportok kooperativ deprotonaldodasat és koordinaciojat. Az egy
hisztidin-tartalma peptidek hasonld viselkedést mutatnak, de a peptidvaz donorok
deprotonalodasa nagyobb pH-n jatszodik le. Amennyiben a ligandum két ciszteint

tartalmaz: (i) ha a kozottiik 1évé aminosavak szama nulla vagy
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15. tablazat: A Ni(ll)-ion két-cisztein-tartalmu peptidek komplexeinek stabilitasi
dallandéi (I = 0,20 mol/dm3*KCI, T = 298 K)

= T
= ) =
2 o o~ N |:|| <I
™ = T c T I o
o 1 Q O (7)) UI) 'CX\:)
g 2 2 & & O Q =)
_ < P & ] Q ) X
= [%2) Q < Q (8] 175 o
o < < < O 4
< & (g
< <
[NisLd] _ | 4393@8) | 4237(9) | 39.61(9) | 38,03(12) | 35,57(18) _
[NiHsL] - - - - - - 33,79
[NiHL] - - - - - - 17,19
[NIL] - - - 834(3) | 7,903) | 7.39(7) 9,06
[NiH-1L] - - - ~0,63(4) | 0,38(@8) - 0,48
[NiHoL] | -1201 | - 6,19(7) | —10,04(4) | -893(5) | -9.67(4) | -11,24
[NiHsL] | -19,36 - - _21,05(4) | -19,98(5) | —20,81(4) | —21,67
[NiH-1L]x - - 2,84(4) - - - -
[Ni2H-2L2]x - 11,55(2) - _ _ _ _
[NizH-sL2]x - 0,98(6) - - - - -
pKi1(N) - 6,1* 8,97 7,52
8,69
pKa(NT) | 735 - 9,03 9,41 9,31 8,24
pKa(N") - - 11,01 10,05 11,14

*koncentracio-eloszlasi gorbe alapjan megallapitott adat
(A ligandumok eltérd bazicitasa miatt a komplexek toltését nem tiintettem fel.)
egy (Ac-SCCS-NH; és Ac-CSC-NH>) akkor egy, illetve két peptidnitrogén koordinalt
részecske képzddik, két egymastol elvalo 1épésben (15. (b) és 18. (b) dbra); (ii) ha
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o H CH20 e
H, \ N CHCN=CH "o
J 2+ CHjp
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H,C 0
22 0 tHC] NH,
HO “cuC-No_ N-cy®o
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OH
HaC 0
CH-C” NH,
0 / \ £/ .
xc-N-.. N=CH™S
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Hyc Oy g2 o
HO //C\QH_N_C,/O
OH,¢ W CH;
=
13. dbra: Az Ac-CSSC-NH;
peptid [NiH-1L]™ (a),
[NiH ,L]*> (b) és [NiH sL]*
(c) komplexének feltételezett
szerkezete

a tavolsag két aminosav (Ac-CSSC-NH; és Ac-
CGSC-NHy), a C-terminalis ciszteint megel$z6
harom peptid-NH-csoport szintén egymastol
fiiggetlen lépcsdkben deprotonalddik és teliti a
Ni(ll)-ion koordinacioés szférajat (13. dbra). A
megkotésében a  kisebb  pH-
[NiL]

fémion
tartomanyban  keletkezd Osszetétell
komplexekben mind a két tiolatcsoport részt
vesz, ami a [NiH-1L] (13. (a) dbra) komplexben
akadalyozza a  kovetkez6 peptidnitrogén
koordinaciojat. A pH novelésével keletkezo
[NiH-.L] (5,5,6)-taga
csatolt kelatrendszer ([S™,N7,N-,S7] koordinaciods
mod)

kedvezményezett folyamat (13. (b) dbra). A

részecskében stabilis

jon 1étre, amely képzodése
[NiH-sL] komplex csak ugy alakulhat ki, ha egy
tiolatcsoport a koordinacios szféraban peptid-N-
csoportra cserélodik, ami 10-11-es pH koriil

jatszodik le, ez indokolja a pKs(N) Ac-

SKPKTNAKHA-NH; peptidéhez viszonyitott nagyobb értékét. (iii) Ha a peptid két
ciszteint tartalmaz harom aminosav tavolsagban (Ac-CSSACS-NH), akkor az N-

terminalis tiolatcsoport kevésbé gatolja a C-termindlis ciszteint megel6z06, két peptid-

N~ csoport deprotonalddasat és koordinacidjat, mert bar ez a folyamat nagyobb pH-n

torténik, mint az Ac-SAAC-NH; esetében, ugyanakkor kooperativ modon — amit

egyértelmiien a ciszteinek k6z6tti nagyobb tavolsag eredményez. A pKs(N~) ebben az

esetben is, hasonléan az Ac-CSSC-NH: és Ac-CGSC-NH: ligandumokhoz, nagy, ami

szintén azzal magyarazhato, hogy a tiolatcsoportnak a koordinacids szférabol ki kell

kertilnie az [N,N7,N-,S7] koordinacié megvaldsulasahoz (13. (C) dbra).
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4.2.3.1. A [NisL4]* komplex tulajdonsagai

A [NisLs]*  Osszetételt

/\ /\ komplex feltételezett szerkezetét
ST ST

ST -S7 | mutatja be a 14. abra. Meg kell

N2+ T N2t w2t
NI . .-NI . /'Nl~ .. azonban jegyezni, hogy nem csak két,

s~ s™
\\_/ hanem tobb egység egymashoz

kapcsolodasara is van lehet6ség

14. dbra: A [NisLs]* komplex | polinuklearis komplex keletkezése
sematikus abrdja

kozben. A  tobbmagvi komplex
képz6dését tamasztja ala, hogy az abszorpcios spektrumok intenzitasa a ligandumtol
maximumaig, novekszik — kiugréan nagy molaris abszorbancia értéket elérve (e ~
1100 Mlcm™) — majd pedig csokken, mikdzben az abszorpciés maximumok
hullamhossza eltolodik, amely jelenséget a polinuklearis komplex megsziinése idézi
el6. A 434 nm-en rogzitett abszorbancia értékek pH-fiiggése kozel jol koveti a
[NisL4]? koncentraciodjat (15. (b) dbra).

12 1,0
A S8
La = 0.6
é04
04 =
0.2
p g
0,0 : 0,0 '
250 450 650 30 45 6,0 7.5 9,0 10,5
2  Hullimhomhossz (nm) b pH

15. dbra: A Ni(ll):Ac-CSC-NH; [1:1,1 ardnyu rendszerének abszorpcids
spektrumai (a) és koncentracio-eloszlas gorbéi a 434 nm-en mért abszorbancia
értékkel (b) (enian = 1,03-10"% mol/dm®)

4.2.3.2. A [NiH.L] komplex tulajdonsagai

A peptidek vazaban talalhato, a horgonycsoportot megel6z0, elsé peptid-NH-
donoratom deprotonalodasa pH 7,5 felett kezdédik el a [NiH-iL]~ komplex
keletkezésével. Amennyiben megvizsgaljuk az Ac-CSC-NH2 és Ac-CSSC-NH;
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3,0 ‘}a /[Ni3L4]2‘ 10 r
s

~ 1.5 _r " \ . ?0 5 | / [N|3L4]
'e o
L 0,0 { A ©
s Lﬁf' F 4\2Q/ \_"62 s 0,0 /J : A
%-1.5 H ~ X < 220(N/320 Y 520
2 ’ | / [NiH-2L]> &

3.0 1\ [NiH1L]x> 05 T [ INiH-LT

g [NiH-2L]* \/MNiH-.L]>

i Hulldimhossz (nm) 4.0 Hullaimhossz (nm)
17. dbra: Az Ac-CSC-NH: (a) és Ac-CSSC-NH; (b) Ni(ll)-komplexeinek
egyedi CD-spektrumai

/\ o peptidek ezen  komp-

N- lexeinek egyedi spekt-
rumait, az lathato, hogy

HZN—C/CH S S \S/CHZ mig az elsd peptid ese-

\/ tében a spektrum rosszul

- definidlt az UV-tarto-

16. dbra: A [NiH_1(Ac-CSC-NH,),]* komplex
sematikus abraja
nem (17. dbra), amibdl arra kovetkeztetiink, hogy a [NiH_1(Ac-CSC-NH,)] részecske

manyban, addig a méasodik

tobbmagva. Ez azért lehetséges, mert a [S,N,S] koordinaciés mod
megvaldsulasakor a fémion koordinacids szféraja telitetlen, vagyis egy, masik
ligandumtél szarmazd, ujabb tiolatcsoport koordinalédhat hozza (16. dbra).
Biszkomplex keletkezését nem tudtuk kimutatni, igy feltételezhetd, hogy az elsé
peptidnitrogén deprotonalodasat és koordinacidjat kovetéen is megmarad a
polinuklearis szerkezet (legalabbis részben) és csak a masodik peptid-N-
deprotonalodasat kovetden alakul ki egymagvi részecske szamottevé mennyiségben,

amit a spektralis valtozasok is alatamasztanak.
4.2.3.3. A [NizH_2L;]x és [NizH_sL2]x komplexek tulajdonsagai

Az Ac-SCCS-NH; ligandum esetében a teljes pH-tartomanyban tobbmagvi
komplexek vannak jelen, mivel nagy molaris abszorbanciaval jellemezhet6 UV-

lathato-spektrumokat kaptam minden fémion/ligandum aranynal. Ezeknek csak az
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NizH.oL,]%
1500 p; 11,45 =10 [NizH-2L ]« .
o
~ | pH1LOL 2 o A
£ 1000 | pH 6,00 = o6 0.2
o omm Uy
7 \ pH 5,20 =
S 500 | £ 0.1
w %’ 0.2
o 22 200 4 E 0,0 0,0

500 700 3,0 5.0 7,0 9,0 11,0
Hullamhossz (nm) pH
18. dbra: Az Ni(l1):Ac-SCCS-NH, [:2,6 aranyu rendszerének abszorpcios
spektrumai (cnign = 1,58-10°% mol/dm®) (a) és az 1:2,6 fémion/ligandum
rendszer koncentracio-eloszlas gorbéi az 527 nm-en mért abszorbancia pH-
fiiggésével (b) (enian = 5,01-10~* mol/dm?)

intenzitasa valtozik pH 6 felett, de a lefutasa nem (18. (a) dbra). Ezt mutatja be a

3.0 [NizH_5(SCCS)z]x ligandumfelesleget tartalmazé minta

A [NiH_,(CSSC)] analizisekor rogzitett abszorbancia

2,0 [NiH_(CGSC)] értékek pH-fiiggése is (18. (b) dbra).

[NiH_,(CSC)] Osszehasonlitva az dsszes két ciszteint

1.0 [NiH_ ;(CSSACS)] | tartalmazod peptid erésen lugos

kozegben felvett spektrumait (19.

0,0 abra) lathato, hogy az Ac-SCCS-NH;
300 400 500 600  re .

Hullimhossz (nm) komplexe esetén eltétrés mutatkozik a

19. dbra: Az erdsen ligos kizegben | tobbihez képest, ami a komplexek

(pH >11) felvett egyedi spektrumok eltéré szerkezetébol fakad. A fémion

megkdtésében javarészt a két tiolatcsoport és a két cisztein aminosavat 0sszekotd
peptid-N- vesz részt ([NizH-L2]x*), ugyanakkor er8sen bazikus kozegben
mar az N-terminalis felé kovetkezé peptid-N- helyettesithet egy tiolat-S~— donort
([NizH-sL,]®, pK([NizH-2L2]x/[NizH-sL2]x) = 10,57). Erre bizonyiték a 350 nm koriili
S~ — Ni(Il) és a 271 nm-nél megjelené N~ — Ni(Il) toltésatviteli sav jelenléte a teljes
pH-tartomanyban, valamint az intenzitasban bekovetkezé kismértékii csdokkenés és
novekedés, amely az 0j komplex kialakuldsa miatt jelentkezik (18. (b) dbra). A
fémion koordinacidjat és a siknégyzetes geometriat az erés d-d elektronatmenetek

jelzik.
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4.2.3.4. A [NiH-,L] komplex tulajdonsagai

........... [NiH_»(CSSC)])

~10 | — [NiH2(HAAQ)])
|
HU
|
s "
4
-1,0
-2,0 - Hullaimhossz (nm)

20. dbra: Az Ac-CSSC-NH; és Ac-HAAC-
NH: peptidek [NiH-.L] komplexeinek CD-

spektrumai

A [NiH.L]* 0Osszetételt
egymagva komplex feltételezett
koordinaciés modja [S,N-,N-,S7].
Az Ac-CSSC-NH: ¢és Ac-HAAC-
NH: peptidek megfelelé komplexei
CD-gorbéinek hasonlosaga a d-d
tartomanyban (20. dbra) a hasonlo
koordinacids modot tamasztja ala —
a [NiH2(HAAC)]" kotés modja
[Nm,N°NST. A 21. (1)

és (b) abra kiilonb6z6 [NiH-_,L] komplexek egyedi CD-spektrumait mutatja be. A 21.

As
3 & a As

225
-8

14
- - -[NiH(CSSC)] 3

[NiH(CSC)]
R [Ni2H2(SCCS)]x
—[NiH(CSSACS)] 5

-20

ey g e o

<

r

-26

:.'..-.S‘ 5 .é

L‘ A, .( \ N -C/
H\.,('H'd'.\\‘s _N-~cH "o

> o~ \CH\C/S—
5 H,

- - - [NiH»(CSSC)]
[NiH_»(CSC)]
—— [NiH_»(CSSACS)]

pll
H,C
o CH-C -0 NH
“ATs 2+
9 Nl; __CH,

d

21. abra: Az Ac-CSSC-NHz, Ac-CSC-NH3, Ac-SCCS-NH: és Ac-
CSSACS-NH, [NiH :L]*> komplexeinek egyedi CD-spektrumai
(a, b), (4e (M'cm™) és A (nm)), valamint az Ac-CSC-NH; (c) és
Ac-CSSC-NH, (d) [NiH..L]* sematikus dbraja a keldtok

tagszamdanak feltiintetésével
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(a) és 21. (b) abra egymastdl abban tér el, hogy az (a) rész tartalmazza az Ac-SCCS-

NH; komplexének CD-gorbéjét is. Az abran az lathat6, hogy az Ac-SCCS-NH;

komplexe CD-gorbéjének intenzitasa szignifikansan eltér a tobbitdl, ami a

[NizH_.L.]«* komplex polinukledris mivoltira vezethetd vissza. Az Ac-CSC-NH;

esetében szabalyos (5,5,6)-tagu csatolt kelatrendszer alakul ki (21. (¢) dbra), mig a
masik két esetben ett6]l nagyobb tagszamu (5,5,9) (21. (d) dbra) tovabba (5,5,12)-taga
csatolt kelatrendszer (AC-CSSACS-NH,) valoésul meg, mely miatt utobbi Kettd

spektruma hasonlo, mig az els6é eltéro.

4.2.3.5. A [NiH:L]| komplex tulajdonsagai

A [NiHL] egymagvi részecskében a koordinaciés mod [N-,N-,N-,S7,

[NiH3(SAAC)]

[NiH_5(CSSC)]

Hullamhossz (nm)

22. abra: Az Ac-SAAC-NH; és az Ac-

CSSC-NH: ligandumok erdsen lugos
kozegben mért CD-spektrumai
0.6 r [NiH_3(CSSC)]
[NiH_3(CSSACS)]
~02 -
£ H —
T 02220 520 .
S-0.6 | \
[NiH_3(CGSC)]
10 *+

Hullimhossz (nm)

23. dbra: Az Ac-CSSC-NH,, Ac-CSSACS-
[NiH sL]*

NH, és az Ac-CGSC-NH;
komplexeinek egyedi spektrumai
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amelyet a 22. abra mutat meg,
amelyen az Ac-SAAC-NH; és az
Ac-CSSC-NH; peptidek harom
peptidnitrogén koordinalt részecs-
kéinek CD-spektrumat tiintettem
fel. A CD-spektrumok lefutasa

kozel azonos, ami nemcsak a

feltételezett koordinaciés modot
igazolja, hanem arrdl is informaciot
ad, hogy a C-terminalis cisztein a
horgonycsoport a fémion szama-
ra.
Az egyedi spektrumok tekin-
tetében elmondhato, hogy az Ac-
SCCS-NH;  spektruma

kiilonbozik a 21. (a)

nem
abran
feltiintetettdl, azaz a polinuklearis
szerkezet nem bomlik fel nagy
pH-értékeken sem. A tobbi komp-

lexnél a rogzitett spektrumokat a
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23. abran tiintettem fel. Az Ac-CSSC-NH; és Ac-CSSACS-NH; peptidek komplexei
CD-spektrumainak lefutasa hasonld, amelyekt6l az Ac-CGSC-NH; peptidé mutat
kiilonbséget. Ennek oka, hogy utobbi peptidben ¢és komplexében, a
szimmetriacentrumok szama lecsokken, ami inverziot idéz elé a d-d tartomanyban.
Ez az inverzid szintén lehet6séget adott annak megallapitasara, hogy a C-terminalis
cisztein az elsédleges kotohely a Ni(I)-ion szamara. A d-d savok nagy intenzitasa €s
helye az UV-lathato- ¢és CD-spektrumokban minden ligandum esetében a
siknégyzetes geometriara utal.

A vizsgalataim soran felvett spektrumokbdl nyert adatokat 6sszehasonlitva
az irodalomban a CC (Fiiggelék 24. tablazat), CXC (Fiiggelék 25. tablazat) és CXXC
(Fiiggelék 26. tablazat) motivumot tartalmazo peptidek Ni(II)-komplexeinek
megfeleld adataibol levonhato kovetkeztetések: (i) A CC egységet tartalmazo (Ac-
SCCS-NH) peptid lagos pH-tartomanyban hasonld spektralis paraméterekkel
jellemezhet6, mint az irodalomban kozolt Ac-ACCHDHKKH-NH,, ugyanakkor ezen
ligandum tanulményozasakor a teljes pH-tartomanyban kizardlag egymagva
komplexek létrejottét mutattak ki. (i) Az Ac-CSC-NH, ligandum Ni(l1)-komplexeire
kapott értékeket Osszevetve az Ac-CGC-NH, molekulaéval az adatok egymassal
hasonlésagot mutatnak, azonban a polinuklearis szerkezetii komplexek kialakulasaval
nem szamoltak. Az altalunk tobbmagvi komplexként azonositott [NigLs]?> és
[NiH1L]® helyett egy peptidnitrogén koordinalt [NiH_iL]~ ([S,N-,S7]), illetve
nagyobb pH-n biszkomplex ([4S7]) keletkezését allapitottak meg; annak ellenére,
hogy minden részecskénél jelentkezik a N~ — Ni?* toltésatviteli sdv 260 nm
hullamhossz koriil. (iiif) A CXXC motivumot magukban foglalé peptidek komplexeire
jellemzo értékek az irodalomban kzolt két ciszteint tartalmazé peptidek megfeleld
komplexeinek értékével hasonlosagot mutatnak.

Annak szemléltetésére, hogy melyik fémiont kotik meg a ligandumok a
leghatékonyabban, az Ac-CSSC-NH; peptid predominancia diagramjat tiintettem fel
(24. abra), amelyen lathatd, hogy fiziologias pH-tartomanyban a peptid korilbeliil
90%-ahoz Cd(I1)-ion kotédik, azaz ezt az iont képes leghatékonyabban megkotni.
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1,0
)

Cd(11)-komplexek

508
. Ni(l)-
komplexek

11
S
o

Ac-CSSC-NH:

t

ot

=
Il

Zn(11)-

Pb(I1)-komplexek komplexek

24. dabra:
Cd(n):zn(11):Pb(11)[182]:Ni(Il):Ac-CSSC-
NHy 1:1:1:1:1 rendszer predomancia gorbék
(fémiononként a komplexek koncentrdcioja
osszegezve) (eman = 1,00-1073 mol/dm?)

4.3. Tau fragmensek

Kutatécsoportunk az amiloid-f molekulat és mutansait kiterjedten vizsgalta.
A neurodegenerativ megbetegedésekben azonban nemcsak az amiloid-§ érintett,
hanem a tau fehérje is, ezért szisztematikus vizsgalatokat kezdtiink el, amelyek a
szekvencidban taldlhatdé kiilonbozd kotdhelyek koordinacidos kémiai viselkedését
célozza.

A fehérje N-terminalis régidja nem kotédik a mikrotubulusukhoz, igy
lehetdség van arra, hogy fémionok kétodjenek hozza. Ebben a fehérje-szakaszban két
hisztidin talalhat6 (His14 és His32), ezért munkam soran a két hisztidint egyenként
tartalmazo peptideket (Tau(9-16) (Ac-EVMEDHAG-NH;) és Tau(26-33) (Ac-
QGGYTMHQD-NH,) allitottunk el6 és vizsgaltunk. A Tau(26-33) vizoldhatdsaga
korlatozott, ezért egy olyan muténst is szintetizaltunk, amelynek a szekvenciajaban
GlIn/Lys cserét hajtottunk végre, hogy noveljiik a vizoldhatosagot: Tau(26-33)m (Ac-
KGGYTMHK-NH;) — a Tau(26-33) vizsgalatait hig oldatok felhasznalasaval
elvégeztiik. Annak eldontésére, hogy a tirozin aminosav hatassal van-e az
oldategyensulyi folyamatokra, egy tirozint nem tartalmazé mutans, a
Tau(26-33)mA (Ac-KGGATMHK-NH;) molekula szintézisét és analizisét is

elvégeztiik. A kotbhely preferencia megallapitasara egy olyan két hisztidint
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tartalmazo peptidet is tanulmanyoztunk, amelyben a két kiilonbozd kornyezetii

hisztidint tartalmazo szekvenciat kapcsoltuk dssze (Ac-EDHAGTMHQD-NHy).

4.3.1. Szabad ligandumok protonalédasi egyensulyai
A tanulmanyozott ligandumok, illetve 6sszehasonlitast lehet6vé tevo peptidek

16. tablazat: A vizsgalt ligandumok deprotonadlédasi dallando értékei (I = 0,20
mol/dm?® KCI, T = 298 K)

s @ < g | @ = .
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deprotonalodasi egyensulyaira jellemz6 allandokat tiintettem fel a 16. tablazatban. A
tablazat adataibol lathato, hogy a karboxil-, az e-NHa- és a fenolos-OH-csoportok pK-
értékei jO egyezésben vannak az irodalomban korabban mar kozolt peptidekével. A
hisztidinekre jellemz6 adatokat megvizsgalva az lathatd, hogy a Tau(9-16) és
Tau(12-16)(30-34) esetében nagyobbak a t6bbi egy, illetve egymastol tavol hisztidint
tartalmazo ligandumokkal szemben, ami a karboxilatcsoportok nagy szamaval,
egyszersmind a ligandum negativabb karakterével magyarazhato.

UV-CD technikat alkalmazva tanulmanyoztuk, hogy milyen hatassal van a

1 250 190 21050 250
A—lo —~~ -10 r g s
7 | '
5 5
7 7 pH=4
2-30 \E/ 30 k&
> ———-pH=7 4 f .+ BHST
. < ke -
50 pH=10 &5 S pH=10
Hullamhossz (nm) HullAmhossz (nm)

25. dbra: A Tau(9-16) és Tau(12-16)(30-34) peptidek UV-CD-
spektrumainak pH-fiiggése

sz

végeztiink méréseket, ezek eredményei koziil kett6t szemléltetésiil mutatok be a 25.
abran. Mint lathato, a pH novelése gyakorlatilag semmilyen hatassal nincsen a
Cotton-effektus mutat. Az abszorpcidés maximum helye a spektrumban, el6zo

vizsgalatok [191] alapjan, rendezetlen szerkezetrdl arulkodik.

4.3.2. Cu(ll)-Tau(9-16) rendszer vizsgalata

A Tau(9-16) (Ac-EVMEDHAG-NH;) Cu(ll)-komplexeinek stabilitasi
allandoit (17. tablazat) pH-potenciometrias modszerrel hataroztuk meg. A tablazat
adatai tiikrozik, hogy csak 1:1 dsszetételli, egymagvu komplexek képzddnek. 1,5:1
fémion/ligandum arany esetén nem tapasztaltuk kétmagvi komplexek kialakulasat,
azaz a peptid aszparaginsav és glutaminsav oldallancai nem képesek kiilon

kotohelyként viselkedni. A gyengén savas pH-tartomanyban imidazol-koordinalt
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17. tablazat: A Cu(ll)-Tau(9-16) rendszerben keletkezé komplexek stabilitdasi
dallandéi (I = 0,20 mol/dm® KCI, T = 298 K)

I v 5
—_ V) o
i e 2 |2 %% % |3 m
f Fl| L o — T g :L 1 o 2 5 <2 2
= S<LUZ|S<QF| <UL |g<FT
S S 2’12 22| ¢ 8z |2 °z
<
[CuHL] 0,66 (17) | 1447 8,02 _
[CuL] 5,04 (7) 7,96 457 3,94
[CuH_L] _ 2,23 2,09 2,59
[CuH_L] -8,09 (7) —6,53 -8,03 -8,21
[CuH_L] -16,61 (11) -16,74 -16,24 -16,18
PK(ND): | pK(NY) 6,51 6,66 6,53
pK(N), 1,24tlag 6,57 5,73 6,12 5,94 6,30 5,62 564
pK(N)s 8,52 8,76 8,21 7,97
IgK(Cu+1m) 5,04 4,20 457 3,94

(A komplexek toltését az egyszeriliség kedvéért nem tiintettem fel.)

[CuHL] és [CuL] komplexek, a pH novelésével pedig peptidnitrogén koordinalt
[CuH_,L]?* és [CuH sL]* komplexek (26. dbra) képzddnek. A keletkezd komplexek

210 1o
2

~08 -
g
=06 -
O
04 -
e
€02 -
=00

pH

szer koncentrdcio-eloszlds gorbéi

1,00-102 mol/dm®)

26. dbra: Cu(ll):Tau(9-16) 1:1 ardnyu rend-

(ccuy =

stabilitasi allandoinak Ossze-
hasonlitasa kozvetleniil nem
lehetséges, ezért a
I[gK(Cu+Im) képzett allan-
dot ((8) egyenlet) is fel-
tiintettem a  tablazatban.
Osszehasonlitva az értékeket
egymassal lathaté, hogy a
Tau(9-16) esetén ez az érték

0,8-1 logaritmus egységgel

nagyobb a t6bbit6l, ami azzal magyarazhatd, hogy a karboxilatcsoportok szama a

tanulmanyozott molekuldban a

legnagyobb, melyek nagy valdszinliséggel

koordinalodnak a [Cu(Ac-EVMEDHAG-NH2)]- komplexben. A [CuL]™ részecske

megndvekedett
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deprotonalodasat és koordinacigjat kismértékben a lagos pH-tartomany felé tolja. A
két peptid-N- csoport koordinacioja egy 1épésben, kooperativ médon valdsul meg, ami
az egy hisztidint tartalmazo peptidek esetén nem szokatlan ([187,84]). A harmadik
vazdonor koordinacidja a fémionhoz elkiiloniilt Iépésben jatszodik le, és a folyamatra

jellemzd pK-érték 6sszhangban van mas peptidek ilyen komplexeinek értékével (17.

tablazat).
A koordinaciés moédok meg-
[CUH_sL]4_
allapitasara  kiilonb6z6  spektrosz-
0,12 | [CuH-L]" e
’ [CuLl koépiai modszereket alkalmaztunk. A
A Cu(I-ion-tartalmu rendszerekre jel-
0,06 | [CUHLT | temzs UV-lithaté-spektrumokat a 30.
\Q \ abra szemlélteti. A pH novelésével az
0.00 . . . ) abszorpcidos maximumok  hullam-
220 370 520 670 820 hossza hipszokrém eltolodast szenved
Hullamhomhossz (nm) | (18 ;:1/5-47). ami megfelel a Cu(ll)-
27. dbra: A Cu(ll):Tau(9-16) 1:1,1 | . o o )
ardanyi rendszerében keletkezs | 1on korili ekvatoridlis  sik N-
komplexek egyedi spektrumai donorokkal torténd feltsltédésének.

Az empirikus képlet ((11) egyenlet) segitségével kiszamolt Amax értékeket a 18. tabla-

zat tartalmazza. A [CulL]™ komplex-

pH 7,14 ben, az abszorpcids spektrum ma-
~10 oH 6,60 &( ximélis elnyelési hullamhosszanak
|
g 0,5 helye alapjan, a fémion koordinacios
5 00 N 5 e szférajaban az  imidazolilcsoport
2,522 42 620 ! P
w U , Iy
<-1 i BH 8,62 mellett legalabb egy karboxilat
’ csoport is talalhatd. A vazkoordinalt

4
1,5 Ul pH1104  PHO919
HullAmhomhossz (nm)
28. dbra: Cu(11):Tau(9-16) 1:1,1 aranyy | Maximumai: a 3N-es ([N",N",Nim])
mintdjanak CD-spektrumai koordinacio6 esetén 582, a 4 N-esnél

(IN7,N,N-,Nim]) pedig 521 nm. Ez mind a két esetben kisebbnek bizonyult a Tau(9-

komplexek szamolt abszorpcids

16) részecskéinek spektrumabol leolvasottol. Ez valamilyen egyéb csoport

ekvatorialis vagy axialis koordindcidja miatt lehetséges.
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A 31. abran az 1:1,1 aranyu minta CD-spektrumainak pH-fiiggése lathato. A
Cu(ll)-Nim koordinacié nem jar CD-aktivitassal, igy a 6,1-es pH feletti CD-
spektrumok a [CuH._,L]*" és [CuH sL]* komplexekre jellemzéek, amit a CD-
spektrum UV-tartomanyaban 246 és 260 nm-nél talalhato N~ — Cu(Il) toltésatviteli
sav és a ~330 nm hulldmhossznal megjelend Nim — Cu(Il) sav jelenléte erdsit meg.

18. tablazat: A Tau(9-16) Cu(ll)-komplexeinek spektrdlis paraméterei (Amax
(nm)/(4)e (Mtecm™), Ay (10%-cm™))

Részecske | 1coordindcios uv CD ESR Szamolt
m()d )\.max/s )\.max/AS g " A" ;\rmax
[CuHL] [Nim] 747/38 — |2.344] 148 759
[CuL] [Nim, 2/3 COO] | 691/44 - 2,315| 160 680/704
651/+0,34
[CUH_L]* . 557/+0,40
[Nim, 2 N] 616/74 339/_023 2,239| 163 583
246/+7,13
627/+1,05
[CuH_sL]* 498/-1,21
[Nim, 3N] 530/144 | 329/+1,20 {2,194 | 200 521
295/-0,97
260/+7,39

Az ESR vizsgalatok soran az 5-6,5 pH-tartomanyban két részecske jelenlétét
tapasztaltuk, ami megfelel a 26. abran feltiintetett részecske-eloszlasnak. A [CuHL]
komplexre kapott gi- és Aj-értékek a Cu(ll)-Nim kotédéshez rendelhetéek és
Osszhangban vannak az AC-NGAKALMGGHGATKVMVGAAA-NH; [193]
ligandum ilyen kotési modu komplexével, amelynél g/A 2,358/141-10% cm™. A
[Cu(Ac-EVMEDHAG-NHy)]-komplexre kapott g-értékében tapasztalt csokkenés és
az A novekedése az el6z6 értékekhez képest bizonyitja a -COO™ koordinaciot, amely
segiti a imidazolilcsoport fémionmegkotését. A [CuH-L]* komplexre kapott
paraméterek megegyeznek egy olyan peptidek adataival, ahol egy hisztidin és két
peptidnitrogén van a Cu(l)-ion koordinacids szférajaban kiegésziilve egy
karboxilatcsoport kotédésével (CuH-_o(Ac-HHVGD-NH,)]™ g//A;2,205/179-10“cm™*
[CuH_2(Ac-HVGDH-NH,)]~ gi/A; 2,232/188-10* cm™ [193]). Az [N7,N-,N-,Nim]

koordinacioju [CuH sL]* részecske jellemz6 adatai megegyeznek mas ligandumok
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vonatkozo6 adataival — példaul [CuH_s(Ac-FKHV-NH)]™ g/A; 2,195/195-:10 4 cm™?
[192]. A vartnal kissé alacsonyabb Aj-értéket a koordinacios sik torzultsaga

okozhatja.

4.3.3. Tau(26-33) és mutansainak Cu(II)-komplexei

A pH-potenciometrias titralasok (29. (a) dbra) soran kapott adatok alapjan
meghatarozott stabilitasi allandok értékeit a 19. tablazat tartalmazza (a toltések az
eltérd bazicitas miatt nem szerepelnek). Biszkomplexek képzodését nem tapasztaltuk
még haromszoros ligandumfelesleg alkalmazasa mellett sem. A szekvenciaban a lizin
¢€s/ vagy tirozin aminosavak jelenléte tobbszordsen protonalt komplexek keletkezését

okozza (29. (b) dbra). A Kkiilénbozé koordinaciéos modok, igy masfajta

12 [ szabad ligandu 10 ¢ [CulL]*  [CuHAL]
=
10 + :i E 0.8 |
=
m T \ F06
= @m:L121 |2
6 £04 |
g
. ° i
1 u(II): L 1:1,1 = 02
2 . 0.0 . 4 : .
-1 01 2 3 4 5 6 7 8 3 5 7 9 11
a lagekvivalens b pH
29. dbra: A Cu(ll)/Tau(26-33)mA rendszerek titrdaldsi gorbéi (a) és a fémionl/
ligandum 1:1,1 ardnyu oldatanak koncentrdacio-eloszldas gorbéi (b)

komplexdsszetétellel rendelkeznek, amelyet jol mutat, hogy a Cu(Il)-Nim kdtésmodot
tartalmazo [CuHsL], [CuH:L] és [CuHL] komplexek sztochiometriaja aszerint
valtozik, hogy azt az Ac-KGGYTMHK-NH;, Ac-KGGATMHK-NH; vagy az Ac-
QGGYTMHQ-NH: képezi. Ezt figyelembe véve elmondhat6, hogy a térzskomplexek
szama megegyezik a Tau(9-16)-nal megismertekkel. A komplexek stabilitasa és a
spektralis paraméterek, ugyanakkor, masfajta oldategyensulyi viselkedésrdl tesznek
tantibizonysagot. A tablazatban szerepl6 pK(Tyr-OH)- és pK(Lys-NHs")-értékek a
megfelel6 komplexek — [CuH_1L], [CuH_.L], [CuH_sL] — deprotonalddasara jellemzé

értékek (amely szamszerisitve a komplexek stabilitasanak kiilonbségét jelenti,
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19. tdablazat: A Cu(ll)-Tau(26-33) és mutansai esetén megallapitott Cu(ll)-
komplexek stabilitdsi dllandé értékei (I = 0,20 mol/dm® KCI, T = 298 K)

I = £ |E I EE s ¢
T L B P82 | TuRE |Seas
> 82528252 ¢35z |g2uz
=Y g O s O = QO © P
> O T O = O o>
= o Foo¥ - Y w
[CuHsL] - 34,15 (3) - -
[CuH,L] - - 25,18 (3) -
[CuHL] 13,26 (14) | 23,98 (9) - 9,66
[CuL] - 16,01 (2) 14,77 (2) 5,04
[CuHL] 3,23 (5) 6,68 (2) 6,78 (3) -
[CuH_L] 560(9) | —-3,58(2) ~3,19 (4) -8,09
[CuH_sL] ~15,47 (8) | -14,09 (1) | -13,67 (4) -16,61
PK(N) 125012 5,02 5,09 5,21 6,57
PK(N)s3 8,83 7,97 7,99 8,52
IgK(Cu+Im) 3,78 3,93 4,48 5,04
pK(Tyr-OH) 9,87 — - —
pK(Tyr-OH) — 9,33 — —
pK(Lys-NH3*) — 10,26 9,97 -
pK(Lys-NH3*) - 10,51 10,48 -

példaul pK(Tyr-OH) = Ig8[CuH_»(Tau(26-33)] — Ig8[CuH_3(Tau(26-33)]). Ezek a pK-
értékek jo egyezésben vannak a szabad ligandum tirozin és lizin aminosavaira
meghatarozott pK-értékkel, ami azt jelenti, hogy a fémion megkotésében nem vesznek
részt ezek az aminosavak ((8) egyenlet). A His32 tartalmu peptidek Gsszevethetdk az
irodalomban k6zolt mas egy hisztidint belsé pozicioban tartalmazo peptidekével (Ac-
SKPKTNAKHA-NH; IgK(Cu+Im) = 3,53 [187]), ugyanakkor az értékek Kisebbek,
mint a Tau(9-16) peptidnél megallapitott, ami a karboxilatcsoportok hianyara
vezethetd vissza.

A szabad ligandumok titralasa soran fogyott lig mennyiséghez képest extra
mér6oldat fogyasztd folyamatok lejatszodasat tapasztaltuk (29. (a) dbra), amelyek a
peptidek  vazaban  taldlhatd6  N-donorcsoportok  deprotonalédasanak — és

koordinaciojanak koszonhetd. Az elsé két peptidnitrogén kooperativ moédon kotédik
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a fémionhoz, és a folyamatra szamolt pK(N")1 2. allandok értékei kisebbek olyan
peptidekétdl, ahol kizardlag csak Nim és peptidnitrogén koordinacié valosul meg (Ac-
SKPKTNAKHA-NH2 pK(N)1 2410 = 6,06 [187,193]). Ezt a csokkenést egy extra
stabilizalo kolcsonhatas okozza (példaul egy csoport axialis koordincioja), amelyet a
spektralis adatok is alatamasztanak. A harmadik peptid-NH csoport deprotnalodasa és
koordinacioja kiilon 1épésben deprotonalodik. Az Ac-TKHM-NH. ligandum [87]
esetében a lizin e-NH> csoportja és a treonin hidroxilcsoportja k6zott hidrogénhid
alakul ki, amely konformaciovaltozast okoz, amikor a lizin oldallanc deprotonalodik.
A Tau(26-33) peptid nem tartalmaz lizin aminosavat, ellentétben a mutans
szekvenciakkal, igy nincs lehetdség hidrogénhid kialkulasara, ami indokolja, hogy
ezen peptid esetében a pK(N )3 0,8 logaritmus egységgel nagyobb, mint a masik két
ligandum esetében.

A spektrofotometrias vizsgalatok soran kapott spektralis paramétereket a 20.
tablazatban foglaltam dssze. A két, illetve harom peptidnitrogén koordinalt részecskék
abszorpcios hullamhosszai az 6sszes esetben eltérnek a varttol, ami valamilyen egyéb
csoport fémion megkdtd szerepére utal. A CD vizsgélatok alatt aktivitast szintén a
peptidnitrogén koordinalt részecskék esetében tapasztaltunk (20. tablazat). A tau
fragmensek 3N-es komplexei spektrumanak lefutasa megegyezik az Ac-TKHM-NH;

molekula ugyanilyen koordinaciésmodia komplexének spektrumaval (30. abra) [87].

[Cu(KGGATMHK)]
[Cu(KGGYTMHK]
[CuH_(TKHM)]

N Sae?

Hullimhomhossz (nm)
30. abra: A Tau(26-33) mutansok és az Ac-
TKHM-NH, 3N-es komplexeinek CD-
spektrumai
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20. tablazat: A Tau(26-33) és mutansainak spektrdlis paraméterei (Amax (nm)/(4)e

(Mtem™), Ay (10* cm™))

g
£ - = E
@ ™ =
2 o P )
g S & o
£ =t g &
T < 2 E1

©
S = -
4

uv CD ESR | UV CD ESR | UV CD
Amax/€ Amax/Ag ai Al | Amax/e Amax/Ag ai Al | Mmax/e Amax/Ag

"E 618/-0,68 614/-0,70
Z| ggjﬁ%ig < | © | 49714005 | | _ | © |485/+0,064
S| @ |aem078 | S| S| g |328+078 || & | 5 | 3274080
Il BRI e N | 294/-0,26 | o | 292/-0,43
Z, ' 255/+2,94 254/+2,76
E
zZ 570/-0,78
| o~ | 5621077 | o I~ ' - o | 562/-0,59
Z| S Jaors026 S| S| D | 29022l 2 | 49174022
S| 8 |ogosz1a | S| V| 8§ | 302 G| N8| 975100790
= ' 281/+4,18 '
zZ

Ez alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a

treonin aminosav oldallancaban 1évo

hidroxilcsoport is részt vehet fémion megkotéként az oldategyensulyi folyamatokban

a semleges, illetve lugos pH-tartomanyban.

komplexének sematikus abrdja

HZC—S/CH3 Az ersen bazikus olda-

H,C Y o tokban  [CuHsL]  Osszetételli

O\C/N; N—CH é’ NwLys e komplexek jonnek létre, amelyek-

ben a fémiont egy imidazolil és

" C\ ‘X harom peptivazbeli donoratom kéti
AcLysGlyGly \\:i ( meg (31. dbra). Az empirikus
31 dbra: A Tau(26-33) [CuHsL] képlettel ((11) egyenlet) erre a

koordinacids modra  szamolt
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abszorpcios maximum hulldmhossza 521 nm, a jelenleg targyalt fragmensek esetén
551 nm. Ez a batokrom eltolodas az alkoholos hidroxilcsoport axialis koordinacioja
miatt lehetséges. Az Ac-TKHM-NH; vonatkozo komplexének spektralis paraméterei
551 nm/83 M-tcm, ami kifejezetten jo egyezésben van az altalunk kapott értékekkel.

Az egyedi CD-spektrumokbol (32. dbra) is hasonld kovetkeztetésre jutottunk. Mint

i 15 _
P ', Tau(9-16) L SKPKTNAKHA  Tau(9-16)
510 |5 E 4
L o S <
205 Fit S 205
@ E\S e i P
< 090 f_\""""._l_l'\f.l_,"“l“““:'ﬁﬂ 0’0 ;
300 400% 500,600 700 800 30 ~ 400\ 50 700 800
05 F r R 0.5
¥ N TKHM
¥ [ 8 1,0
v Taus-de) Tau(26-33)

-1,5 o 1,5

Hullamhomhossz (nm) Hullaimhomhossz (nm)

32. abra: A tau fragmensek [CuH_sL] komplexeinek egyedi spektrumai (a) és
azok dsszehasonlitasa mas peptidekével (b)

az abran lathato, a Tau(9-16) komplexének CD-spektruma megegyezik egy ilyen
koézbensé pozicioban hisztidint tartalmazo peptid Cu(ll)-komplexének (Ac-
SKPKTNAKHA-NH;) CD-spektrumaval. Ez azt jelenti, hogy ebben a fragmensben
semmilyen extra stabilizdld kolcsonhatds nincsen, ellentétben a Tau(26-33) és
mutéansaival, amely gorbéinek lefutasa az Ac-TKHM-NH; ligandum részecskéjével
egyezik meg. Ez az eltérés szintén a treonin oldallanc hatasaval magyarazhato.

A 3N- és 4N-es koordinaciés mod esetén a szerkezeti valtozasokat UV-CD
vizsgalatokkal is alatimasztottuk (33. abra). A peptid CD-spektrumaban megjelend
negativ Cotton-effektus (25. dbra (68. oldal)), ami a random elrendez6désii
szerkezetek jelenlétére utal, egy ekvivalens réz(Il)ion jelenlétében lecsokken a pH
novelésével (33. (a) dbra). Amennyiben kivonjuk a fémiont is tartalmazo
rendszereknél rogzitett spektrumokbol a szabad ligandumok ugyanazon pH-n
rogzitett spektrumait, akkor egy pozitiv Cotton-effektus jelenik meg 190-200 nm
koriil és egy negativ 210-220 nm tartomanyban (33. (b) és (d) abra). Korabbi irodalmi

adatok alapjan [191] ezt az imidazol és a peptid-N- donorok koordinacidja, azaz egy
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33. dbra: A Tau(9-16) és a Tau(26-33) Cu(ll)-komplexeinek UV-CD-
spektrumai (a,c), valamint komplexekre jellemzo és a szabad ligandum
spektrumainak kiilénbsége (b,d)

rendezettebb térbeli szerkezet felvétele, okozza. A két tau fragmens koordinacios
szférajaban 1évé donorcsoportok kiilonbozoségét az eltéré UV-CD-gorbék is jol
mutatjak (33. (a) és (c) dbra).

A Cu(Il)-Tau(26-33) és Cu(Il)-Tau(26-33)m fagyasztott mintain, koriilbeliil
semleges pH-n, elvégzett ESR mérések alapjan a [CuH_1L] és [CuHL] komplexekben
a fémion harom N-donoratomhoz koordinalodik. Az Ajadatok mindkét rendszerben
nagyobbak, mint, amit a [C=0/H»O,N",N-,Nim] koordinacids kornyezet fennallasakor
varnank ([CuH_s(Ac-GTHS-NH:] g//A, 2,240/176-10* cm™ [192]), ami nem zarja ki
a metionin tioétercsoportjdnak vagy a treonin alkoholos hidroxilcsoportjanak
koordinaciojat. A 4N-es komplexekre meghatarozott paraméterek megfelelnek mas
ligandumok Cu(ll)-komplexeinek adataival (példaul [CuH s(Ac-GTHS-NH:] g//A
2,201/210-10* cm™ [192]).

A 34. abran egy olyan koncetracio-eloszlas diagram lathato, amely a Cu(ll)-iont az
Ac-EVMEDHAG-NHz ¢és Ac-KGGYTMHK-NH; peptidet 1:1:1 aranyban
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1,0
Cu

zos | (I Tau(26-33)m
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04 |
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S

802 |

0,0 Il v | 1

2 4 6 8 10 pH

34. dbra: A Cu(ll):Tau(9-16):Tau(26-33)m
1:1:1 aranyu rendszer koncentracio-

eloszldas gorbéi (ccuan = 1,00-10~2 mol/dm?)

tartalmazza. Bar mindkét peptid
ugyanazokat a donorcsoportokat
tartalmazza szekvenciajaban a
Cu(ll)-ion megkdtésére, mégis a
fémion szamara a gyengén savas
pH-tartomanyban a Tau(9-16)
szekvencia felé mutat nagyobb
affinitast, mig semleges és lugos
kozegben a Tau(26-33) felé.
Ennek oka ez utobbi szek-
vencianal  kialkulo  axialis

kolcsonhatas stabilizald hatasa.

4.3.4. A Cu(ll)-Tau(12-16)(30-34) rendszer vizsgalat

A Hisl4 ¢és His32 kotohelyet egyarant tartalmazo peptidet, amely
szekvencidgja Ac-EDHAGTMHQD-NH,, azért allitottam eld, hogy a kétféle

12 I'szabad ligandum
) / /ﬂ‘”
I
8 .
Z \
6
4
2 T T T T T T T T T T T T T 1
-10123456 78 910111213
lagekvivalens
35. dbra: A Cu(ll)-Tau(12-16)(30-34)

rendszerek titralasi gérbéi

kornyezetben jelenlévé hisztidin
fémionkGtoképességét Ossze tud-
juk hasonlitani. Hasonl6 un.
kiméra peptidet a prion fehérje
kotohelyeinek tanulmanyozésara
1S szintetizaltak, ennek adatait
Osszehasonlitasként a 21. tablazat-
ban feltiintettem. A ligandum
segitségével vizsgalni tudtuk, hogy
a 34. abran latott kotohely

preferencia mutatkozik-e. Az analizis 1:1,1, 1,6:1 és 2:1 fémion/ligandum aranyok

alkalmazasaval készilt. A két hisztidin aminosav oldallanca egyarant lehet

horgonycsoport, és részvételiikkel kétmagviu komplexek képzodésére is lehetdség

nyilik, ezért tanulmanyoztam fémionfelesleget tartalmaz6 mintakat is (35. dbra). A

keletkez6 komplexek stabilitasi allandoi a 21. tablazatban szerepelnek. A tablazatbol
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21. tablazat: A Tau(12-16)(30-34) Cu(ll)-komplexeinek osszetétele és stabilitdsi
dallandéi (I = 0,20 mol/dm® KCI, T = 298 K)

Ac-HuPrP(94-97)(109-112
IgBIMpHqL] AC-ETSﬂ(i\Z&m%SS?NHZ Ac-GTH%ll\g (P)(]I-)l(l\/I-NHz )
[CuHaL] 16,77 (5) -
[CuHL] 12,24 (6) 15,72
[CuL] 7,66 (3) 9,16
[CuH.L] _ 2,67
[CUH-L] 575 (5) 5,50
[CuH-sL] 14,22 (1) 15,78
[Cu2H-L] - 0,18
[CuzH-sL] 7,18 (5) 6,32
[CuzH-aL] 14,38 (11) 14,00
[CuzH-sL] 22,67 (15) 22,86
[CuzH-6L] 32,12 (15) 33,43
IgK(Cu+2Im) 7,66 5,53
PK(N7)1,24tlag 6,71 6,53
PK(N)s3 8,47 8,17
pK([CuzH-sL])/[CuzH4L]) 7,20 7,68
PK([CuzH-sL]/[CuzHsL]) 8,29 8,86
pK([CuzH-sL]/[CuzH-sL]) 9,45 10,57

(a ligandumok eltérd bazicitasa miatt a komplexek toltését nem tiintettem fel)

lathato, hogy 1:1 Osszetételi monokomplexek keletkeznek (36. (a) dbra), de

biszkomplexek nem. Fémionfeleslege esetén kétmagvii komplexek egyarant

[CuH_sL]]

11
pH

10 Cu(ll)[C 1 [CuHsL]* 1,0
c uL |- 3 c
EO,S | [CuH_;L] ? 0.8
= =
=06 S06
Zo4 T4
g 0 5 icy
50,2 =0,2
(=g oY
=] =
0,0 0,0
3 5 7 9 11 3
a pH b
36. dbra: Az Cu(ll):Tau(12-16)(30-34) 1:1 (a) és 2:1 (b) rendszerek
koncentrdcié-eloszlas gorbéi (ccuan = 1,00-103 mol/dm?®)
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képz6dnek a semleges és lugos pH-tartomanyban (36. (b) dbra). A Cu(ll)-ion
megkdtése két hisztidin aminosav oldallancan keresztiil torténik egy tin. makrokelat
gylrtt 1étrehozva. A IgK(Cu+2Im) értéke a tau fragmens esetében nagyobb, mint az
Ac-GTHSMHKM-NH; esetében, amib6l arra lehet kovetkeztetni, hogy az
imidazolilcsoportok mellett a szekvenciaban 1évé két karboxilatcsoporthoz is
koordinalodik a fémion.

A szabad ligandum titralasa soran fogyott titralooldat mennyiséghez képest
extra lugfogyasztd folyamatok lejatszodasat itt is tapasztaltuk mind az ekvimolaris,
mind a fémionfelesleget tartalmazo rendszernél (35. dbra). Ez a horgonycsoportot
megel6zé peptid-NH donorok deprotonaldodasahoz és koordinacidjahoz rendelhetd.
Az els6 két nitrogén fémionhoz kotédése kooperativ folyamat, és a pK(N)1 2atag-
értékkel jellemezhetd. Ez az érték nagyobb, mint a Ac-GTHSMKHM-NH; ilyen
értéke, azaz, akaracsak a Tau(9-16) esetében, itt is a karboxilatcsoportok
koordinacidja a vazbeli donorok deprotonalodasat és koordinaciojat kissé a lugos pH-
tartomany felé tolja. A harmadik peptidnitrogén koordinacioja kiilon 1épésben
jatszodik le és a pK(N)s-érték hasonlo a HUPrP(94-97)(109-112) peptidéhez.

A dinuklearis komplexekben, akarcsak az egymagvia komplexeknél,
imidazol-N és peptid-N- kotédnek a Cu(Il)-ionhoz, mivel a dinuklearis komplexek
deprotonalodasi allandoi koziil (21. tablazat utolsé sorai; pK(CuaH-xL]/[CuzH _x1L])
= 1gf[CuzHL] — IgB[Cu2H_«1L]) az els6 két allando jo egyezésben van a referencia
peptidével. Mindegyik peptidnitrogén 1épcsézetesen koordinalodik a fémionhoz,
ugyanakkor a hatodik deprotonalédasa és koordinacidja  kismértékben
kedvezményezett a prion modell peptidéhez képest.

A spektroszkopiai vizsgalatok soran kapott adatokat a 22. tablazat
tartalmazza. Az UV-lathaté-spektrumok abszorpcios maximumainak helye a pH
novelésével folyamatosan a kisebb hullamhosszak felé tolodott mind az ekvimolaris,
mind a fémionfelesleget tartalmazo mintak esetén, ami a Cu(ll)-ion koordinacios
szférajanak N-donoratomokkal torténd telitddését kisérd jelenség. A [CuH_,L]*
komplex mért és szamitott abszorpcios maximumanak helye jo egyezésben van, igy a
koordinaciés moéd [N7,N"Nim], mig a [CuHsL]* részecskéhez rendelhetd

spektrumban az
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22. tablazat: Az Tau(12-16)(30-34) spektralis paraméterei (max (nm)/(4)e
(Mtem™), Ay (10*-cm™))

Részecske

Koordinacios
mod

uv

CD

ESR

Amax/€

Amax/Ag

ai

A

Kiszamolt
;\fmax

[CuL]

[2Nim]

2,295

176

[CU H-, L] s

[2N7,2N|m]

590/75

620/-0,40
504/+0,08
331/+0,61
297/-0,15
255/+2,89

2,217

195

582

[CUH,sL]‘F

[3N7,N|m]

564/90

663/+0,22
567/-0,62
496/+0,28
357/-0,02
278/+2,57

2,204

208

521

[CuHLL]*
pH =776

2[2N",Nim]

2,219

186

[CuoH_sL]*
pH = 8,90

[2N-,Nim]
+

[3N7,N|m]

666/+0,04
580/-0,11
511/+0,20
344/-0,16
250/+5,40

2,228

183

[CUZerL]Sf

2[3N7,N|m]

550/86

642/+0,49
546/-0,51
492/-0,43
367/-0,03
308/+0,96
266/+3,17

2,196

204

521

abszorpcidos maximum batokrém eltolodast szenved a szamolt értékhez képest, ami
valamely csoport axialis koordinaciojara utal. Ez a jelenség [CuzH sL] komplex
esetében is feltételezhetd.

Intenziv CD-spektrumokat [N-,N~,Nim] és [N",N-,N",N;m] donorszett esetében
rogzitettem minden fémion/ligandum arany esetében, ahol a donorcsoportok
koordinacidjat a 326 nm koriil megjelend Nim — Cu?* és a 255 nm koriil jelentkezd
N- — Cu? tdltésatviteli sav mutatja.

A 37. (a) abra a kilénb6z6 tau fragmensek [CuH_sL] 0Osszetételi
komplexeinek CD-spektrumait szemlélteti, kiegészitve egy olyan szamolt gorbével,
amelyet a Tau(9-16):Tau(26-33) spektrumainak 5:95 aranyu 6sszegzésével kaptam.
Mint lathat6, a Tau(12-16)(30-34) és a Tau(26-33) spektrumai kozel azonosak,
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azonban teljesen eltér a Tau(9-16)

esetén

“ Tau(12-16)(30-34)
- : Tau(9-16)

4 Z Tau(26-33)

Tau(9-16): Tau(26-33)
59%0:95%
500 700
HullAmhombhossz (nm)

/ 0
o CHC C//

N
GCuZ*- “2 QD-NH?

1

~~GTMHQD-NH

H3C\Cl/i 2
| H?

HN 0
o 4- 4\ c

37. abra: A kiilonbozé 4N-es komplexek
egyedi spektrumai (a), His32 izomer (b) és a
Hisl4 (c) izomer szerkezeti kepletei
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rogzitettdl. Ugyanakkor a
Tau(12-16)(30-34)
jobban kozeliti az a CD-gorbe,
amely a Tau(9-16):Tau(26-33)

spektrumainak 5:95 aranyban

spektrumat

vald Osszegzésével adodik, tehat
két koordinaciés izomer van
jelen az Ac-EDHAGTMHQD-
NH: pH-

tartomanyban: 5%-ban tartalmaz

oldatdban lugos

az oldat olyan komplexet,
amelyben a Hisl4 a kotéhely
(37. (b) abra) és 95%-ban olyat,
amelyben a His32 (37. (c) dbra).
Ez azt jelenti, hogy a két-
hisztidin-tartalma  peptid ese-
tében a His32 kotéhelyhez tor-
ténd koordinacido a kedvezmé-
nyezettebb a Hisl14-nel szemben
bazikus kézegben. Ez 6sszhang-
ban van azzal a megallapitassal,
hogy a Tau(26-33) kedvezObb
kot6helyet jelent a Cu(Il)-ion
szamara, mint a Tau(9-16).

A 38. abra a Tau(9-16),
Tau(26-33) [CuHsL] és a
Tau(12-16)(30-34) [CupH-L]*
CD-

gorbéit mutatja be kiegészitve

komplexeinek  egyedi
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1,5 n Tau(9-16):Tau(26-33) 50%6:50% | gy olyan gdrbével, amitazegy-
/I Tau(9-16) | hisztidin-tartalmii  részecskék
spektrumainak  1:1  aranyu
Osszegzésével kaptam. A dinuk-
learis [CuH-6L]* Osszetételil

(39. dbra) komplex kelet-

kezését tamasztja ald, hogy a

-1,5 Tau(12-16)(30-34) [CueH-ol | spektruma eltér a két masik

Hulliamhomhossz (nm)

egymagvu komplex spektru-

38. dbra: A Tau(9-16) és Tau(26-33) .
[CuH sL, valamint a Tau(12-16)(30-34) | matol, valamint, hogy az ez
[CuzH_sL]komplexek CD-gorbéi, és az

: . %% | utobbiak 1:1 ardnyu Osszeg-
egymagvi komplexek 1:1 aranyu

osszegzésevel kapott spektrum zésével nyert CD-gorbe le-
futasa megegyezik a kétmagvu komplex spektrumainak lefutasaval.
0"
¢=0
H,C~ %
L Moo
Hz2C -C o H3C_
- N=cii s
—C 2 e OH 0 HC-¢
W/Nx(:uw:” N/C' H;C (|: H C// i ﬁz
O/~ tu p WY =0
HN g C._ CHp-C—N=Cu™*N_
ey e o
. H CH;
O ng ) AsnAspCONH;
39. dbra: A [CusH s(Ac-EDHAGTMHQD-NH,)]* szerkezeti képlete

Az ESR-adatok is meger6sitik az el6z6 megallapitasokat: (i) a [CuL] komplexben egy
karboxilatcsoport koordinacioja, mert az erre a komplexre meghatarozott adatok
nagyon jo egyezésben vannak az Ac-SRYTHFLTQHYDAK-NH; peptid [CuHsL]
komplexére meghatarozottal (gy/A;2,296/176-10* cm [195]) (ii) a peptidnitrogén
koordinalt részecskékre kapott értékek pedig jo egyezésben vannak a Tau(26-33)

fragmens vizsgalatakor kapottal.

83



Aszparaginsavat, glutaminsavat, hisztidint és ciszteint tartalmazo peptidek
dtmenetifém-komplexei

4.3.5. MS vizsgalatok

A tomegspektrometrias vizsgalatok és azok értékelése a CNR-1BB
kutatokozpontban késziiltek, és a konnyebb attekinthetdség érdekében egy kiilon
alfejezetben targyalom.

A Fourier-transzformacios és tandem MS modszerek tovabbi informaciot
adtak a komplexek szerkezetére vonatkozéan. Az egy hisztidint tartalmazo
peptifragmensek esetén 1:1 ardnyndl csak egyetlen fémionk&tOhely azonositasa
tortént meg, mig az Osszetett peptid esetében 2:1 fémion/ligandum aranyu
rendszerénél a dinuklearis [CuzH-sL]* részecske jelenlétét (Fiiggelék 45. dbra) is
sikeriilt igazolni. A sztdchiometridt a szimuldlt és mért izotopeloszlasok
Osszehasonlitasa révén allapitottuk meg. A fémkomplexek képletének szamolasakor
figyelembe vettiik, hogy ®Cu(l) vagy ®Cu(Il) ligandumokhoz k&tédése egy, illetve
két proton felszabadulasaval jar — a felsorolas sorrendjében. Az kisérleteileg kapott és
szimulalt eloszlasok alapjan a réz Cu(I)-ion formajaban van jelen a komplexekben,
amely ion redukcioval keletkezik vagy az ionizaci6 soran [196], vagy a szkimmer,
vagy a forras nagy fesziiltsége miatt [197].

A fémiont kot peptidek kis titkdzési energiaval torténd fragmentaciojakor
(43. dbra Tau(9-16) és Tau(26-33)) elsésorban b, fragmensek jonnek létre, amelyek
a His aminosav C-terminalis fel6li oldalan 1év6 peptidkotés hasadasanak eredménye.
A fémionkotéhely mellett bekovetkez6 ilyen hasadast eléz6leg mar megfigyeltek
[198]. 40 eV-tal torténd fragmentacioval a Cu(Il):Ac-EDHAGTMHQD-NH, 1:1
fémion/ligandum rendszerben a Cu-bg volt a féfragmens a hasadas lejatszodasakor.
Vagyis a His32-GIn33 kozott bekovetkez6 kotéshasadas kedvezményezettebb, mint a
His14-Alal5 kozott talalhato peptidkotésé (Cu-bs fragmens), ami alapjan a Cu(ll)-ion
a His32-hez kotott formaban van jelen a hasadas utan is. Nagyobb {itkozési energianal

a Cu-bs fragmens megjelenése is tapasztalhat6 (40. dbra).
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40. dbra: Az egyszeres tdltésii réz-komplexek MS/MS spektrumainak
vonalai: Cu(ll)-Tau(9-16) (m/z [M]* = 990,30); Cu(ll)-Tau(26-33) (m/z
[M]* = 1024,33) és Cu(ll)-Tau(12-16)(30-34) (m/z [M]* = 1241,39) 20-50
litkozési energia mellett. Az [M]+ a molukulaiont jeloli. Az MSIMS
spektrumoknal lathato lehetséges fragmensek: a, b fragmensek, amennyiben
a toltés az N-terminalis feloli részen marad, illetve y fragmens, ha a téltés
a C-termindlis részen helyezkedik el. Az also index a hasitott aminosavnak
a megfeleld termindlistol szamitott tavolsagat mutatja. Csak a fémiont kéto
bn/an tipusu fragmensek (kék szin) és yn tipusu fragmensek (piros szin)
szerepelnek az abran.

4.3.6. Tau fragmensek Ni(ll)-komplexei

Ni(ll)-ion jelenlétében a Tau(9-16), Tau(26-33)m, Tau(26-33)mA és
Tau(12-16)(30-34) ligandumokat vizsgaltuk. A fémion nem létfontossaghi az €16
szervezetek szamara, azonban komplexképzési folyamatai hasonloak a Cu(Il)-ionhoz,
igy komplexei, mint a Cu(ll)-komplexek modelljei hasznalhatok, ezért végeztiink pH-
UV-lathatd és vizsgélatokat a fémion

potenciometrias, CD-spektroszkopias

felhasznalasaval.
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A pH-potenciometras titralasok alapjan meghatarozott komplexek
Osszetételét és stabilitasi allandoit tartalmazza a 23. tablazat.

23. tablazat: A tau fragmensek Ni(ll)-komplexeinek stabilitasi dllando értékei
(I = 0,20 mol/dm® KCI, T = 298 K)

)
i 3 e £ < T ) g
T S8 AT 30 0BT 380|386 T
= FolWZ I - i< >Z|-94LZ|Fe<0Z
= - 2 Y, © O <<
E 2 ¢S ¢ e
L
[NiHsL] - 32,96(6) - -
[NiH,L] - 25,29(5) 22,99 (23) -
[NiHL] - - 15,60 (9) -
[NiL] 3,47(7) 9,44(2) - 4,44(3)
[NiH_;L] —4,95(7) 0,19(2) -0,47 -
[NiH_;L] - -10,08(3) -10,73(5) -
[NiHL] —22,56(5) -20,51(2) —-21,16(5) -21,43(5)
PK(N7)1 8,42 7,63 7,39 -
PK(N7)235t1a¢ 8,81 7,93 8,04 -
PK(NT)1,3ittag — - — 8,62
IgK(Ni+1Im) 3,47 2,70 2,29 -
IgK(Ni+21m) - - - 4,44
pK(Tyr-OH) - 9,25 - -
pK(Lys-NHs") - 10,27 10,26 -
pK(Lys-NH;z*) - 10,44 10,43 -

(A ligandumok eltér6 bazicitasa miatt a komplexek t6ltését nem tiintettem fel)

A tablazatbol lathato, hogy 1:1 dsszetételli mononuklearis komplexek képz6dnek az
Osszes ligandum esetében. Dinuklearis komplexek keletkezésére a két hisztidint
tartalmazo peptid esetében ugyan lenne lehet0ség, azonban nem képzddik, mert (i) a
fémion indukalt peptidnitrogén deprotnalodas és koordinacié pH 8 felett indul meg,
ami nagyobb, mint a réz(Il)ion esetén, igy a masodik ekvivalens Ni(II)-ion

koordinacidja mar annyira bazikus kozegben jatszodna le, ahol a szabad fémion mar
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konnyedén Ni(OH), csapadék forméjaban levalik; (ii) a [NizH-sL]*>~ komplex brutto
toltése elegend6en nagy lenne ahhoz, hogy akadalyozza a komplex keletkezését.

Két 6 részecske és két kiillonbozo (oktaéderes és siknégyzetes) koordinacios
mod jellemzi ezeket a komplexeket. pH 5 koriil jelenik meg az imidazol
koordinacioju részecske (41. abra) és Gsszetétele valtozatos attol fiiggden, hogy van-
e a ligandumban nagy pH-tartomanyban deprotonal6dé aminosav oldallanc (Y (Tyr)
és (K) Lys), ugyanis ezek ebben a pH-tartomanyban még protonalt formaban vannak

jelen.

[NiH.L]*

- [NIHLP

[NiHoL]%:

9 11
pH

41. dabra: A Ni(ll):Tau(9-16) 1:1 és a Ni(Il):Tau(26-33) 1:1 ardnyu

rendszereinek koncentrdcié-eloszlds gorbéi (enian = 1,00-10°° mol/dm?®)

w
7]
~

A Tau(26-33)m és Tau(26-33)mA molekulakra meghatarozott IgK(Ni+Im) értékek
((8) egyenlet) hasonloak mas belsé pozicidban hisztidint tartalmazé peptidek ilyen
értékeihez (Ac-FKHV-NH; 2,81) [192], azonban a Tau(9-16) esetén az érték 0,8
logaritmus egységgel nagyobb, ami a karboxilatcsoportok stabilitasndvelé hatasanak
az eredménye. A két hisztidint tartalmazd peptid esetében a karboxilatcsoportok
koordinacidja a fémionhoz a gyengén savas pH-tartomanyban szintén ndveli a
képz6d6 [ML] Gsszetételll részecske stabilitasat, amit a nagyobb (IgK(Ni+2Im) érték
is tikroz (Ac-GTHSMKHM-NH; 3,52 [190]. A komplexek utolsé kett6 vagy harom
deprotonalodasi 1épésre szamolt pK-értékei a szabad ligadumra jellemzd
részt a fémion megkotésében. A horgonycsoportot megel6z6 elsé peptid-NH-csoport
deprotonalodasa és koordinacidja pH 8 felett jatszodik le, mig a masodik és harmadik

csoport kotdédése mar kooperativ folyamat. Az els6 deprotonalddasi 1épésre vonatkozo
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pK(N)i-értékeket Osszehasonlitva egymassal kitiinik, hogy a Tau(9-16) esetében
majdnem egy logaritmus egységgel nagyobb, mint a masik két mutans peptid esetén,
vagyis a karboxilatcsoportok az elsé peptidnitrogén deprotondlodasat és
koordinacigjat kismértékben a ligos pH-tartomany felé toljak. A kovetkezd két
kooperativ deprotonalodasi 1épés pK(N)23amag-€rtéke szintén emiatt nagyobb. A
Tau(12-16)(30-34) peptid esetében a harom csoport egy lépésben koordinalddik,
azonban a peptidnitrogének koordinacioja itt is nagyobb pH-n jatszodik le, mint azt
varnank (Ac-GTHSMKHM-NH; 8,21). Bazikus kézegben [3N7,Nim] koordinacids
modu komplexek alakulnak Ki.

Fontos hangsulyozni, hogy a Tau(12-16)(30-34) peptidhez stabilisabban
kotddik a Ni(Il)-ion, mint az egy hisztidint tartalmaz6 szekvencidkhoz. Ezt jol
mutatjak a 42. abran szereplé Ni(II):Tau(12-16)(30-34) rendszer koncentracio-

eloszlas gorbéi a pH-fliggvényében, amelyen szerepel a 450 nm hulldmhosszon

rogzitett abszorbancia értékek

i
-
(—]

[NIL]

0,12 | valtozasa a pH-figgveényeben. A

(=]
-
[+]

A stabilitisndvekedést a két imida-
zolilcsoport egylittes koordinacio-

ja okozza a [NiL] komplexben.

moltort(Ni(l1)-ion)
(=]
‘n

0.3 0,04
Utobbi részecske mennyisége a
0,0 f T Y 0,00 pH 7-8 tartomanyban koriilbeliil
3 5 7 9 11 . . .
pH 90%, amig ez a szam alig 30-50%

42. dbra: A Ni(ll):Ac-EDHAGTMHQD- | Vvolt az  egy-hisztidin-tartalma

NH: 1:1,1 aranyu rendszerének peptidek esetében (26. és 29 (b)
koncentracio-eloszlasi gorbéi a 450 nm

hullamhosszon régzitett A értékekkel egyiitt | 4br a). Az dbran tovabba az is
abrazolva (cnign = 1,06-10° mol/dm®) lathaté, hogy az abszorbancia

crer

ez az egyik f6 komplex, valamint, hogy a részecske siknégyzetes geometriaja, ami a
4N-es koordinacios modra utal. Csak erre a komplexre hatarozhatok meg
megbizhatoan spektralis paraméterek. A [NiH-3L] komplexek abszorpcids spektrumai

nem meglepd modon rendkiviil hasonléak egymashoz (Amax = 440-450 nm,
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¢ = 120-145 M-lcm™), azonban a CD-spektrumaik nem, ezt szemlélteti a 43. 4bra.

_Tau(12-16)(30-34) Tau(9-16)

Tau(26-33)m
Hullamhossz (nm)
43, dbra: A [NiH 3(Tau(9-16)]*, a
[NiH_3(Tau(26-33)m)]* és a
[NiH_s(Tau(12-16)(30-34))]* egyedi
lathato spektrumai

1,0 Tau(26-33)
s
T 08
= 0.6
<
T 0.4
Q
= Tau(9-16)
© 0.2
=
0.0 .
3 5 7 9 11
pH
44,  dbra: Ni(ll):Tau(9-16):Tau(26-33)

1:1:1 aranyu rendszerének koncentrdacio-
eloszlds g6rbéi (enian= 1,00-10"3 mol/dm?)

Hasonloan, mint ahogyan azt a
Cu(I)-komplexeknél lattuk, itt is
kiilonbség van a CD-gorbék le-
futasaban a lathato fény hullam-
hossz-tartomanyaban: a Tau(9-16)
Ni(ll)-komplexére jellemzd spekt-
rum teljesen eltér a Tau(26-33)m
¢s Tau(12-16)(30-34) komplex-
ekét6l, ami azt mutatja, hogy a
Ni(l)-ion kotédése a His32-t
tartalmaz6o molekularészhez ked-
vezményezett.
A 44. dbran egy olyan modell
rendszer  koncentracio-eloszlas
gorbéi lathatéak, amelyben a
Ni(Il):Tau(9-16):Tau(26-33)m
ekvimolaris mennyiségben van-
nak jelen. Fiziologias pH-érték
koriil a Tau(9-16) fragmens
kétszeres mennyisége kot fémiont
mint a Tau(26-33)m, ez a trend
pH

azonban a ndvelésével

megfordul, ¢és er6sen lugos

kozegben szinte kizarolag a 32. hisztidint tartalmazé molekulahoz ko6tédik a Ni(Il)-

ion hasonléan, mint a Cu(Il)-ion esetén.
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5. Osszefoglalas

A fémionok ¢él6  szervezetekben  betoltott  szerepe — nagyrészt
metalloenzimekhez és metalloproteinekhez kotheté. Altalanosan igaz, hogy a
fémionok a poli- és oligopeptidekhez azok oldallancain keresztiil képesek kotddni,
amelyben leggyakrabban karboxilat-, imidazolil- és tiolatcsoportok érintettek. A
fehérjemolekulak szekvencidjaban tobb ilyen oldallancot tartalmazé aminosav is
eléfordul, igy azok fémionokkal kialakitott kdlcsonhatasanak tanulmanyozasdhoz
elengedhetetleniil sziikséges megismerni, hogy a kiilonb6z6 fémionok milyen
kolcsonhatast alakitanak ki az egyszeriibb aszparaginsav, glutaminsav-, cisztein- és
hisztidin-tartalmu peptidekkel. Munkam soran ezért ilyen aminosavakat tartalmazo
oligopeptideket vizsgaltam.

A kutatok az elmult idészakban kis hangsulyt fektettek arra, hogy a gyengén
koordinalodo oldallancok hogyan befolyasoljak a kiilonb6z6 atmenetifém-komplexek
stabilitdsat és Osszetételét, ezért csoportunk a kozelmultban aszparaginsavat és
glutaminsavat tartalmazé kistagszama peptidek atmenetifém komplexeinek
oldategyensulyi viselkedését széleskoriien tanulmanyozta. A kapott eredmények
teljessé tétele sziikségessé tette a Cd(Il)-ion komplexeinek tanulmadnyozdsat is, igy
munkam sordan célul tiiztem ki tobb aszparaginsav- és/vagy glutaminsav-tartalmu
peptid Cd(l)-ion felé mutatott fémionkotéképességének tanulmdanyozasat. A
felhasznalt ligandumok az DA, az DD, az DE, a EE, az DDD és az DDDD voltak.
Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a karboxilatoldallancok novekvo
szama kis mértékben ndveli a keletkez6 komplexek stabilitasat, és a komplexek
novekvd toltése nem befolyasolja a komplexképzodést. Tovabba a peptidek nem
szelektivek a Cd(Il)-ionra, és nem bizonyultak hatasos fémionmegko6toknek sem, mert
az [NH,(COO")y)] koordinaciés moédot tartalmazd Co(I)- és Zn(IT)-komplexek
stabilisabbak.

A természetben tobb olyan oligopeptid is el6fordul — példaul cink-ujj fehérjék
—, amelyek ciszteint tartalmaznak és nem csak természetes, hanem toxikus fémionok
megkotésére IS képesek. Emiatt az irodalomban mar tobb olyan publikacio is
megjelent, amely kiilonb6z6 fehérje modell peptidek vizsgalataval foglalkozik. Célom

volt eqy, illetve két ciszteint tartalmazo kistagszamu peptidek szisztematikus
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vizsgdlata, amelyek segithetnek a nagyobb tagszamu peptidek oldategyensulyi
viselkedésének értelmezésében. Kutatasaink soran azt vizsgaltuk, hogy a ciszteinek
szama ¢€s pozicidja a peptidek szekvencidjaban hogyan befolyasolja azok Cd(II)- és
Zn(I)-komplexeinek Osszetételét és stabilitasat. Az eredményeket a Ni(II)-ion
tanulmanyozasaval tettiik teljessé. A felhasznalt ligandumok az Ac-SAAC-NH,, az
Ac-SCCS-NH>, az Ac-CSC-NHa, az Ac-CSSC-NH; és Ac-CGSC-NH; voltak.

Az egy-cisztein-tartalmi peptid komplexeinek stabilitasi allandoit osszevetve az Ac-
DAAC-NH; és Ac-HAAC-NH; peptidek megfeleld komplexeinek értékével azt a
megallapitast tettiik, hogy a ligandumokban jelenlévé egyéb donorcsoportok novelik
a képz6d6 komplexek stabilitasat, és mindkét fémionra a stabilitas az Ac-SAAC-NH;
< Ac-DAAC-NH; < Ac-HAAC-NH; sorrendben valtozik.

Altalanosan megallapithato, hogy (i) a Cd(II)-komplexek stabilitisa nagyobb, mint a
Zn(I)-komplexeké. (ii) A cisztein aminosavak szamanak novekedésével jelentGs
komplexstabilitasnovekedés torténik mind a Cd(I)-, mind a Zn(ll)-ion esetén, ami
akkor a legkifejezettebb, ha a kialakul6 makrokelat tagszama 12 és 15 kozott van.
(iii)) Mindkét fémion esetén a [S7,S] koordinaciés mdd nagyobb stabilitast
komplexek kialakulasat teszi lehetévé, mint az [Nim,Nim], [S], [COO~, S7], valamint
az [Nim,S7] koordinacids mod.

A Ni(ll)-komplexek esetében a tiolatcsoport jo horgonycsoportnak bizonyult, és
részvételével nemcsak egymagvi, hanem tobbmagvi komplexek képzodését is
sikertilt kimutatnunk ([NisL4], [NiH-1L]x, [Ni2H-L:2]x, [Ni2H-sL:]x), ugyanis a csak
tiolatcsoportok révén torténd koordinacid soran a donorcsoportok hidligandumként
két fémionhoz is kotddhetnek egyidében. Megallapitottuk, hogy a cisztein
aminosavak szekvencian beliili tavolsaganak ndvekedésével (i) polinuklearis
szerkezetek képz6dése hattérbe szorul, valamint, hogy (ii) a horgonycsoport mellett
jelenlévé masodik tiolatcsoport a horgonycsoportot megel6z6, peptidnitrogén
donorok koordinacidjat egyre kisebb mértékben gatolja.

Ugyanakkor az eredmények irodalmi adatokkal valdé Osszevetése alapjan azt is
megallapitottuk, hogy a korabban hasonlo szekvencidju peptidekre kdzolt modellek

leegyszeriisitettek és nem szdmolnak a tobbmagvu komplexek képzddésével.
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Osszevetve kiilonbozé fémionok [ML] komplexeinek stabilitasat a kovetkezd sorrend
allithato fel: Cd(1l) > Pb(I) > Zn(II) > Ni(Il), azaz a ligandumok a Cd(II)-iont képesek
a leghatékonyabban megkotni. A kdvetkeztetéseink alapjan tigy tiinik, hogy a CXXC,
illetve CXXXC szekvenciak alkalmasak lehetnek a Cd(I)-ion szelektiv megkotésére.
Az amiloid-g peptid részletes tanulmanyozasa csoportunkban korabban mar
megtortént, viszont az Alzheimer-kér és mas neurodegenerativ betegségek
lefolyasaban szintén részt vevd tau molekuldval vagy fragmenseivel még nem
torténtek vizsgalatok, ezért a kutatocsoportunk ezen fehérje kiilonb6zd hisztidint
tartalmazo kotohelyeinek a szisztematikus vizsgalatat kezdte el. PhD munkam
részekent az N-terminalis régioban megtalalhato 14. és 32. szamu hisztidint (His14 és
His32) és azok kérnyezetét tartalmazo fragmensek és mutansaik vizsgalatat tiiztem ki
célul elsésorban Cu(ll)-ion jelenlétében. A Ni(ll)-ion segithet utobb emlitett
részecskék koordinacios kémiai viselkedésének értelmezésében, igy néhany esetben
a Ni(ll)-komplexeket is tanulmanyoztam. A felhasznalt ligandumok az Ac-
EVMEDHAG-NH: (Tau9-16)(nativ), az Ac-QGGYTMHQ-NH; (Tau(26-33))(nativ),
Ac-KGGYTMHQ-NH: (Tau(26-33)m), Ac-KGGATMHK-NH; (Tau(26-33)mA) és
az Ac-EDHAGTMHQD-NH; (Tau(12-16)(30-34)).
Mindkét nativ fragmens képes a Cu(Il)- és a Ni(I)-ion megkotésére, de a Ni(ll)-
komplexek termodinamikai stabilitisa szadmottevoen kisebb, mint a Cu(Il)-
komplexeké. A hisztidin az elsédleges kotéhely minkét fémion szamara, azonban a
Tau(9-16) peptidnél a szekvencidban jelenlévé karboxilcsortok képesek a M-Im
koordinalt komplexek stabilitasait megnovelni a Cu(ll)-ion esetén a gyengén savas,
mig a Ni(Il)-ionnal a fiziologias pH-tartomanyban. A pH novelésével a peptidek
szekvencidjaban a hisztidint megel6z6 peptid-NH-csoportok fémion indukalt
deprotonalodasa és koordinacioja jatszodik le. A Cu(Il)-ion esetében az els6 két donor
deprotonalodasa atfedo 1épésekben torténik, mas terminalisan védett belsd pozicidban
hisztidint tartalmazé peptidekhez hasonléoan. A folyamat soran [N7,N7,Nim]
koordinacios modu részecske keletkezik, amely uralkodd a fiziologias pH-
tartomanyban. A harmadik peptidnitrogén deprotnalodasa és koordinacidja gyengén
bazikus kozegben jatszodik le. A Ni(Il)-ion esetén peptidnitrogén koordinalt
részecskék pH 8 felett képzddnek gyakorlatilag egy 1épésben, amely soran a
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koordinaciés geometria atalakul oktaéderesbdl siknégyzetesbe. Erdsen lugos pH-
tartomanyban mindkét fémion [N-,N",N",Nin] kotésmoda komplexeket képez. Az
egyszerl, monodentat kotddést tartalmazo részecskék atalakuldsa peptidnitrogén
koordinalt részecskékké megvaltoztatja a fémion hisztidinek felé mutatott
preferencigjat is: a His32-hez torténd kotddés dominanssa valik a His14-nel szemben.
A Tau(12-16)(30-34) a két hisztidin aminosavat ugyanolyan kornyezetben foglalja
magaban, mint a nativ fragmensek. A CD-spektrumok egyértelmii bizonyitékot adnak
arra, hogy a Cu(ll)- és Ni(IT)-ion is a His32-hez kot6dik lugos kézegben, hasonléan
az egy hisztidint tartalmazé fragmensekhez. Azonban két £6 kiilonbség is mutatkozik
a komplexképzédés folyamataban: (i) a Tau(12-16)(30-34) peptid két ekvivalens
Cu(ll)-iont is képes koordinalodni, dinuklearis komplexek keletkezése kozben, mert
a két hisztidin kiilonallo kotéhelyként képes viselkedni; (ii) a két imidazolilcsoport
makrokelatot képez, ami megnoveli a keletkez6 Cu(I)- és Ni(II)-komplexek

stabilitasat.
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6. Summary
The role of metal ions is related to metalloenzymes and metallopeptides. Metal ions
usually can bind to oligo- and poly-peptides through their side chains: carboxylate,
imidazole and thiolate groups are the ones most affected in this interaction. In the
sequence of the proteins can be found more than one amino acids, which comprise
these side chains, thus, it is necessary to study the interaction between different metal
ions and simple ligands containing histidine, cysteine, aspartic and glutamic acid.
Therefore, | studied peptides comprising these amino acid residues during my PhD
work.
Researchers have put reduced emphasis on how the slightly and strongly coordinating
groups influence the stoichiometry and stability of the different transitional metal
complexes recently. Thus, our research group has analysed widely the solution
equilibrium behavior of transitional metal complexes of short ligands containing
aspartatic and/or glutamic acids. The completion of these results also requires the
investigation of the Cd(Il) complexes, thus, my aim was to investigate the cadmium(l1)
ion binding affinity of short peptides containing several aspartic and/or glutamic acid
residues. The applied peptides were: DA, DD, EE, DDD, DDDD.
Based on the results we established that the increasing number of carboxylate groups
slightly enhances the stability of the complexes and the increasing charge of the
complexes does not hamper the complex formation. Furthermore, these peptides have
no high and selective metal binding affinity for Cd(ll) and selective Cd(I1) chelators,
because the [NH(COO),)] coordination mode including Co(ll) and Zn(ll)
complexes is more stable.
There are several oligopeptides in nature (zinc finger proteins) that contain cysteinyl
residue and not only essential metal ions but also toxic ones can be bound by them.
Therefore, lots of articles have been published in the scientific literature dealing with
different model ligands of natural proteins. My aim was the systematic investigation
of short peptides containing one or two cysteinyl residues, which can support the
interpretation of the solution equilibrium manner of long peptides. During the studies
we focused on how the number and the position of the cysteinyl residues in the

sequence of the pepties influence the stoichiometry and stability of their Cd(Il) and
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Zn(11) complexes. Studies were completed with the analysis of Ni(ll) complexes. The
applied peptides were: Ac-SAAC-NH;, Ac-SCC-NH>, Ac-CSC-NH>, Ac-CSSC-NH2
and Ac-CGSC-NH..
When the stability of the one cysteine residue containing peptide compared with the
stability of Ac-DAAC-NH; and Ac-HAAC-NH: complexes it is notable that the other
donor atoms in the sequence of the ligands enhances the stability of the forming
complexes. The order of the stability changes in the next order: Ac-SAAC-NH: < Ac-
DAAC-NH; < Ac-HAAC-NH; in the case of each metal ions.
Our general findings are: (i) the stabilities of the Cd(Il) complexes are higher than
Zn(Il) complexes (ii) the increasing number of cysteine residues causes complex
stability enhancement by both Cd(Il) and Zn(ll) ions. This phenomenon has the
biggest effect when the chelate ring has 12-15 members. (iii) For both metal ions the
[S,ST] coordination mode obtains more stable complexes than [Nim,Nim], [S7],
[COO,STand [Nim,S].
In the case of Ni(ll) complexes, the thiolate group serves a good anchor group forming
mono- and poly-nuclear complexes as well, since it can behave as a bridging ligand
between two Ni(ll) ions. Thus not only mononuclear but also polynuclear complexes
were detected in our systems ([NisLs], [NiH-1L]x, [NizH-2L2]x [NizH-sL2]x). The
increasing number of amino acids between the two cysteinyl residues (i) de-
emphasizes the formation of the polynuclear complexes (ii) causes the second
cysteinyl residue to prevents the deprotonation and coordination of peptide nitrogens
to the metal ion to a lower extent. Comparing our results with literary data reveals that
the previously published models of similar Ni(ll)-peptide systems are too simplified
and the formation of polynuclear complexes was not taken into account. Considering
the stability of the [ML] complexes the following order can be set up: Cd(11) > Pb(ll)
> Zn(I1) > Ni(I1) namely Cd(I1) can be bound the most effectively. According to the
aforementioned facts CXXC and CXXXC sequences are capable of the selective
binding of Cd(ll).

Amyloid-f peptide has been studied thoroughly in our research group lately,
however, the tau preotein causing Alzheimer disease and its fragments have been

never investigated before. Therefore, our group has begun the systematic analysis of
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the different binding sites of this protein. As part of my PhD work my aim was to study
the 14th and 32th histidine (His14 and His32) and model peptides mimicking their
surroundings sequences primarily in the presence of Cu(ll). Ni(ll) complexes can
support the interpretation of the solution equilibrium forms of the Cu(ll) complexes,
thus, in some cases | also investigated Ni(ll) complexes. The applied peptides were:
Ac-EVMEDHAG-NH;  (Tau9-16)(native), Ac-QGGYTMHQ-NH, (Tau(26-
33))(native), Ac-KGGYTMHQ-NH; (Tau(26-33)m), Ac-KGGATMHK-NH;
(Tau(26-33)mA) as well as Ac-EDHAGTMHQD-NH; (Tau(12-16)(30-34)).

Both native fragments are able to bind Cu(ll) or Ni(ll) ions but the thermodynamic
stability of the Ni(ll) complexes is significantly lower than that of the Cu(ll) species.
Histidyl residues are the primary metal binding sites for both metal ions, but in the
case of Tau(9-16) the side chain carboxylate functions can enhance the stability of the
M(ID-Nim coordinated complexes. These species are present in slightly acidic
solutions for Cu(ll), while they are the major components in the physiological pH
range for Ni(ll). An increase of pH results in the deprotonation and metal ion
coordination of the peptide-N- groups preceding the histidyl sites. In the case of Cu(ll)
the deprotonation of the first two peptide-N- donor takes place in a cooperative
manner which is a common feature of the terminally protected peptides including
internal histidyl residues. This process results in the [Nim,N-,N-] coordination mode
and this is the predominating species in the physiological pH range. The deprotonation
and Cu(ll) coordination of the third peptide-N- group occurs under slightly alkaline
conditions. For Ni(ll) the peptide-N- coordinated species are formed above pH 8.0
and this is a cooperative process for all three peptide-N- groups resulting in a change
of the coordination geometry from octahedral to square planar. The donor atoms of
the major species in basic solutions are the same for both metal ions [N-,N-,N,” Nim].
The change of the binding mode from the simple monodentate imidazole binding to
the peptide-N-bonded complexes changes the metal ion preference of the two histidyl
sites, too. For the latter binding mode His32 site predominates over His14.

The octapeptide Ac-EDHAGTMHQD-NH, contains the histidines in the same
environments as in the native fragments. The CD spectra give an unambiguous proof

for the Cu(ll) and Ni(ll) binding to the second histidyl residue in alkaline samples
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similar to the one-histidine counterparts. There are, however, two major differences
in the complex formation processes. On the one hand the octapeptide can keep two
equivalents of Cu(ll) ions in solution resulting in the formation of dinuclear
complexes, in which the histidines are independent metal binding sites. On the other
hand, the two imidazoles can form macrochelates enhancing the overall metal binding
ability of the decapeptide.
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24. tablazat: Az Ac-ACCHDHKKH-NH; és az Ac-SCCS-NH: ligandumok
kiilonbozé Ni(1l)-komplexeinek spektralis paraméterei (Amax (nm)/e (M~cm™))

Ac-ACCHDHKKH-NH; [61] Ac-SCCS-NH;
uv CD uv CD
}\,max/g kmax/AS }\.max/s }\,max/AS
N 648/134 652/+0,97
=3 (vall) 530/-7,29
- o - - 517/397 448/+3,76
T ; (vall) 372/+2,29
=5 420/1160 | 335/+4,69
= 378/1057 | 272/-255
650/+0,286
| 538/-3,131
g 540/213 450/+1,569
1 419/647 370/1,233 - -
I 380/617 ’
=L 310/5494 332/2,165
= 270/-10,047
237/4,573
659/+0,94
o Sl | s31-655
~ 447/+3,30
4 ,
® 1 - - 5%5’;%3 371/+2,03
I3 420/1119 (vall)
Z, 382/1073 333/+4,61
272/-24,6
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25. tablazat: Az Ac-CGC-NH; és az Ac-CSC-NH; ligandumok kiilonbozd Ni(Il)-
komplexeinek spektralis paraméterei (Amax (nm)/e (M~*cm™))

Ac-CGC-NH,[62] Ac-CSC-NH,
uv CD uv CD
}\/max/g }\.max/AS kmax/g }\,max/AS
641/-0,42
651/-0.13 521/+0,49
| 438/-0,14
i 050,21 | 4 o 397/+0,41 vall
7S | 4160952 | 439/058 | 5 | eozara | V0N
T 1 | 3024172 | 382/+102vall | = ¢ | 434/1120 '
= = 289/-0,66
Zso 332/+184 | &G /
268/-173 281/+1,05
: 268/+0,68
250/+1,18
523/+0,29
447/-1,30
616/+0,14 ) :
RIS | 580208 | 440123 | RIS | gprany | o087
2L | s2mmoa | 878083 | X 1| adieis | aagren 6
Z,L | 312/3541 | 315/+1,20 =L 140,
263-349 | 21817
: 254/0,22
233/-0,043
555/-0,89
4 616/+0,14 | 4 44214112
79 | ss0117 | 4400123 | 9 5%’1?7 328/+1,63 vall
0| 43uzse | 378053 | A | Vel | 3034210
=T | 33363 | 3154120 | 5L 260/-4,37
= 263349 | = 253/+2,75
248/+2,89
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26. tabldazat: Az Ac-CSSC-NH,, az Ac-CGSC-NH;, Ac-ELECKDCSSV-NH; és
Ac-CSSACS-NHy  ligandumok  kiilonbézé  Ni(ll)-komplexeinek  spektralis
paraméterei (Amax (nm)/e (M'cm™))

[NiH_L] [NiH-sL]
uv cD uv CD
kmax/g kmax/AS 7\.max/8 kmax/AS
518/+0442
| D14R032 oo g van|  436/-0,84
551/359 vall | 435-0,61 | >0 292011
Ac-CSSC-NH, | 427/932 | 310/+0,085 ’
329/1576 290/-0,23
328/1638 | 287/-0,10 ,
: vall 282/-0.15
vall 265/-0,48 64075
246/+0 13 —
! 242/+0.70
, 649/+0,006
Ac-CGSC-NH; - - SANSIVALLT pon) 37
443/550
334/620 vall | A46/+0.17
v 384/-0,28
578/+1.91
Ac- 5501215 | 300 L0
ELECKDCSSV- _ _ 451/340 :
353/+0,59
NH, 366/1230
[65] 270/7770 324/+1,09
283/+5,67
251/+1,41
625/+0,047 533/+0.15
| 533/+0,004 , 447/-1,50
AC-CSSACS-NH, | 249/130Vall ) ) 6 ag P4/ VAILE 550, 551
446/265 vall 450/227
[182] 364/553 vall 343/-0,18 370/491 vall 289/-0,63
284/+0. 12 276/-0,041
262/—1,04 260/—1.37

A 24., 25. és 26. tablazatban kiilonboz6 toltésatmenetekhez rendelhetd
szamértékek lathatoak. Ezek az atmenetek az alacsonyabb hullamhosszaktol a
nagyobb hullamhosszak felé haladva a kovetkezok: 230-240 nm Si, — Ni, 265 nm
koriil N™ — Ni, 270 nm kortil N7, S;; — Ni, 280 nm koriil Sex — Ni, 310-335 nm
Sz — Ni, 350 nm felett d-d atmenetek [56].
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100 990.302 Measured isotopic profile a 100 1024.334 Measured isotopic profile b
907 989.205 90;
80 80 1023.327
70 70
60 992,300 60: 1026.332
g ig 991.296 s ig 1025.331
E ;g 993304 g ;g 1027.337
; 10 994304 E 10: I i L
%100 990,303 Theoretical isotopic pattern ;%00 1024.335 Theoretical isotopic pattern
% 989,207 e PR
70 70
b 901301 %92%%3 60 1026.335
50 50: 1025340
40- 40
is 993,304 zg 1027.336
0 994395 306095 307 10 1026357
989 990 991 992 993 994mlz 995 996 997 998 999 10‘23 " 10‘24 " 1d25 " 1625 mlz‘ 1627 " ID‘ZE " 10‘29
100 622.195 Measured isotopic profile c 1o - 653.651 d
903 90:
807 8 Measured isotopic profile
;Z 621,602 623.194 ;g
3 ig 622,695 io 653.154 654.154
§ a0 623.697 & 30§ 652,148
S 203 8 2
E 12 6241198624.698 5 10 h 654.657
e 2 n
100 622,198 Theoretical isotopic pattern 210 652.653 653,652 o _
2 00 5o Theoretical isotopic pattern
?g 621.693 & ig
gg 622695023196 603 652.150 essite 654.153
403 402 654.653
303 623.696 303
203 20
10 6241197624.695 10
6215 6220 6225 6230 6235 6240 6245 6250 6255 6260 652.0 652.5 6530 6535 654.0 654.5
45, dbra: A kiilonbozd ionok: a [CuTau(9-16)]" komplex 1:1 fémion/ligandum
ardnyndl (C37H57N110153CU + C37H56N110153CU); b [CuTau(26-33)]+
komplex 1:1 fémion/ligandum aranynal (CsoHs7N13SCu + CaoHsgN13013SCu);
¢ [CuTau(12-16)(30-34)1** komplex 1:1 fémion/ligandum ardnyndl
(Cs6HesN16016SCu  + CasHe7N16010SCu); d [CUT&U(lZ-lG)(3O-34)]2+ 2:1
femion/ligandum aranynal (C46H64N150198CU2 + CusHesN 150198CU2) mert és
szimuladlt izotop eloszldsai
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