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1. Bevezetés

1. Bevezetés

Napjainkban vilagszerte rohamosan ndvekszik az 0Osszefoglald néven
neurodegenerativ elvaltozasoknak nevezett betegségekben szenveddk szama.
Ezen korképek egyike az Alzheimer-koér (AK), mely féként a 65 év feletti
korosztdly korében gyakori, és mara a fejlett orszagok eloregedd
tarsadalmanak egyik vezet6 halalokava valt. A — jelenlegi ismereteink szerint
— gybgyithatatlan korral vald kiizdelem akar 10-12 évig is elhtizédhat, mely
1d6 alatt a beteg mentalis ¢s fizikai allapota fokozatosan leépiil, mig végiil
allando feliigyeletre ¢€s ellatasra szorul. Ebb6l adédoan az AK-ban szenveddk
¢letmindségének javitdsa nemcsak az egészségligyi, de a szocialis ellatd
rendszerre is jelentds terhet r6, melynek koltsége meghaladja az évi 200-300
milliard dollart [1].

A betegség kialakulasanak pontos mechanizmusa a mai napig nem ismert,
de a feltételezések szerint két fehérje, az amiloid-f (4f) €s a tau protein koros
konforméacidvaltozasa, majd ezt kovetd aggregacidja kulcsszerepet jatszik az
idegsejtek pusztuldsdban. A szerkezetvaltozas okait illetden szamos elmélet
sziiletett. Ezek egyike az atmenetifémionok — els6ésorban a réz(Il)-,
vas(lI/111)- és cink(Il)ionok — szerepét emeli ki, melyek amellett, hogy meg-
novekedett koncentracioban vannak jelen az agyi szovetekben az egészséges
szinthez képest, a fehérjeaggregatumokban is megtaldlhatok. Mindkét
emlitett protein rendelkezik a fémionok megkotésére alkalmas, nagy
affinitdsu kotohelyekkel, ami alatdmasztja, hogy a fehérjék ¢€s a fémionok
kozotti kolesonhatasok hozzajarulhatnak az 4f €s a tau hibas feltekeredé-
séhez, ezen keresztiil pedig a kor kialakulasahoz.

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén mikodo
Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportban évtizedek 6ta folynak olyan
kutatasok, melyek az idegrendszert érinté neurodegenerativ elvaltozasokban
szerepet jatszo fehérjék, peptidfragmensek ¢és a biogén fémionok kozott
kialakulé kolcsonhatdsok megértését célozzak. A prion protein és az Af
atmenetifémionokkal alkotott komplexeinek szisztematikus vizsgélatat
kovetden a Kutatocsoportban jelenleg a tau fehérje fémionkoté-képességének
tanulmanyozasa folyik. PhD munkdm sordn ezekbe a kutatasokba
kapcsolodtam be.
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Az utdbbi néhany évtizedben ugyan szamos kézlemény sziiletett, melyek az
amiloid-B  Alzheimer-korban betoltott szerepét kutattak, a tau fehérje
vizsgalata kevesebb figyelmet kapott. Az eddigi eredmények alapjan a
vas(ll/11l)-, réz(Il)- és cink(Il)ionok taupatidkban betoltott szerepe
ellentmondasos, tovabba az egyes fémionok molekuldn beliili elsédleges
kotéhelye is tisztazasra var.
két szomszédos hisztidil-oldallancat (His329-His330) tartalmazé peptidfrag-
mensek komplexképzddési folyamatainak vizsgéalata all. A biomolekulakkal
— igy a tau fehérjével — foglalkozé kutatdsok sok esetben csak a fiziologias
pH-tartomanyban lejatsz6do folyamatokra és az egymagvu fémkomplexek
jellemzésére koncentralnak. Munkam soran igy célul ttiztem ki az Ac-
GNIHHKPG-NH: szekvenciaju tau(326-333) ligandum teljeskorti oldate-
gyensulyi vizsgélatat, valamint a kialakuld koordindcios izomerszerkezetek
kotésmodjanak leirdasat. Ennek érdekében a nativ fragmens tobb pontmu-
tansanak (Ac-GNGHHKPG-NH2: tau(326-333)mG, Ac-GNGAHKPG-NH::
tau(326-333)mGA, Ac-GNGHAKPG-NH: tau(326-333)mGH ¢és Ac-
GNIHHKAG-NH>: tau(326-333)mA) vizsgalatat is terveztem.

A hisztidin imidazolnitrogének mellett a cisztein tiolatcsoportja is kitiind
kotdhelyet jelent — a tanulmanyozott atmentifémionok koziil elsésorban — a
cink(Il)ionok szamara, igy a vizsgalatok folytatasaként a szomszédos
hisztidinek mellett ciszteinil-oldallancot is tartalmazoé tau(320-333) ligandum
(Ac-SKCGSLGNIHHKPG-NH,) oldategyensulyi viselkedésének megisme-
rése volt a célom. A két potencialis kotohelyet tartalmazo, hosszabb fragmens
vizsgélata a valoshoz kozelebbi képet adhat a cink(Il) és a tau fehérje kozott
lejatsz6dd komplexképzddési folyamatokrol. Mivel a bioldgiai rendszerekben
a fémion gyakran tetraéderes koordinacids koérnyezetben talalhatd, a harom
szomszédos hisztidil-oldallancot tartalmazé Ac-SKCGSLGNIHHHKPG-NH2
szekvenciaju mutans peptid (tau(320-333)mH) vizsgalatat is terveztem.

A tau szarmazékok komplexképzddési folyamatait elsésorban az élettani
szempontbol fontos réz(Il) és cink(II) jelenlétében terveztem tanulmanyozni,
mely fémionok feltehetéen az AK kialakuldsaban is szerepet jatszanak. Ezek
mellett, a réz(Il)komplexek szerkezeti leirasat megkonnyitendé, a nikkel(lI1)-
ionnal alkotott részecskék vizsgalatat is terveztem. Tovabba, célom volt tobb
fémiont tartalmazé rendszerek vizsgalata, melyek a valéshoz kozelebbi képet
festenek a biologiai rendszerekrol.

Mivel a nativ szekvencidk fémionkétéhelyeinek kémiai kornyezete eltér,
terveim kozott szerepelt olyan modellpeptidek vizsgalata, melyek egy
molekuldn beliil tartalmaznak elkiiloniilt kotohelyeket. Ezek a molekulak
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2. Célkitlizés

lehetdséget biztositanak a kiilonbozd kémiai kornyezetben talalhatod
horgonycsoportok fémionmegkotd-képességének Osszehasonlitdsara, illetve
az egyes kotohelyek szelektivitdsanak tanulmanyozasara. A Kutatocso-
portban végzett korabbi vizsgalatok a —TMH- szekvencia kiemelkedd
réz(IDkotoé képességére utaltak [2], igy valasztasom egy olyan ligandumra
esett, mely a His329-His330 imidazolil-oldallancok mellett a His32 hisztidint
is tartalmazza. A kiilonbozé kémiai kornyezeti hisztidinek komplexkép-
z6dési folyamatait az Ac-TMHQDNIHHKP-NH, szekvenciaju (tau(30-
34)(327-332)), ugynevezett kiméra peptiden keresztiil terveztem vizsgalni.

A terminalis funkcios csoportok, kiilondsen az aminocsoport hozzaférhetd-
sége jelentés hatast gyakorol a komplexképzddési folyamatokra. Terveim
kozott szerepelt a harom hisztidil-oldallanc mellett a ,hisztaminszeri”
kotésmodra lehetdséget biztositd  horgonycsoportokat ([NH2, N(Im)])
tartalmazdo, HAVAHHH-NH: ligandum fémionk&té-képességének tanulma-
nyozasa. A peptid fémionkoté-affinitdsdnak 6sszehasonlitdsa a termindlisan
védett tau fragmensek eredményeivel koordinacios kémiai szempontbol egy
teljesebb kép kialakitasat teszi lehetdvé.

A tau fragmensek oldategyenstlyi viselkedésének és koordinacids kémiai
sajatsagainak feltarasa mellett tovabbi célom volt a tau(326-333) KL (Ac-
GNIHHKPGKLVFF-NH>) ligandum potencialis aggregaciot gatld viselkedé-
sének tanulmanyozasa egy nemzetkozi egyiittmiikodés keretében. A peptid €s
az Ap(1-42) kozotti kolcsonhatasok jobb megismerése lehetdséget teremt
annak megértésére, hogy a tau fehérje miként befolyasolja az amiloid-P
aggregacios folyamatait.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A vizsgalt atmenetifémionok bioldgiai jelentosége
3.1.1. A réz(ID)ion élettani hatasa [3,4]

A rézkarpereceket és réztartalmi kendcsoket hosszu ideje alkalmazzak a
népi gyogyaszatban izom- ¢&s iziileti fajdalmak enyhitésére, az elem
biokémiai szerepét azonban csak a XX. szdzadban ismerték fel. Mara
nyilvanvalovd valt, hogy a réz elengedhetetlen a novekedéshez és az
egészséges fejlodéshez, nyomnyi mennyiségben szinte valamennyi ¢l61ény
szamara létfontossagli. Ebbdl addéddan a fémion igen elterjedt mind a
novény-, mind az A4llatvilagban, de kiilonféle enzimek és fehérjék
alkotdjaként az emberi szervezet megfeleld miikodésében is fontos szerepet
jatszik. A szervezetbe jutott réz dontden a belbdl szivodik fel aktiv transzport
révén, szallitdsaban elsddlegesen két fehérje, az albumin és a ceruloplazmin
jatszik szerepet. Az albumin nagy stabilitassal képes kotni a rezet az 0n.
ATCUN motivumon® keresztiil, [NHz, N-, N, N(Im)] kotésmoddal. Mig az
albuminhoz ko6tott réz mobilis, a ceruloplazmin inertebb komplexet képez a
fémionnal [5,6]. A protein maximalisan hat réz(Il)ion koordinalasara képes,
tovabba egy harommagvi rézcentrumot is tartalmaz, mely a fehérje
ferroxidaz funkcidjat biztositja. Ezaltal a ceruloplazminnak a rézszallitason
kiviil egy masik fontos szerepe is van: a vas(I) — vas(Ill) atalakulast
katalizélja. A ceruloplazmin ferroxidaz szerepébdl fakaddan a réz kdzvetetten
a masik fémion anyagcseréjében is érintett. Ebb6l adoddan hianya,
valdsziniileg a szervezet ferroxidaz-aktivitdsdnak csokkenése révén, akar
vérszegénységhez is vezethet [7]. A fémionnal Gsszefiiggésben jol ismert
hianybetegség a Menkes-kor vagy gondor haj szindroma [8], amit a
réztranszportban szerepet jatszo ATP7a fehérjét kodold gén mutacidja okoz.
Mig a Menkes-kor jellemzO tiinete a réz hianya, a Wilson-korban [9]
szenvedok madj- és agyszdoveteiben a fémion feleslege halmozddik fel. A
betegség a szervezet réztarold képességének ordkletes zavara, kialakulasaért
az ATP7b fehérjét kodoldo gén muticidja a feleldés. A réziont kapcsolatba
hozzak az oxidativ stressz kialakuldsaval is, hiszen a Fenton- vagy Haber-
Weiss-reakcion keresztiil képes reaktiv oxigén szarmazékok (pl. hidroxil-
gyokok) képzodéseét katalizalni. S6t, jelenlegi ismereteink szerint a fémion
érintett lehet egyes neurodegenerativ betegségek kialakulasaban is [10].

Y Az ATCUN motivum elnevezés az angol ,,Amino Terminal Cu and Ni binding site”
kifejezésbdl szarmazik, jelentése: aminoterminalis réz- és nikkelkotohely. A terminalis
amino-, két deprotondloédott amid- és a hisztidin  imidazol-nitrogénatomjanak
koordinalédasaval kialakuld [NHz, N-, N-, N(Im)] tipust kotésmodot ,,albuminszerii”
koordinécionak is nevezi a szakirodalom.
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Ebbdl a rovid attekintésbdl is kitlinhet mennyire fontos a rézszint szigori
szabalyozéasa: az egészséges idegi miikodéshez sziikség van rézionokra, de a
tartani. Egy atlagos testsulyu felnétt szervezete mintegy 80-120 mg rezet
tartalmaz, mennyiségét az atmenetifémionok koziil csak a vas- és a
cinktartalom haladja meg. Kiilonb6z6 fehérjék és enzimek alkotojaként a réz
— a vashoz hasonldéan — rendkiviil valtozatos biokémiai folyamatokban vesz
részt [11]. A bioligandumokhoz mind redukalt Cu(I), mind pedig oxidalt
Cu(Il) formaban kotédhet; az enzimek miikodése soran e két oxidacios
allapot kozotti reverzibilis d&tmenet valosul meg. A rézion mindkét oxidacios
allapoti formaja nagy affinitassal koordinalodik N- és S-donoratomot
tartalmazo ligandumokhoz, igy a fémion szdmdra a hisztidil-oldallancok
imidazolnitrogénje, a cisztein tiolat-, illetve a metionin tioéterkénatomja
jelenti az elsddleges horgonycsoportot.

A biologiai szempontbdl aktiv rézkdzpontok szerkezeti és spektroszkdpiai
jellemzdik alapjan harom f6 tipusba sorolhatok: megkiilonboztetiink ,,kék”,
,nemkék” és ESR-inaktiv rézfehérjéket [12].

Az [ tipusu avagy , kék” rézfehérjék neviiket az oxidalt forma intenziv,
mélykék szinérdl kaptdk, ami a ~ 600 nm hulldmhossznal jelentkezé S~ —
Cu(Il) toltésatviteli savtol szarmazik. A proteinek aktiv centruméban
egyetlen réz(Il)ion talalhaté erdsen torzult koordinacids kornyezetben. A
fémionhoz két hisztidil-oldallanc imidazol-nitrogénatomja €s egy cisztein tio-
latcsoportja koordinalodik kozel sikharomszoges elrendezddésben. A réz(I1)
koordinacios szférajat egy metionin tioétercsoportja, illetve bizonyos
esetekben egy nagyon gyengén kotddd peptidoxigén axialis koordinacidja
egésziti ki. A fémion kortl kialakuld trigondlis piramisos vagy trigonalis
bipiramisos szerkezet atmenetet jelent a réz(I)ionra jellemzd, négy kénatom
altal meghatarozott tetraéderes ¢és a réz(Il)ion altal preferdlt, négy
nitrogéndonoratom altal meghatarozott siknégyzetes geometria kozott. Ezek a
fémcentrumok elsésorban ndvényekben taldlhatok és a fotoszintézisben
vesznek részt mint elektronszallité fehérjék. A ,,kék” rézfehérjékre példaként
emlithetjiik a novények és zoldalgdk fotokémiai rendszerének alkotojat, a
plasztocianint.

A IL tipusu vagy ,,nemkék” rézfehérjékben a fémion a szabalyos monomer
réz(Il)komplexeknél megfigyelhetd, kissé torzult siknégyzetes kdrnyezetben
talalhato. A réz(Il) elsésorban hisztidil-oldallancokhoz koordinalédik, de O-
donoratomok is részt vehetnek a megkotésében. A ,,nemkék™ rézfehérjék
paramagneses, jellemzd ESR-paraméterekkel rendelkezd molekuldk. Egyik
legfontosabb képviseldjiik a szuperoxid-dizmutazok kézé tartozo Cu,ZnSOD
[13]. Az enzimcsalad tagjai a toxikus szuperoxid-gyOkanion oxigénné és
hidrogén-peroxidda térténd diszproporcionalodasat katalizaljak.
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A Il tipusu, azaz ESR-inaktiv rézproteinek kétmagvii fémkozpontot
tartalmaznak két antiferromagnesesen csatolt réz(Il)ion vagy két, egymastol
360 pm tavolsagra talalhatd réz(I)ion formdjaban. A beszédes ESR-inaktiv
elnevezés arra utal, hogy a réz(I)ion d° elektronkonfiguraciéja miatt ESR-
csendes, ahogy a réz(Il)ionok kozotti antiferromagneses kolcsonhatas is
ESR-inaktivitast eredményez. A rézionok harom-harom hisztidin imidazol-
nitrogénhez koordinalodnak, a negyedik helyre pedig szubsztrat vagy
oxigénmolekula kotédik. Ilyen rézcentrumot talalunk egyes oxidazokban (pl.
tirozindz), valamint az ESR-inaktiv rézfehérjék csoportjaba tartozik az
izeltlabuak, puhatestiick és egyéb alacsonyabb rendi tengeri ¢él6lények
oxigénszallitdé proteinje, a hemocianin is. Az oxihemocianin a szubsztratot
peroxo-tipust kotésmoddal koordindlja. A képzdédé komplex kisebb
stabilitdsu, mint a hemoglobinban kialakul6 vas(IIl)-O,™ részecske, vagyis a
réztartalmi fehérje kevésbé hatékony oxigénszallitd protein, mint vasat
tartalmazo analogja [14].

Ismertek olyan enzimek is, melyekben nem csak egyfajta rézcentrum
talalhato. Példaként emlithetjiik a Cua ¢és Cup alegységeket tartalmazé
citokrom-c-oxidazt [15], mely a mitokondridlis 1égzési lanc egyik
elektronszallitdé molekuldja és a molekuldris oxigén két vizmolekulava torté-
nd redukcidjat katalizalja. A dimer Cua egy vegyesvegyértéki (Cu(l) +
Cu(Il)) rézkdzpontot tartalmaz torzult tetraéderes kornyezetben, a fémionokat
két cisztein tiolatcsoportja koti Ossze hidként. Feltételezik, hogy ez az
alegység elektronakceptor szerepet tolt be, majd tovabbitja a felvett elektront
a hemhez. A Cug monomer réz(Il)centrumot tartalmaz, melyhez harom
hisztidil-oldallanc koordinalodik trigonalis piramisos elrendez6désben.

A rézcentrumok egyik legujabban azonositott képvisel6je a denitrifika-
lasban szerepet jatszo dinitrogén-monoxid reduktaz enzimben felfedezett,
ugynevezett Cuz centrum, amely négy réziont tartalmaz torzult tetraéderes
geometriaju kornyezetben. A fémionokat Osszesen hét imidazolilcsoport
koordinalja és egy szervetlen kénatom koti 6ssze hidként [16].

3.1.2. A nikkel(IT)ion élettani hatasa [3,17,18]

A nikkel a huszonnegyedik leggyakoribb elem a Foldon [19], legnagyobb
mennyiségben a bolygd magjaban talalhato. Biologiai rendszerekben betoltott
szerepének felfedezése egészen az 1970-es évek kozepéig vératott magara,
kimutatdsa ugyanis nem egyszertii, hiszen bioligandumok jelenlétében nincs
jellegzetes fényelnyelése ¢és a képzddd nikkelkomplexek spektruma kis
intenzitdsu. A kihivasok ellenére, a technika fejlodésének kdszonhetden, az
utobbi évtizedekben szamos bioldgiai rendszerben fedezték fel paramagneses
nikkelkézpontok jelenlétét [20,21], ami hatalmas lendiiletet adott a fémion
redoxireakcidinak vizsgélatat célzo kutatdsoknak. Habar a magasabb rendii
¢lélények szervezetében mindezidaig egyetlen nikkeltartalmii enzimet vagy
koenzimet sem azonositottak, nagyszamu ndvényi és bakteridlis enzim
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tartalmaz nikkelt [22-26]. Ezek ko6ziil nem egyrdl feltételezik, hogy az
enzimmiikodést a fémion oxidacios allapotanak megvaltozasa kiséri [22,27].

A nikkel jelenlétét elséként egy metallohidrolazban, a kardbabbol izolalt
jack bean urease enzimben igazoltak [28]. Az enzim a karbamid karbamin-
savon keresztiili hidrolizisét katalizalja szén-dioxiddd és ammoniava. Az
aktiv centrumban talalhato nikkel(ll)ionokhoz két-két imidazolgytrt és egy-
egy vizmolekula koordindlodik. A két fémiont egy aminocsoportjan karba-
milalt lizin koti 6ssze hidként, valamint az egyik nikkel(ll) koordinacios
szférajat egy aszpartat karboxilatcsoportja egésziti ki oktaé¢deressé [29]. Az
enzim létfontossagl egyes mikroorganizmusok, tobbek kozott a Helicobacter
pylori? szamara, hiszen a karbamid hidrolizise sordn felszabadulé ammonia
segit kozombositeni a baktérium kornyezetében a gyomor erdsen savas pH-
jat, biztositva a korokozo tulélését [30]. Az ureaz mellett a H. pylori szamara
nélkiilozhetetlen egy masik, szintén nikkeltartalmi enzim: a membranhoz
kotott [NiFe]-hidrogenaz a molekularis hidrogén két elektronos, reverzibilis
oxidacigjat katalizalja €s a baktérium energiatermelésében jatszik szerepet
[31]. Az enzimben a nikkel koordinacids szama 6t vagy hat és valdsziniileg
kén-, nitrogén- ¢és oxigéndonoratomok 1is részt vesznek a fémion
megkotésében. A [NiFe]-klasztereket a cisztein tiolatcsoportjanak kétfogu
koordinacidja stabilizalja.

Ugyancsak a vas- és nikkeltartalmt enzimek koz¢€ tartozik a szém-monoxid-
dehidrogenaz. Az enzim a szén-monoxid szén-dioxidda torténd oxidaciojat
katalizélja; a reakci6 soran a szubsztrat és a négy kénatom éaltal koordinalt
fémion kozvetlen kélcsonhatasat feltételezik [32].

A metanogén archedk és a metanotréf baktériumok szervezetében megta-
lalhaté metil-koenzim M-reduktaz a szén-dioxid metanna vald atalakita-
saban vesz részt [33]. Mikodéséhez nélkiillozhetetlen egy nikkeltartalmu
prosztetikus csoport, a sarga szinii F430 koenzim, mely nevét a fényelnyelés
maximumanak hulliamhosszarol kapta. A nikkelion egy tetrapirrol hidrokorfin
vazban taldlhat6, az enzim miikodése soran hatos koordinacié valosul meg
[34]. Ez a szerkezet nagy flexibilitast biztosit, igy a metil-koenzim M-
reduktdz mind a két-, mind pedig az egyvegyértékli nikkelionokat képes
koordinalni. Ugyanakkor a katalitikus szerepet csak az enzim +1-es oxidacios
allapota fémiont tartalmazo formaja tudja ellatni [35].

A nikkeltartalmi enzimek legtjabban felfedezett képviseldje a kizarolag
mikroorganizmusokban talalhatdo NiSOD. A katalitikus reakcié soran
nikkel(IT) — nikkel(III) atmenet valosul meg [36,37]. A nikkel(Il)ion a
peptid termindlis aminocsoportjdhoz, egy deprotondlodott peptidnitrogénhez
¢s két tiolatkénatomhoz kotddik, melynek eredményeként diamagneses,

2 A H. pylori a Gram-negativ baktériumok csalddjiba tartozé koérokozd, amit szdmos
betegség kialakulasaval Osszefiiggésbe hoznak: tobbek ko6zott akut és  kronikus
gyomorhurutot, gyomorrakot és gyomor limfomat okozhat.
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siknégyzetes komplex jon létre. Az oxidaciot kdvetden a fémion oxidaciods
allapota mellett annak koordindcidos kornyezete is megvaltozik: a
paramagneses nikkel(IlT)ionhoz axialis pozicioban egy hisztidin imidazol-
nitrogén koordinalddik, négyzetes piramisos szerkezetet kialakitva [38].

3.1.3. A cink(II)ion élettani hatasa [3,39]

A cink biologiai szempontbol az egyik legfontosabb fémion, a vas utan a
masodik legnagyobb mennyiségben eléfordulo — és egyuttal az egyik
legkevésbé toxikus — d-mezdébeli nyomelem, mely az élet valamennyi
formaja szamara nélkiilozhetetlen [40,41]. Az emberi szervezetben is
megtalalhatd, mennyisége megkdzelitdleg 2 g/70 kg testsuly. 300-nal is tobb
enzim ¢és tobb mint 2000 transzkripcios faktor mitkodésében jatszik szerepet.
Enzimek alkotdjaként szinte valamennyi sejtben eléfordul, vagyis atlagos
koncentracidja nagyon kicsi — megkozelitleg 1-10 nM —, ami megnehezitette
a fémion ¢életfolyamatokban betdltott szerepének felismerését.

A cink(ll) a biologiai rendszerekben kétféle funkciot tolthet be: egyes
cinktartalmia enzimek kiilonb6z6 fehérjék, nukleinsavak, szénhidratok és
lipidek metabolikus folyamatait, valamint a bioligandumok lebontasat
katalizaljak, de szamos példat ismeriink a fémion szerkezetalakitdo vagy
szabalyoz6 szerepére is. Sokrétli szerepébdl kovetkezéen a cink szamos
kiilonb6zé biokémiai folyamatban érintett, hidnya sulyos elvaltozasokat
okozhat.

A cink katalitikus szerepére példaként emlithetjilk a szén-dioxid ¢és a
vizmolekula kozotti reverzibilis reakciot katalizaldo szénsav-anhidrazt, az
elsé enzimet, amelyben igazoltak a cink(Il) jelenlétét [42]. Képvisel6ik nem
csak az emberi szervezetben, de a novény- €s allatvilagban is megtalalhatok.
Az egyes fajokbdl izolalt szénsav-anhidrazok a szerkezetiiket tekintve
hasonloak, de a katalizis hatasfokat és az enzimmiikodés pH-tartomanyat
tekintve kiilonbozhetnek egymastdl. Az enzim alapvetd szerepet jatszik a
fotoszintézisben és a légzésben, valamint nélkiilozhetetlen a vér pH-
értekének szabalyozdsdhoz is. A legismertebb formdja az emberi
szervezetben a human szénsav-anhidraz II, ami molekulanként egy cink(II)-
iont tartalmaz. A fémion a fehérje egy mélyen benyuld iiregében helyezkedik
el, harom hisztidin imidazol-nitrogénatom ¢és a katalitikus folyamatban
szerepet jatszo vizmolekula koordindlja tetraéderes geometriat kialakitva.

Szintén katalitikus fémkdzpontot tartalmaz a karboxipeptidaz-A. Az enzim
a peptidek és fehérjék C-terminalis peptidkotésének hidrolizisét katalizalja az
emésztés soran, valamint képes elésegiteni bizonyos észterek kotéseinek
hidrolizisét is. Az aktiv centrumban egyetlen cink(Il)ion talalhato két
hisztidin imidazolnitrogén, egy glutamat karboxilatoxigén, valamint egy
vizmolekula altal meghatarozott tetraéderes kornyezetben [43].

A fémion szerkezetalakitdo szerepét elséként a 16majbol izolalt alkohol-
dehidrogenazban azonositottdk. Az enzim a primer alkoholok metaboliz-
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musanak elsé 1épését, vagyis azok aldehiddé torténd oxidaciojat katalizalja.
Szerkezetét tekintve két azonos alegységbdl allo dimer, mely alegységenként
két kiillonbozo funkcidju cink(ll)iont tartalmaz. Az egyik cink katalitikus,
mig a masik fémion szerkezetalakitd szerepet tolt be. A Kkatalitikus
aktivitassal biré fémkozpontot két tiolat-oldallanc és egy hisztidin imidazol-
nitrogénatom kapcsolja a fehérjéhez, a negyedik koordinacidos helyen
vizmolekula talalhato. A masik fémiont négy cisztein tioladtkénatom
kordinalja és nem vesz részt a katalitikus folyamatban; elsésorban az alkohol
szerepet. Mivel a cink(Il) nem tartozik a redoxiaktiv fémionok kozé, az
oxidacios reakcid lejatszodasdhoz sziikség van egy koenzimre a
NAD*/NADH rendszer formajaban [44].

A cink szerkezetalakitd szerepe kapcsan emlitést kell tenniink az
ugynevezett ,cink-ujj” fehérjékrol is, melyek DNS-ko6té transzkripcios
faktorokként fontos szerepet jatszanak a genetikai informdcid atadasaban
[45]. Ezek a proteinek mintegy 3-15 cink(II)iont tartalmaznak két-két cisztein
¢s két-két hisztidin altal kialakitott tetraéderes elrendezddésben. Ez a

crer

biztositja a DNS bazisszekvenciajanak pontos felismerését [46].

3.2. A peptidek koordinacios kémidja

Az €16 szervezetek leghatékonyabb fémionk&tOhelyei az aminosavakbol
felépiild fehérjék. Mivel az egyszerli aminosavak termindlis funkcids
csoportjainak jelenléte alapvetéen hatarozza meg a komplexképzddési
folyamatokat, az akdr tobb szdz aminosavbol felépiild proteinek
fémionkdtéhelyeirdl pontosabb képet adhatnak az oligopeptidek, melyekben
a termindlis funkcidk jol elkiiloniilnek egymadstol. Vizsgélatuk tovabbi
elény0s vonasa, hogy az eldallithatd peptidmolekuldk szdma kozel végtelen,
ami megkonnyiti az egyes oldallancok komplexképzddésre gyakorolt
hatdsanak szisztematikus tanulmanyozasat. A tobb évtizedes kutatomunka
eredményeként napjainkra nagyszamu, a peptidek koordinacidés kémiai
viszonyait 6sszegz06 tanulmany €s dsszefoglald kozlemény sziiletett [47-51].

A peptidek szerkezetére voltaképpen az aminosavak ¢és a fehérjék struktura-
ja kozotti egyfajta atmenetként tekinthetiink. Az egyszerli aminosavaktol
eltéréen az oligopeptidekben a termindlis amino- ¢és karboxilatcsoport
tulsagosan tavol helyezkedik el egymastol ahhoz, hogy ugyanannak a
kelatgytiriinek a tagjai lehessenek, igy hattérbe szorul a lancvégi csoportok
egylittes koordinacigja. A fémionok megkdtésében résztvevd o funkcids
csoportok a kovetkezok lehetnek: a terminalis amino- €és karboxilatcsoport, a
peptidkotés karboniloxigénje és amidnitrogénje, valamint az oldallancbeli
donoratomok. A fémionoknak kizarolag a lancvégi amino- vagy karboxilat-
csoporton keresztiili koordinacidjaval kialakuld peptidkomplexek kis
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3.2. A peptidek koordinacios kémiaja

stabilitasuak, igy ez a kotésmod viszonylag ritka. Azonban az aminoterminus
kelatképzd pozicidban van a karboniloxigénnel, igy a fémion a két funkcios
csoporthoz koordinalodva ottagt kelatgyiiriis szerkezetet alakithat ki. Mivel
az ilyen koordindcids modu részecskék képzddése nem jar toltéskiegyenlitd-
déssel, ezeknek a komplexeknek a stabilitdsa 4ltaldban kisebb, mint az
aminosavszerii  kotésmodot tartalmazé6 ([NHz, COO7]) aminosav-
fémkomplexeké. Ugyanakkor az aminocsoport nem csak a peptidkotés
oxigénjével, de nitrogénjével is kelatképzd helyzetben taldlhatd. Az
amidnitrogén nagyon gyenge bazisként és még anndl is gyengébb savként
viselkedik; protonjat csak erésen bazikus kdzegben adja le (pKs ~ 15), vagyis
a mérhetd pH-tartomanyban (2 < pH < 14) kizarhatjuk sav-bazis reakcidkban
vald részvételét [47,52]. Azonban nem egy olyan fémiont ismeriink, amely
képes a peptidnitrogén protonjaval eredményesen versengeni és azt — akar
savas kozegben — kiszoritani €s helyettesiteni. A palladium(Il)ionok példaul
kifejezetten hatékonynak bizonyultak az amidnitrogének deprotonalodasanak

kivaltasaban [53] (pK < 1),a r \
réz(I)ionok enyhén savas ., N,,x""ff\o e R*\CH_C/O
kozegben (pH 4-5 koriil), ’ N — 7\
mig a nikkel(Il)ionok a e \”N‘f e
. , 1

bazikus  pH-tartoméanyban
(pH ~ 8-9) idézik el a +3H* || - 3H" ne e
protonvesztést. A peptidnit-
rogén(ek) deprotonalodasa- R o R o

. gt NH o
nak ¢és koordinalodasanak 1\/2—0\/ /C—C\
eredményeként nagy stabili- HN. N R, HzN\\M2 N _R
r 4 .. 4 14 > 2+ —_ + *
tast, csatolt, ottagh keldt- | w7 . NS
gytrts komplexek jonnek /é\CHZ/N’—C\\ +H SJ:W—C\\O
létre: dipeptidek esetén a | © \ °
terminalis amino- ¢és a re - .
d tonalodott idnitro- 1. abra: Egy egyszerii oligopeptid
&?pro. onalodo amt }ll 1o komplexképzédési reakcioi valamely kétértékii
gén, illetve a karboxilatcso- fémionnal

. J

port  részvételével, mig
hosszabb oligopeptidek fémkomplexeiben (/. dbra) tovabbi deprotonalddott
peptidnitrogének telitik a fémion koordinacios szférajat [50,51].

A fentebb leirt koordinacids viszonyokat jelentésen megvaltoztathatja a
ligandumok oldallancbeli funkcios csoportjainak jelenléte [54,55]. A
bioldgiai rendszerekben a fémionok pontosan ezen oldallancok N-, O- és S-
donoratomjain keresztiil kotddnek, ezért elengedhetetlen, hogy megismerjiik
¢s megértsiik ezen funkcids csoportok komplexképzddésre gyakorolt hatasat.
Az erbsen, illetve gyengén koordindlodd oldallincok mindsége, szdma és
peptidszekvencidban elfoglalt helyzete rendkiviil valtozatos sztochiometridju
¢s termodinamikai stabilitasi komplexek kialakulasat eredményezi. A
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biologiai szempontbdl relevans atmenetifémionok tobbségével a hisztidin
imidazolnitrogénje €s a cisztein tiolatkénatomja alakitja ki a legerdsebb
kolcsonhatast, és ezekkel az aminosavakkal szamos metalloenzim aktiv
centrumaban taldlkozhatunk. Munkam soran egy és tobb hisztidil-oldallancot
tartalmazo, termindlisan védett és szabad aminoterminussal rendelkezo
ligandumokat, valamint a hisztidin mellett ciszteint tartalmazo peptideket
vizsgaltam, igy a kovetkez6 alfejezetekben a hisztidin- és ciszteintartalmi
peptidek komplexkémia viselkedését mutatom be.

3.2.1. Hisztidintartalmu peptidek komplexképzdodési folyamatai

Altalanosan elmondhaté, hogy a peptidszekvenciaban a hisztidil-oldallanc
jelenléte a komplexképzddési folyamatok nagy valtozatossagat eredményezi;
hatdsa a fémion-koordinaciora els0sorban a keletkezé komplexek megnove-
kedett termodinamikai stabilitdsaban nyilvanul meg.

A hisztidintartalmua peptidek réz(II)komplexei bioldgiai jelentéségiik miatt
kertiltek a figyelem kdzéppontjaba, de ezen ligandumok nikkel(IT)vegytiletei
is kutatasok targyat képezik. Utdbbiak elsdsorban nem az ¢16 szervezetekben
betoltott szerepiik miatt keltették fel a koordinacidés kémiaval foglalkozo
tudosok érdeklodését, hiszen a nikkel a legtobb él6lény szamara nem
esszencidlis nyomelem, ugyanakkor ezen vizsgalatok hozzajarulhatnak a
bonyolultabb  Cu(Il)-peptid rendszerekben kialakuldé koélcsonhatasok
megértéséhez. Az intenziv kutatdbmunka eredményeként nagyszamu
kozlemény sziiletett a hisztidintartalmu ligandumok réz(II)vegyiiletei mellett
a peptidek nikkel(II)ionokkal alkotott komplexeirdl is [50,56-58]. Nyilvan-
valova valt, hogy a komplexképzddési folyamatokra szamos tényezd hatassal
lehet: nevezetesen a koordindlddd fémion mindsége; a szekvencidban
talalhato hisztidinek szdma, pozicidja és a koordinacidt befolydsolo, egyéb
funkcids csoportokhoz viszonyitott helyzete; tovabba az N- és C-terminalis
csoportok hozzaférhetdsége (azaz, hogy a vizsgalatokat szabad vagy
terminalisan védett ligandummal végezziik-e?).

3.2.1.1. Egy hisztidil-oldallancot tartalmazé peptidek komplexképzoédési
folyamatai

A szabad aminoterminussal rendelkezé hisztidintartalmti peptidekrol
altalanosan elmondhatd, hogy a fémionok a termindlis aminocsoport €s az
imidazolgylr(i nitrogénatomjan keresztiil koordinalodnak, azonban a
hisztidint  kiilonb6z6 poziciokban tartalmazé ligandumok esetén a
komplexképzddés eltérd képet mutat.

11
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Az N-termindlis végen hisztidint tartalmazo, nem védett peptidekben savas
pH-n a fémion az imidazolgyliri N(3)- és a terminalis aminocsoport
nitrogénatomjan keresztiil koordinalodik. Ennek eredményeként a savas (és
semleges) pH-tartomanyban [NHz, N(Im)] donoratomokon Kkeresztiil
koordinalodo, Un. ,hisztaminszerii” kotésmodot tartalmazo komplexek
képzédnek  (2/1.  dbra). A \

rész;csks’:k sztochiometridgjat a (1) [NHz, N(Im)] o\ S
fémion:ligandum arédny hatarozza C—NH
meg: mig ekvimolaris oldatban ,NHz—-E/
elsdsorban [ML], addig ligandum- M

felesleg alkalmazasa esetén [ML2] N

Osszetételll komplexek alakulnak ki. 4&

A stabilis hattagi  kelatgytiris N

szerkezet mind az egymagvu, mind H

pedig a biszkomplexek termodi- [ (2) [NHz, N7, N, N(Im)]

namikai  stabilitasat  jelentdsen N

megnoveli és ezaltal az amid- v R,
nitrogének  deprotonalodasat  és & r\{ HzN\Cé
koordinaciojat is gatolja [58,59]. G N
Azonban ekvimolaris oldatban a N Mo
kétfogh kotésmod nem  képes VAN L
teliteni a fémionok koordinacios ij_C\\ //C Ng
szférajat: a pH novekedésével a 0 O ?
komplex mar nem képes oldatban 2. dbra: Szabad aminoterminust és
tartani a kationt és levalik a hisztidint tartal.m,az.(? pep'tiqek néhany
megfeleld fémhidroxid csapadék § koordinaciés modja )

Ha a hisztidin a peptidszekvencia
mdasodik poziciojaban taldlhatdo, a deprotonalddott amidnitrogén mar
egymagvi komplexekben is kotddhet a fémionhoz, ami nagy stabilitast
részecskék kialakuldsat eredményezi, és egyuttal a tovabbi peptidnitrogének
protonvesztését is gatolja. A fiziologias pH-tartomanyban a tridentat
koordinacioval képz6d6, [MH-1L] sztochiometriaju (azaz ,,GlyHis-szerii”
koordinacidja) komplexek az uralkod6d részecskék, melyekben a fémion
megkotésében az [NH2, N7, N(Im)] donoratomok vesznek részt. Ugyanakkor
a ligandum haromfogu koordinacidja sem képes teliteni a fémionok
koordinacios szférajat és bazikus oldatban (pH ~ 9-10) lehetdség nyilik
imidazolatohidas négymagvi komplexek képzddésére [60]. Az NHo-X-His—
. szekvenciaju peptidekben a réz(Il)- és nikkel(II)ionok mellett a cink(II)-
¢és kobalt(Il)kationok is képesek eldsegiteni a peptidnitrogének deprotona-
l6dasat és koordinalodasat [61,62].
A szabad aminoterminussal rendelkez0 és a szekvencia harmadik helyén
hisztidint tartalmazo6 peptidek a réz(II)- és nikkel(Il)ionokkal egyarant kiugréd
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stabilitdsi  komplexeket képeznek. A fiziologias pH-tartomanyban a
terminalis amino-, két deprotonalodott peptid- €s az imidazolnitrogén
koordinalodasaval szinte kizarolag [MH_oL] Osszetételli részecskék alakulnak
ki [63,64]. A fémion megkotésében résztvevé [NHz, N, N7, N(Im)]
donorcsoportok ,,albuminszerii” vagy mas néven ,,GlyGlyHis-szeri”
koordinaciot (2/2. dbra) hoznak 1étre. Ezekben a ligandumokban a réz(Il)- és
nikkel(ll)kationok mellett a palladium(II)- és arany(IIl)ionok is kivalthatjak a
peptidvaz amidnitrogénjeinek deprotonalddasat [65], ugyanakkor hasonlo
szerkezetli cink(I)- [66] és kobalt(I)komplexekre nem ismer példat a
szakirodalom.

Ha a hisztidil-oldallanc a terminalis aminocsoporttdl legalabb négy
aminosav-tdvolsagra talalhatd, a komplexképzddés az eddig leirtaktol is
valtozatosabb képet mutat. Mindkét donorcsoport horgonyként szolgalhat a
fémionok kotddéséhez, de lehetdség nyilik makrokelat szerkezetek képzodé-
sére is [67,68]. A két funkcios csoport egyidejii koordinaciojaval a fiziologias
pH-tartomanyban [ML] 0Osszetételli részecskék alakulnak ki, majd a pH
novelésével bekovetkezik a peptidnitrogének deprotonalodasa és koordinalo-
dasa [67-69]. Az amidnitrogének deprotonalédasa akar a terminalis
aminocsoportrol, akdr a lanckdzi imidazolgytirtirdl elindulhat, azaz a két
donorcsoport egyiittes jelenléte lehetdséget teremt izomerszerkezetek
kialakulasara. Erésen bazikus kozegben mind [NH2, N7, N, N7]
koordinacidja, mind pedig [N, N7, N, N(Im)] kétésmodot tartalmazo, 4N-es
komplexek képzodését kimutattadk, alatamasztva, hogy a kétfajta
koordinaciés modu részecskék egyidejiileg is jelen lehetnek az oldatban [70].

Egyértelmii, hogy az N-terminalis aminocsoport hozzaférhetésége jelentds
hatassal van a komplexképzddési folyamatokra, azonban az élo szervezet
fehérjéihez a fémionok tobbnyire nem az aminoterminuson, hanem az
oldallancbeli donoratomokon keresztiil koordindlodnak. Ebbdl kovetkezéen
az akar tobb szaz aminosavbol felépiild fehérjék lanckozi donorcsoportjainak
fémionkoto-képességét jobban modellezik a mindkét végiikon védett
peptidek fémkomplexei.

A védett aminoterminussal rendelkezé ligandumokban a terminalis
aminocsoport blokkolt, igy a fémionok nem kotddhetnek hozza. Enyhén
savas kozegben, valamint semleges oldatban makrokelat szerkezetii
komplexek képzddnek, melyekben a fémion kizardlag az oldallancok
donorcsoportjain  keresztiil koordinalodik [71-76]. A hisztidin imidazol-
nitrogénatomjan keresztiili koordinacié sem a réz(Il)-, sem a nikkel(I1)komp-
lexekben nem képes megakadalyozni a fémion-indukalt amiddeprotona-
lodast, de a folyamatot a nagyobb pH-tartoméanyba tolja. Réz(II)ionok
jelenlétében pH 4-5 felett, nikkel(Il)ionokat tartalmazé mintdban enyhén
bazikus kozegben (pH > 8) kovetkezik be a peptidnitrogének protonvesztése,
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melynek eredményeként egy, kettd, illetve harom amidnitrogén
deprotonalddik és 1€p be a fémion koordinacios szférajaba.
¢ || R SN S
Se—ni PN Q_H hC/C\ A
W"‘N*—HC/ . e N-—CH™ Wy r't N-—C
K N -H \ ~ % O§C/ \M’ \
M\"+ CH, = ~rN “‘MI“ CH, ] \ VAN CH,
N + N * HC—nN- N
< \< +H 4 \f +H B 1/ s 4 \<
[N(Im), N [N(Im), N, N [N(Im), N=, N-, N
3. dabra: Az amidnitrogének lépcsézetes deprotonalédasa hisztidin
horgonycsoportrol kiindulva

Az amidnitrogének deprotondlodasa egyedi 1épésekben, de akar kooperativ
folyamatban is lejatszodhat. A kialakuld [N(Im), (N7)x] kotésmodokat (ahol x
= 1-3; Id. 3. abra) a hisztidil-oldallancok szama és szekvenciaban elfoglalt
helyzete, valamint a kornyez6 aminosavak mindsége is jelentGsen
nitrogének protonvesztése mind az aminoterminus, mind pedig a C-terminalis
- N\ vég iranyaba  lejat-

szodhat. Amennyiben a

hisztidil-oldallancot
tobb aminosav valasztja

N M . . ;
o e\ 4. 4bra: Az [MH.sL]"® el 22 am,m.OterrmlguSgOl’
® komplex lehetséges szerkezetei, er6sen bazikus oldatban
Ro ha az amdnitrogének (6,5,9)-tagl csatolt ke-
(1) [N7, N7 N7, N(Im)] deprotonalédasa és latgylirlis szerkezet ala-

koordinilodasa az N-termindlis | kul ki (4/1. dbra).

o
i N_/RS: vég iranyiba megy végbe (1). | ygyanakkor, ha az N-
\ o Illetve ha a C-terminalis vég 1 . .
L iranyaba jatszédik le (2) az terminalis vég felé a
J ﬂ N \ amiddeprotonalodas deprotonaldédas valami-
Y \(LR* lyen oknal fogva
" ° akadalyozott — a peptid
J N-terminalis imidazolil-
csoportot tartalmaz vagy
a hisztidin el6tt szekunder amidcsoportot tartalmazo aminosav (prolin [79]
vagy szarkozin [74]) talalhato —, akkor a protonvesztés csak a szénterminus
iranyaba mehet végbe, melynek eredményeként (7,5,5)-tagu csatolt
kelatrendszer alakul ki (4/2. dbra). Altalanosan elmondhatd, hogy a nagyobb
stabilitasu, hattagu gytir( kialakulasat eredményez6 kelatképzodés a kedvez-
ményezettebb folyamat, azaz tipikusan az [N°, N*, N°, N(Im)] k&tésmodot
tartalmazo [MH-3L] Gsszetételii részecskék alakulnak ki.

L (2) [N(Im), N7, N7, N7]
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3.2.1.2. Taobb hisztidil-oldallancot tartalmazé peptidek komplex-
képzodési folyamatai

A tobb hisztidint tartalmazd, igynevezett multihisztidin peptideket gyakran
hasznaljuk egyszeri modellekként metalloenzimek [80,81] és egyéb —
példaul a neurodegenerativ megbetegedésekben szerepet jatszo [82-84] —
fehérjék szerkezetének és katalitikus aktivitdsdnak tanulméanyozasara. Ezek a
ligandumok kivald lehetdséget biztositanak makrokelat szerkezetli komp-
lexek kialakulasara, melyek termodinamikai stabilitasat a lanc hossza,
valamint a hisztidinek kdzotti tdvolsag hatdrozza meg.

Az N-terminalisan szabad multihisztidin peptidekben a szabad
aminoterminus jelenti az elsédleges horgonycsoportot a fémionok altal
kivaltott amiddeprotonalédashoz, bar ezek a folyamatok a hisztidinek
szamatol és pozicidjatol fiiggéen hangolhatok. Altalanosan elmondhaté, hogy
az N-terminalis hisztidin gatolja, mig a szekvencidban masodik és harmadik
helyet elfoglaldo imidazolilcsoportok eldsegitik a peptidnitrogének depro-
tonalodasat [77,85-87]. A ligandumok NHz-His-X-Z—..., NHo-X-His-Z—... és
NH2-X-Z-His—... részéhez kotddve nagyobb stabilitasi réz(Il)- és
nikkel(Il)komplexek alakulnak ki, mintha a fémionok a lanckozi hisztidil-
oldallancokhoz koordinalodnanak [86,88]. Enyhén savas kozegben makro-
kelat szerkezetli részecskék képzddnek, majd a pH emelésével — ha lehetdség
van ra — ,albuminszeri” kotésmoda komplexek keletkeznek. A masik
eshet6ség, hogy a pH ndvelésével a peptidnitrogének deprotonalodnak és
kiszoritjak a hisztidin imidazolnitrogént a fémion koordinacios szférajabol.
Ennek eredményeként az [NH2, N(Im)] vagy [NH2, (N")x, N(Im)] kétésmodot
(ahol x = 1 vagy 2) erdsen bazikus oldatban a terminalis aminocsoporton és
harom deprotonalédott amidnitrogénen keresztiili koordinacié ([NH2, N7, N,
N7]) valtja fel. Megfigyelték, hogy a lanckozi hisztidinek imidazolgytirtiinek
axialis koordinacidja a komplexek szerkezetének extra stabilizacidjat
eredményezheti, és ezaltal a tovabbi amidnitrogének deprotonalodasa a
nagyobb pH-tartomanyba tolodik. Mindezek kovetkeztében a kdzbensé pH-
értekeken a termindlis aminocsoport és az imidazolgytiriik kozotti tavolsagtol
fiiggden rendkiviil valtozatos szerkezetii részecskék alakulhatnak ki [89,90].
A kozbensd hisztidil-oldallancok egyuttal fiiggetlen kotShelyekként is
szolgalhatnak, igy lehetdség nyilik, a horgonycsoportok szamatol fiiggden,
két- vagy akar tobbmagvi komplexek kialakuldsara is. Az egynél tobb
imidazolilcsoport jelenléte nemcsak tovabb fokozza a komplexképzddés
sokszinliségét, de egyes esetekben fémion-preferenciat is megfigyeltek
[2,86]. Bizonyos fémionok — pl. cink(l1)- és kadmium(II)kationok — altalaban
nem képesek eldidézni a peptidnitrogének deprotonadlodasat, igy tobbnyire
kizardlag a terminalis amino- és/vagy hisztidin imidazolnitrogénen keresztiil
kotédnek. Ha nem alakulnak ki amidkoordinacidji részecskék, ez a kdtésmod
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nem képes megovni a fémiont a hidrolizistdl és bazikus kdzegben levalik a
megfelel6 hidroxidcsapadék [88,89,91].

A biologiai rendszerekben el6forduld fehérjéket (pl. prion protein, amiloid-
B fehérje) célzo kutatasok feltartak, hogy a modellként szolgald terminalisan
védett multihisztidin peptidek esetén a hisztidinek szamanak novekedése a
makrokelat szerkezetli komplexek kialakulasanak kedvez a fiziologias pH-
tartomanyban [92-94]. Ennek megfeleléen az ezen proteinek modelljeiként
szolgalo terminalisan védett kisebb tagszamu peptidek esetén a hisztidil-
oldallancok szamanak noévekedésével a kialakuldo imidazol-koordinacioja
komplexek termodinamikai stabi-
litasa nd, ugyanakkor minél

Q NH
tavolabb helyezkednek el egymas- )\\ / /> rH
tol, anndl kisebb a képzdds ol
makrokelat szerkezetek stabilitasa. | o e
A legnagyobb stabilitasu komp- ., ‘},4\ 7

NH
lexek a  —His-X-His-Z-His-, \

valamint a —His-X-X-His-Z-His— = M
szekvenciat  tartalmazé  ligan- i /(g
dumok esetén képzodnek, azaz o o
olyan peptidekkel alakulnak ki, Y
melyekben a hisztidineket egy (5. | 5. abra: Az Ac-HXHZH-NH: szekvencia
dbra) vagy két aminosav valasztja esetén kialakulé makrokelat szerkezete

el egymastol [51]. Ennek oka, ° g
hogy a makrokelat szerkezetii komplexek képzddése ezen szekvencidk esetén
képes a legnagyobb mértékben visszaszoritani az peptidnitrogének
deprotonalddasat, bar teljes mértékben nem tudja megakadalyozni azt és
bazikus kozegben kialakulnak az amidkoordinélt részecskék. A hisztidin
melletti, egyéb koordinaldédd donorcsoportok jelenléte tovabb bonyolitja a
komplexképzddési folyamatok leirasat. Példanak okéért a prolin beépitése a
peptidlancba egyfajta ,,toréspontot” eredményez, mig az aszparaginsav és
glutaminsav oldallancbeli karboxildtcsoportja megvaltoztatja a ligandum
toltését és ezen keresztiil hatassal van a kialakul6 komplexek termodinamikai
stabilitasara is.

A multihisztidin  peptidek komplexképzddési folyamatainak tanul-
manyozasa soran nem szokatlan jelenség a koordinacids izomerek képzddése.
A kialakuld izomerszerezetek aranyat elsOsorban a hisztidil-oldallancok
szama ¢és helyzete hatdrozza meg, de az izomeraranyra a méret, a molekula
hidrofobicitasa €s a keletkez6 komplexek toltése is jelentds hatdssal lehet.
Altalaban az olyan koordinacios izomerek képzédnek tulstlyban, melyekben
a fémion a szénterminushoz kozelebbi hisztidinhez koordinalddik.
Ugyanakkor, ha a karboxiterminuson nagy térkitoltésii oldallanc talalhato, a
C-terminalis imidazolilcsoporthoz koordinal6d6 izomerek aranya csokken,
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mig ugyanebben a pozicidban egy aromds gylirli vagy egy karboxilat-
oldallanc jelenléte éppen ellenkez6 hatast eredményez [75,76]. A
multihisztidin peptidek komplexképzddési folyamatainak tovabbi fontos
vonasa, hogy mivel valamennyi imidazolnitrogén betdltheti a horgonydonor
szerepét, fémionfelesleg alkalmazdsa esetén tobbmagvl részecskék
alakulhatnak ki. A tobb hisztidint tartalmazé molekulak két képviselGje a
prion protein és az Af peptid, melyek konformaciovaltozasat dsszefiiggésbe
hozzak kiilonféle neurodegenerativ megbetegedések (pl. Creutzfeldt-Jakob
kor, surlokor, kergemarhakor, illetve Alzheimer-kor) kialakulasaval.

A prion protein tiz hisztidil-oldallanccal rendelkezik. A teljes hosszusagl
fehérje négy, nyolc aminosavbol all6 (-PHGGGWGQ-) ismétlodo egységet
tartalmaz, régionként egy-egy imidazolilcsoporttal (His61, His69, His77,
His85). Két hisztidin (His96 és Hisl11) talalhatd a neurotoxikus
tartomanyban ¢€s tovabbi négy (His140, His155, His177, His187) a molekula
C-terminalis részén. A protein fémionkot-képességét modellezendd szamos,
kisebb tagszamu, tobb hisztidint tartalmazé peptidfragmens oldategyenstlyi
viselkedését tanulmanyoztak. Kutatocsoportunkban tobb olyan ligandum
komplexképzddési folyamatait is leirtak, melyek az oktarepeat régiobol
szarmazo hisztidil-oldallanc mellett kiilsé hisztidin(eke)t is tartalmaz(nak). A
nativ fragmensek — HuPrP(91-115), HuPrP(84-114), HuPrP(76-114),
HuPrP(76-91) — mellett azok hisztidin helyett alanint tartalmazo
pontmutansainak —  HuPrP(84-114)His85Ala, HuPrP(84-114)His96Ala,
HuPrP(84-114)His111Ala — komplexképzddési folyamatait is tanulma-
nyoztak, mind réz(Il)-, mind pedig nikkel(II)ionok jelenlétében [95,96].
Valamennyi vizsgalt peptidfragmens hatékony réz(I)koté ligandumnak
bizonyult. A fémion imidazolilcsoporton keresztiili kotédésével enyhén savas
kozegben stabil makrokelat szerkezetli részecskék képzdédnek, majd 5,5-es
pH f6l6tt két amidnitrogén kooperativ deprotonalodasaval [N(Im), N, N7]
donoratomok altal meghatarozott koordinacidos kornyezet alakul ki a
réz(Il)ion koriil. Enyhén bazikus kozegben egy harmadik deprotonélodott
peptidnitrogén i1s kotddik a fémionhoz, melynek eredményeként 4N-es
komplexek jonnek létre. A fent emlitett prion modellekben valamennyi
imidazolilcsoport fiiggetlen kotohellyé valhat, vagyis az egyes ligandumok a
hisztidinek szamaval azonos ekvivalens réz(Il)ion megkotésére képesek. A
két, harom, illetve négy horgonycsoport tobbmagvi komplexek kialakulasat
teszi lehetévé. A nikkel(ll) — a réz(Il)ionokhoz hasonléan — elsésorban a
hisztidinek imidazol-nitrogénatomjan keresztiil koétodik [97]. Ugyanakkor,
mig a makrokelat szerkezetek kialakulasa altalanosan jellemz6 a réz(II)-prion
komplexekre, a nikkel(Il) esetén csak a négy hisztidint tartalmazé HUPrp(76-
114) szarmazékkal sikeriilt ilyen részecske képzddését kimutatni. Az
amidnitrogének deprotonalodasa a réz(Il)ionokat tartalmazd rendszerhez
képest nagyobb pH-n (pH > 7,5) megy végbe és a kooperativ folyamat
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eredményeként [N(Im), N, N7, N7] koordinacios moda komplexek alakulnak
ki. A kiilonboz6é fémionokat tartalmazod rendszerek kozos vondsa a
tobbmagvu részecskék képzddése: a vizsgalt ligandumok annyi ekvivalens
nikkel(I)ion megkotésére képesek, ahany hisztidil-oldallancot tartalmaznak.
Az amiloid-B peptid az amiloid prekurzor protein tobblépéses enzimatikus
hasitdsa utdn visszamaradd, 40-42 aminosavbol allo polipeptid, melynek
aggregaciojat osszefliggésbe hozzak az AK kialakulasaval. A fehérje egy-egy
imidazolil-oldallancot tartalmaz a szekvencia hatodik, tizenharmadik és
fémionmegkotd-képességét az Ac-SGAEGHHQK-NH: szekvencidju nona-
peptid (44(8-16)mHH) és alanint tartalmaz6é mutansai (45(8-16)mHA: Ac-
SGAEGHAQK-NH: és 45(8-16)mAH: Ac-SGAEGAHQK-NH>) segitségével
vizsgaltak [98]. A két hisztidint tartalmazé szarmazékkal biszkomplexek,
valamint egy- ¢és kétmagva réz(I)komplexek is kialakulnak, mig
nikkel(I)ionok jelenlétében csak mononuklearis részecskék képzddnek.
Jelent6s kiilonbség a két fémion jelenlétében lejatsz6dd komplexképzddési
folyamatok kozott, hogy mig a nagy pH-n kialakul6 4N-es nikkel(II)részecs-
kékben kozel 100%-ban a Hisl4 a fémion elsddleges kotdhelye, addig a
hasonld  kotésmoda  réz(Il)komplexek megkozelitéleg 1:1  ardnyban
képzédnek a Hisl3 és Hisl4 oldallancokrol kiindulé amidkoordindcioval
[99]. A réz(Il)- és nikkel(II)ionok mellett a ligandum a cink(Il)ionokkal is
stabil komplexeket képez: a fémion:ligandum aranyt6l fiiggden az egymagvi
részecskék mellett bisz- és dinuklearis komplexek jelenlétét is igazoltak.

3.2.2. Ciszteinil-oldallancot tartalmazé peptidek komplexképzdodési
folyamatai

A biologiai rendszerekben szamos olyan fehérje — pl. metallotioneinek,
fitokelatinok, ,,cink-ujj” fehérjék, ,kékréz” fehérjék, nikkel chaperonok —
talalhatd, melyekhez a fémionok a ciszteinil-oldallanc tiolatcsoportjan
keresztiil koordinalodnak [100], azonban ez a kotés meglehetdsen szelektiv
[50,51]. A ,szoft” karakterii fémionokkal (pl. Cd(II), Hg(Il), Pd(Il)) a
tiolatcsoport erds, kovalens kotést alakit ki, mig a ,,hard” sajatsagu fémionok
(pl. AI(IID)) és a kénatom kozott 1ényegesen gyengébb kdlcsonhatas jon 1étre.
A vizsgalataink szempontjabdl érdekes 3d atmenetifémionok — kozilik is
elsésorban a cink(ll) — viszonylag nagy affinitassal kotddnek a ciszteinil-
oldallancokhoz, kiilondsen, ha lehetéség nyilik vegyes, S- és N-donora-
tomokat tartalmazo kelatgyliris szerkezet kialakitasara. A hisztidin
imidazolgytriijéhez hasonloan a tiolatcsoport is horgonyként szolgéalhat a
peptidnitrogének deprotonalédasdhoz, és a ciszteinek szamatol, illetve
szekvencidban elfoglalt pozicidjatdl fiiggden rendkiviil valtozatos sztdchio-
metridju és szerkezetli komplexek alakulhatnak ki. S6t, a tiolcsoporttal
bizonyos vegyértekvaltd fémionok — példanak okéért a réz- €s a vasionok —
redoxireakcioba is léphetnek, melynek eredményeként a tiolatkénatom
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diszulfidcsoportta oxidalodik, mikdzben a fémionok redukalodnak [101,102],
¢s az igy kialakuld diszulfidhidas részecskék még tovabb szinesitik a
képzddd komplexek sokféleségét.

3.2.3. Vegyes Kkotohelyii, hisztidil- és ciszteinil-oldallancot tartalmazé
peptidek komplexképzodési folyamatai
A legegyszerlibb, hisztidil- ¢és ciszteinil-oldallancot is tartalmazo
ligandumok a HisCys ¢és a CysHis dipeptidek. A ciklikus HisCys dipeptid
(c-HisCys) komplexképzddési  folyamatait cink(I)ionok jelenlétében
tanulmanyoztak. A fémion hisztidin imidazolnitrogénen és cisztein tiolat-
kénatomon keresztiili ktédésével egymagvi részecskék €s biszkomplexek is
kialakulnak. Hasonl6é szekvenciaju dipeptideket vizsgalva megallapitottak,
hogy a mononuklearis komplexek termodinamikai stabilitasa a c-HisHis < c-
HisCys ~ Ac-HisCys-OEt ~ Ac-CysHis-OEt [103] c-CysHis < c-CysCys
sorrendben nd, amibél a ciszteinil-oldallincok stabilitasnoveld hatasara
kovetkeztethetiink. Ekvimolaris oldatban dimer és [Mala] 0Osszetételt
részecskék képzodését is megfigyelték, melyekben a tiolatcsoport
hiddonorként koti 6ssze a fémionokat [104]. Hasonld tendenciardl szamoltak
be a hisztidint €s ciszteint egyarant tartalmazo tripeptidek komplexeiben is:
ezen ligandumok cink(Il)komplexeinek  stabilitisa  mintegy 1-2
nagysagrenddel nagyobb, mint azoké a peptideké, melyekben a fémion csak
az imidazolgytiriin keresztiil koordinalodik [105].
A hisztidin melletti cisztein stabilitisnovel6 hatasa a ZnT3 cink-
transzporter fehérje modellvegyiileténél, az Ac-PFHHCHRD-NH:
. peptidnél is  érvényesil. A
H komplexképz6dés enyhén savas
/> r N kozegben a fémion hisztidinekhez
vald kotédésével indul, majd a
) fiziologias pH-tartomanyban meg-
N 7 N SH jelennek a kiugré stabilitdst, [ML]
HN I Osszetételli részecskék (6. abra),
W melyekben a hisztidin imidazolnit-
N/in/ rogének mellett a cisztein tiolat-
kénatomja is részt vesz a fémion
megkotésében. A hdrom  imi-
dazolil- és egy tiolatcsoporton
keresztul koordinalt [ZnL] komplex stablhtasa mintegy két nagysagrenddel
nagyobb, mint az azonos koordinaciés modu [NiL] részecskéé, amit azzal
magyarazhatunk, hogy a két kation koziil a cink(Il) szdmara kedvezébb az
[N(Im), N(Im), N(Im), S] donoratomok altal kialakitott tetraéderes
koordinacios kornyezet. A pH novelésével bekovetkezik a peptidnitrogének
nikkel(IT)ionok altal indukalt deprotonaloddsa és koordinalddasa, melynek
eredményeként bazikus kozegben az amidnitrogének kiszoritjak a hisztidin
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imidazolnitrogéneket a fémion koordinacids szférajabol és kialakulnak a
siknégyzetes geometriaja, [N(Im), N7, N7, S| kotésmodu komplexek.
Cink(IT)ionok jelenlétében nem figyelték meg hasonldé folyamatok
lejatszodasat [106], ami arra utal, hogy a tiolatcsoport stabilizalo hatasa
nagyban fiigg a pH-tol.

A hisztidinben és ciszteinben gazdag fehérjék egyik legtijabban felfedezett
képviseléi a H. pylori baktérium nikkel chaperonjai, melyek fémionkotd
sajatsagaival vilagszerte szamos kutatocsoport foglalkozik [107-109]. A
proteinek azon tal, hogy a nikkel(ll)ionokat a megfeleld enzimekhez
részt vesznek. Az elkiiloniilt nikkel(Il)- és cink(Il)-kotéhelyeket tartalmazo
HypA fehérje a nikkel(Il)ion [NiFe]-hidrogenaz enzim nagyméreti
alegységébe valo beépiilését segiti elé [110]. A fémion az N-terminalis hisz-
tidinhez kotédik, koordinalasaban egy hisztidin imidazol- és harom depro-
tonalodott peptidnitrogén vesz részt. A cinkkotd régio két —Cys-X-X-Cys—
motivumot tartalmazé hurok, ahova a cink(Il)ion tetraéderes koordinacios
kornyezetet kialakitva kotédik [111]. A H. pylori nikkel(Il) metabolizmu-
saban szerepet jatszo hdsokkfehérjéje, a HSpA is a hisztidil- és ciszteinil-
oldallancot tartalmazo, vegyes kotShelyli ligandumok sordba tartozik. A
protein karboxiterminusat modellezd Ac-ACCHDHKKH-NH: peptid vizsga-
lata bebizonyitotta, hogy a nikkel(Il) még hisztidil-oldallanc jelenlétében is a
—Cys-Cys— motivum két tiolatkénatomjan és a koztiik 1év6 deprotonalddott
peptidnitrogénen keresztiil koordinalodik [112]. Ugyanakkor, a —Cys-Cys—
szekvenciat tartalmazo peptidek cink(I)komplexei Iényegesen kisebb
stabilitasiinak bizonyultak, mint a megfeleld nikkel(I)részecskék [113].

3.3. A neurodegenerativ betegségek attekintése, taupatiak

A neurodegenerativ kor kifejezés az agyi idegsejteket érinté betegségek
gyljtoneve. A korképek hatterében valamely, alapvetdéen fiziologias
funkcioju fehérje konformaciovaltozasa 4&ll: a nativ protein hibas
feltekeredése a szerkezet megvaltozasahoz vezet, melynek eredményeképpen
extracellularis vagy intracelluldris aggregatumok alakulnak ki. A képzddo
rendellenes plakkok és kotegek jelenléte stilyos zavarokat okoz az idegsejtek
miikodésében, valamint a szdvetallomany elhalasat idézi el, ami a beteg
szellemi (demencia) és/vagy fizikai allapotanak leépiiléséhez (ataxia) vezet.

A neurodegenerativ  taupatidkat magukba foglalé demencidk és
mozgasszervi zavarok jellemzGje az abnormalis tau-filamentumok
intracellularis felhalmozddasa, melyek neurofibrillaris kotegeket (NFK) és
egyéb tau-lerakodasokat képeznek a neuronokban és a gliasejtekben. A tau-
neuropatologia onmagaban, izolalt formaban csak ritkan fordul eld, a legtobb
taupatia esetén a protein patologias elvaltozasait altaldban legalabb egy masik
fajta fehérjelerakodas (pl. a-szinuklein, huntingtin, 45) megjelenése kiséri
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[114,115]. A betegségek pontos molekularis hattere a mai napig nem ismert,
de feltételezhetd, hogy egyéb — példaul genetikai tényezokon kiviil — a
kiilonboz6 fémionok [116], valamint az oxidativ stressz [117] is szerepet
jatszik a koros biokémiai folyamatok lejatszodasaban.

3.3.1. Az Alzheimer-kor kialakulasaért felelés tényezok

A legszélesebb korben ismert €s — kozvetve vagy kozvetlenill — a legtobb
embert érintd taupatia valoszinilileg az AK. A késébb rola elnevezett betegség
tiineteit elsdként egy bajororszagi orvos, Alois Alzheimer irta le 1907-ben
[118]. Neuropatologias szempontbol a kort két rendellenesség jellemzi:
amiloidot tartalmazo6 intracellularis plakkok és neurofibrillaris kotegek
megjelenése az agyban. A plakkok amiloid-B nevili rendellenes fehérjébdl
allnak, a neurofibrillaris kotegeket tau alkotja [114]. Az esetek mintegy 95%-
aban Un. sporadikus, azaz elszigetelten jelentkezd AK-rol beszélhetiink, mely
jellemzden 1dés korban alakul ki. Ugyanakkor bizonyos esetekben a tiinetek
fiatalabb korban is jelentkezhetnek: a megbetegedések 5%-a csaladi
halmozodast mutat (familiaris AK), amelyért az amiloid prekurzor proteint
(APP), illetve a presenilin-1 és presenilin-2 fehérjéket kodolo gének
valamelyikének mutacidja felel6s [119].

A sporadikus ¢és familiaris AK eléforduldsdnak szazalékos aranya
egyértelmiien tiikrozi, hogy a betegség kialakulasdban az elsddleges
rizikofaktort az oregedés jelenti, és a kor mara az (el)oregedd — nyugati —
tarsadalmak népbetegségévé nétte ki magat. Altalanos vélekedés, hogy
bizonyos foku szellemi leépiilés az id6s kor elkeriilhetetlen velejardja és az
agy ¢lettani oregedése egyiitt jar a kognitiv képességek hanyatldsaval. Az id6
mulasaval az agykéreg homloki és halantéki részének szoveti allomanya
elvékonyodik, de 56 ¢és 103 éves kor kozott az idegsejtek szama tobbé-
kevésbé allandonak tekinthetd. Az AK-s betegek esetén azonban a
hippokampusz neuronjainak szama csokken, mely jelenség nem része a
természetes Oregedési folyamatnak [120]. A betegség elsé tiinetei a
memoriazavar és az emlékezetvesztés, de az agy leépiilése hatassal van az
idegsejtek miikodésére is — ez hibas jelatvitelt eredményez, mozgasi és
kognitiv miitkddési zavarok 1épnek fel [121]. Az egyre sulyosbodoé tiinetek
végiil a beszédre, a dontéshozatalra és a viselkedésre is kihatnak [122].

A betegség az orvostudomany jelenlegi alldsa szerint gydgyithatatlan: a
klinikai gyakorlatban alkalmazott kezelések ¢€s gyogyszerek legfeljebb a
tiineteket enyhithetik, de nem képesek sem visszaforditani, sem lassitani a
kor lefolyasat [123], igy az AK napjaink egyik legjelentésebb egészségligyi
elérevetitett novekedése is jol mutatja: 2019-ben az AK-ban szenvedd
betegek szamat mintegy 57,4 millié fore becsiilték, mely szdm 2050-re kozel
haromszorosara, 152,8 milliora néhet [124].
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Az AK egy rendkiviil komplex betegség, kialakuldsdhoz szamos tényezd
hozzajarulhat. A betegség molekularis hatterének feltarasat tovabb neheziti,
hogy a kor a legbonyolultabb, legdsszetettebb szerviinket érinti: az agyat,
melynek miikodését a mai napig nem sikeriilt maradéktalanul feltarni. A
betegséget ¢s maganak az agynak a pontos miikodését 6vezd megvala-
szolatlan kérdések is hozzajarulhattak ahhoz, hogy az AK kialakulasdnak
lehetséges okairol tobb elképzelés is napvilagot latott [120] — a teljesség
igénye nélkiil, beszélhetiink kolinerg- [125], amiloid-kaszkad [126], tau-
[127], fémion- [128] és oxidativ stressz hipotézisrdl [129]. A szakemberek
altal talan legszélesebb korben elfogadott elméletek az amiloid-kaszkad,
illetve a tauhipotézis. A kovetkezd bekezdésekben ezeket mutatom be
roviden.

Az 1990-es évek elején ismertetett amiloid-kaszkad hipotézis szerint az
AK kialakulasaért az amiloid-p plakkok lerakddasa a felelds. Az Af fehérjek
az egészséges szervezetben is jelen vannak. Fizioldgias koriilmények kozott
eldszor az a-szekretdz enzim hidrolizalja az amiloid prekurzor proteint, majd
a y-szekretaz hasitja: ily moédon nem keletkeznek oldhatatlan Af molekulak.
Azonban amiloidogenezis soran az APP-t a -, majd a y-szekretdz hasitja,
ami toxikus Ap formak kialakulasat eredményezi [130]. Az elmélet az Af-t
tekinti a patologias kaszkad inditomolekuldjanak: a szenilis plakkok
megjelenését koveti a tau fehérje hiperfoszforilacioja, a hibds szerkezetii
fehérjék osszetapadnak, végiil az idegsejtek elpusztulnak [130].

A 2009-ben napvilagot latott tauhipotézis [127] kozéppontjaban a tau
protein szerkezetének megvaltozasa all. Az elmélet alapja az a megfigyelés,
hogy a neurofibrillaris kétegek elséként a transentorhinalis és az entorhinalis
kéreg® idegsejtjeiben jelennek meg, ahonnan az aggregatumok , prionsze-
riien” terjednek szét az agy egyéb teriileteire [132,133].

Szamos olyan elképzelés is 1étezik, melyek szerint a tau és az Af fehérje
egymasra hatva felelések az AK-patomechanizmus kialakuldsaért: a
leggyakrabban a ravasz és a goly6 [134], illetve a bozottiizet fellobbantd
gyufa [135] metaforakkal talalkozhatunk. Ugyanakkor, habar t6bb hipotézis
is ismert, a tudomédnynak a mai napig nem sikeriilt egyértelmii és kielégitd
magyarazattal szolgalnia arra a kérdésre, hogy a két protein hibas miikodése
pontosan miként idézi eld az Alzheimer-korban szenvedé betegek
szervezetében a koros allapot kialakulasat.

A fent emlitett elméletek kozéppontjaban az Ap, illetve a tau fehérje
szerkezetének megvaltozasa all, mely folyamatra a kiilonb6zé — akér
esszencialis — fémionok jelentds hatast gyakorolhatnak, igy egyre inkabb

3 Az entorhinalis és transentorhinalis kéreg a hippokampusz belépd és kimend kapuja,
melyek a memoriatarolasban jatszanak fontos szerepet. Ezen régiok sériilése felels az AK-
ra jellemz6 memoriazavarért s emlékezetvesztésért.
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teret hodit az Gin. fémionhipotézis, mely szerint az AK legalabb annyira
metallopatianak tekinthetd, mint proteopatianak [136].

3.3.2. A tau fehérje jellemzése, szerepe az Alzheimer-kor lefolyasaban

Az 1975-ben felfedezett tau [137] az idegsejtek sejtplazmajaban talalhato,
mikrotubulus-asszocialt fehérje, mely legnagyobb mennyiségben a neuronok
axonjaiban fordul el6. A fiziologids funkcidju protein a mikrotubularis
halézat dinamikus atrendezddésében, illetve stabilizdldsdban jatszik szerepet,
valamint ezzel Osszefliggésben részt vesz az idegsejtek morfoldgidjanak
kialakitasaban és az axonalis transzportban is [138]. A makromolekulat
egyetlen gén, a 17-es kromoszoman talalhat6 (17q21), 16 exont tartalmazo
ugynevezett MAPT-gén kodolja [139]. Az emberi agyban az N1, N2 és R2
szakaszokat kodolo 2-es, 3-as és 10-es exonok alternativ splicingjaval* hat
kiilonb6z6, 352-441 aminosavbol allo izoforma alakul ki [140]. Az
izoformak kozott kiilonbségek lehetnek a tubulink6té helyek mennyiségében,
valamint az N-terminalis véghez tartozo, 29 aminosav hosszlisagu szakasz
meglétében vagy hidnyaban. A 2-es és 3-as exonok alternativ splicingjaval
olyan fehérjevaltozatok jonnek Ilétre, melyek nem tartalmazzdk a 29
aminosavbol allo szakaszt (ON), illetve abbol egyet (1N) vagy kettét (2N)
tartalmaznak. A 10-es exon alternativ splicingja harom (3R) vagy négy (4R)
mikrotubuluskoto régiot tartalmazo izoformakat eredményez. Az egészséges
emberi agyban a 3R és 4R izoformak aranya kozel 1:1 [140], mely aranyszam
egyes neurodegenerativ megbetegedésekben megvaltozik.

A tau molekulan beliil biokémiai jellemz6ik alapjan négy f6 régiot [115]
kiilonboztetink meg (7. dbra). A 150 aminosavbol all6 N-terminalis
szakasz kinyulik a mikrotubulusok felszinét6l. Habar a fehérje ezen régioja
nem kotéddik kozvetleniil a mikrotubulusokhoz, szerepet jatszik azok
dinamikus viselkedésének szabalyozasdban, valamint hatdssal van arra, hogy
a mikrotubulusok és az egyéb sejtalkotok milyen tavolsagra helyezkednek el
egymastol [141] (azaz, kozvetleniil kapcsolodnak-e egymashoz vagy tér
valasztja el Oket). A 151-243 aminosavszakaszt feloleld régiot prolinban
gazdag doménnek nevezziik. A prolin aminosavak nagy része —SerPro—
vagy —ThrPro— motivumok formajaban fordul eld, illetve ez a domén hét
—Pro-X-X-Pro— motivummal is rendelkezik, melyek a feltételezések szerint
az SH3-tartalmt fehérjék® — példaul a protein kindzok Src csaladjanak —
potencionalis felismer6 helyei lehetnek. A tau és az SH3 tartalmu proteinek

4 Az alternativ splicing a génexpresszié szabalyozott folyamata, melynek soran bizonyos
exonok kivagodnak a génbdl, igy nem vesznek részt a transzlacio el6tt allo hirvivé RNS
képzésében.

5 Az SH3 (Src-homoldg 3) domén konzervalt szerkezeti egység, mely képes mas fehérjék
prolinban gazdag szakaszait felismerni és hozzajuk ko6tddni.
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kozott kdzvetlen kolcsonhatasrol szamoltak be [142], mely kdlcsonhatasok
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aminosav-szekvencia) négy, tokéletleniil ismétlédé motivumot tartalmaz. A
tau ¢s a mikrotubulusok ezeken az ismétlodé egységeken keresztiil 1épnek
kolcsonhatasba egymassal. A 371-441 aminosavakat magaba foglald régid
alkotja a protein karboxiterminusat. A C-terminalis szakasz pontos szerepe
nem ismert, ahogy az is tisztazasra var, hogy milyen fehérjék kotddnek ehhez
a régidhoz. Egyes vizsgalatok arra utalnak, hogy az ebben a doménben
bekovetkezd valtozasok hathatnak a protein egyéb régidira, igy a
karboxiterminus kozvetetten befolydsolhatja egyrészt a tau és az egyéb
fehérjék kozott kialakuldo kolcsonhatasokat, mdésrészt hatdssal lehet a
molekula foszforilacios allapotara is.

Szamos esetben megfigyelték, hogy a neurodegenerativ betegségek
lefolydsa soran a tau fehérje kiilonb6zdé poszttranszlaciés modosulasokon
megy keresztiil, ugy mint hiperfoszforilacio [146], glikozilacio [147],
oxidacio [148], glikacio [149], acetilalas [150], nitralodas [151], ...sth. A
fenti folyamatok koziil kétségkiviil a hiperfoszforilaciéo tart szdmot a
legnagyobb érdeklddésre, a felsoroltak koziil ez a legintenzivebben kutatott
folyamat. A 441 aminosavbol all6 tau molekula 85 potencialis foszforilacids
helyet tartalmaz: 45 szerin és 35 treonin alkoholos, valamint 5 tirozin fenolos
hidroxilcsoportjara keriilhet foszfatcsoport. Kutatdsok igazoltdk, hogy a
megfeleld miikddéshez a fehérje bizonyos mértékii foszforilaltsagi allapota
elengedhetetlen [152], és fiziologias koriilmények kozott a foszforilalt és
defoszforilalt allapot kozotti dinamikus egyenstlyt kindzok és foszfatdzok
szabalyozzak. Koros esetben azonban hiperfoszforilacié kovetkezik be és tn.
hiperfoszforilalt formak alakulnak ki. Osszehasonlitasként: mig az
egészséges kontrollszervezetek post mortem szovetmintdiban az oldhat6 tau
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fehérjék oldallancai koziil 10 foszforilalt, addig az AK-ban szenvedd betegek
mintdibol izoldlt oldhatatlan fehérjevaltozatok mintegy 45 oldallancan
talalhato foszfatcsoportot [153,154].

( sejttest )
axonvégzodés
dendritnyualvan
A tau stabilizalja a
mikrotubulusok szerkezetét
mi
» [ tau-mutaciok
» [ kinazok/foszfatazok
szabalyozasanak
zavara X
A mikrotubularis
halézat szétesik
A tau nem képes
ellatni a feladatat,
sériil az axonalis
transzoort
A tau
hiperfoszforilalédik
A tau hiperfoszforilalt valtozatai
megjelennek a szomatodendritikus
régioban
8. abra: A sematikus abra bemutatja, hogy a tau hiperfoszforilalodasa miként
jarul hozza a neurofibrillaris kotegek képzddéséhez, illetve ezen keresztiil a
L taupatiakban jelentkezd koros allapot kialakulasahoz [155] )

Azon tll, hogy a hiperfoszforilalt tau mikrotubuluskotd képessége csokkent
mértékili az egészséges proteinéhez képest, tovabbi problémat jelent, hogy a
folyamat eredményeként a fehérje aggregacios hajlama is fokozodik. A
protein rendellenes valtozatai elvalnak a mikrotubulusoktol, a kotetlen tau
citoszolikus mennyisége megné és kiilonféle oldhaté vagy oldhatatlan
oligomerek keletkeznek, amelyek paros helikélis filamentumokat, majd
neurofibrillaris kotegeket képeznek [156]. Az aggregacio végil a
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mikrotubularis héalézat szétesését, a sejtvazrendszer Osszeomlasat, végsod
soron az idegsejtek pusztulasat eredményezi (8. dabra). Mindezek alapjan
kijelenthetjiik, hogy a tau hiperfoszforilacigja kulcsfontossagli szerepet
jatszik az AK-korkép kialakuldsdban. A koros foszforilacidt Osszefiiggésbe
hozzék a fémionhipotézissel is, hiszen a foszfatcsoport(ok) beépiilésével a
fehérje negativ toltés(ek)re tesz szert, amely elGsegitheti a fémionokkal vald
elektrosztatikus kolcsonhatasok kialakuldsat. A protein szdmos potencialis
kotohelyet tartalmaz, tobbek kozott tizenkét hisztidin imidazolnitrogént és
két cisztein tiolatkénatomot. Ezek horgonydonorként szolgalhatnak az
esszencialis fémionok (pl. Cu(ll), Fe(I/III), Zn(Il)) megkotddéséhez, mely
kationok kivalthatjdk a fehérje hiperfoszforilaciojat és eldsegithetik az
aggregacios folyamatok lejatszodasat [157].

3.3.3. A fémionok szerepe a neurodegenerativ megbetegedésekben
A fémionok megfeleld eloszlasa ¢és homeosztazisa elengedhetetlen a
normalis idegi miikodéshez. Ugyanakkor, az agy egyes teriiletein magas

crer

idézhetik el6 (pl. 4p-bol allo szenilis plakkok és tau alkotta NFK-k johetnek
1étre), mely aggregatumok toxikusak a neuronok szamara. Ezek az
aggregatumok kiilonféle mechanizmusok alapjan alakulhatnak ki:

e a fémion kotddésének hatasara az adott fehérje harmadlagos szerkezete
megvaltozik;

e a fémion kotodésének hatdsara nulla nettod toltéssel rendelkez6é fémion-
fehérje komplex alakul ki, a semleges toltésti részecske kicsapodik, ami
felgyorsithatja az aggregacios folyamatok lejatszodasat [158];

e a fémion hatasara Uj intermolekularis keresztkotések alakulnak ki a
proteinszalak kozott;

e a fémion koordindcidjdnak hatdsara a fehérje oligomer formaja na-

e a fémion ¢és a fehérje kozott kialakulod kdlcsonhatds megvaltoztathatja a
protein szerkezetét és dinamikus viselkedését: a kotodés hatasara a
fehérje nativ szerkezete destabilizaloédik és a protein legombolyodasa
energetikailag kedvezményezetté valik [160].

A neurodegenerativ megbetegedésekkel 0Osszefliggd tanulmanyok arra
utalnak, hogy a 3d-mezobeli atmenetifémionok, valamint a kalciumion
homeosztazisanak zavara Osszefiiggésbe hozhatd az AK-patoldégidban
szerepet jatszo fehérjék hibas szerkezetli formdinak kialakulasaval és a
szérumban csokkent, mig a gerincveldi folyadékban és a neokortikélis agyi
régioban megemelkedett cink(Il)ion-szintet figyeltek meg [162,163]. Ezzel
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parhuzamosan az Un. neuropilben® nagy koncentricioban mutattdk ki a
cink(I1)- mellett a réz(Il)- és a vas(Il)ionok jelenlétét is [164]. A tudomany
jelenlegi allasa szerint a neurodegenerativ megbetegedésekben a fémionok
homeosztazisdnak zavara nem toxikus fémexpoziciora vezethetd vissza.
Sokkal inkabb arrol lehet szo, hogy az endogén szabalyoz6 mechanizmusok
nem megfeleld6 mikodésének kovetkeztében egyes idegsejtek elveszitik
fiziologias funkcidjukat, mig mas neuronokban toxikus fémionfelesleg
halmozodik fel. Ugyanakkor a mai napig kérdéses, hogy a fémionok
eloszlasanak zavara az AK egyik tlinete vagy esetleg a betegség kivalto oka.

3.3.3.1. A tau fehérje kolcsonhatasa a fémionokkal

Az eddigi kutatasok elsésorban a réz(Il)-, a cink(ll)- és a vas(II/IlT)ionok
hatdsat vizsgaltak, igy a legtobb informacié az ezekkel a fémionokkal
kialakuld kolcsonhatasokrél all a rendelkezésiinkre. Az alabbiakban a
kutatasunk szempontjabol relevans, réz(Il)- és cink(Il)ionokkal kapcsolatos
ismereteinket mutatom be roviden.

A réz(Il)ionok AK-ban, illetve a tau fehérje aggregacios folyamataiban
betoltott szerepe vitatott. Szamos tanulmany szamolt be a fémion aggregaciot
elésegitd szerepérdl [165-167], amivel 0sszhangban a neurofibrillaris kote-
gekben megemelkedett rézszintet mutattak ki [168]. Ennek az elképzelésnek
némiképp ellentmondva egyes kisérleti tapasztalatok alapjan arra kovetkez-
tettek, hogy a fémion a proteinhez kdtédve in vitro koriilmények kozott képes
lehet gatolni a tau aggregaciojat [169], ugyanakkor elésegiti a hippokampusz
neuronjaiban a fehérje hiperfoszforilacigjat [167]. Szintén a fémion aggre-
gaciot gatld hatasat tamasztja ala egy in vivo tanulmany, melynek soran AK-s
egerek agyaban az intracellularis rézkoncentraciot réz(I1)-bisztioszemikarba-
zon komplex adagoldsdval novelték. Ez a feltételezések szerint olyan
jelatviteli utvonalak aktivalodasat eredményezheti, melyek hatasara az Ap
trimerek mennyisége csokken, a tau foszforilacidja visszaszorul és a kisérleti
egerek Y-tesztben” mutatott teljesitménye fejlédik: akar a normaélis kognitiv
funkciokkal rendelkezé allatok szintjét is elérhetik [170]. Vagyis az
intracellularis réz biohozzaférhetdségének novelése képes lehet visszaallitani
a normalis kognitiv funkcidkat azaltal, hogy gatolja a toxikus Af trimerek és
a hiperfoszforilalt tau felhalmozodasat.

Vizsgalatok folynak annak felderitésére is, hogy a fehérje melyik része lehet
a réz(Il)ionok elsédleges kotdhelye — ezek tobbsége a mikrotubuluskotd
régiora iranyul. Az R1, R2 és R4 domének egy-egy hisztidil-oldallancot

® A neuropil az idegrendszer axonokat, dendriteket és tamasztosejteket magéba foglalo,
szinapszisokban gazdag teriilete.

" Az Y-labirintus az allatok irdnytanulasi képességének vizsgalatara alkalmas egyszerii teszt,
mely a kisérleti allatok felfedez6tevékenységén alapul. Segitségével a hossza- és a rovidtava
memoria is vizsgalhato.
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tartalmaznak (His268, His299, His362); az R3 régioban pedig két hisztidin
talalhatd egymas melletti pozicidkban (His329, His330). Shin és Saxena az
R1, R2, R3 és R4 régiokban taldlhatd, 18 aminosavbol allo, tokéletlentil
1smétlodd szakasz réz(Il)ionok megkotésében jatszott szerepérdl szdmoltak
be [171]. A fémion koordinalasaban a hisztidin imidazolnitrogénen kiviil a
peptidvaz deprotonalodott amidnitrogénjei is részt vesznek, stabilizalva a
Cu(Il):oktadekapeptid komplexek szerkezetét. Megallapitottadk, hogy a
mikrotubulusok ¢és a tau fehérje kozotti kolcsonhatasokat kialakito
oldallancok nem jatszanak szerepet a réz(I) megkotésében, ami lehetdséget
teremt arra, hogy a fémion mikrotubulushoz k&tott tauhoz koordinalddjon,
ezaltal megvaltoztatva a protein masodlagos szerkezetét. Azonban meg kell
emlitenlink, hogy ezen kovetkeztetéseket termindlisan szabad peptidek
vizsgalatabol vontak le. Bacchella és munkatarsai az R1 és R3 domének
komplexképzddési folyamatait réz(Il)- és réz(I)ionok jelenlétében tanulma-
nyoztak [172]. Az RI1 régi6o fémionmegkotd-képességét a tau(256-273)
szekvenciaval modellezték, mig az R3 domén rézionok jelenlétében
lejatszodd komplexképzddési folyamatait a terminalisan szintén védett, 13
tagi oligopeptiddel, a tau(323-335) fragmenssel vizsgaltadk. Mindkét
ligandummal 1:1 sztéchiometriaju, egymagva réz(Il)komplexek keletkeznek,
melyekben a fémion a hisztidin imidazolnitrogénen ¢s a deprotonalddott
peptidnitrogéneken keresztiil koordinalodik. Igazoltak, hogy a tau(323-335)
szarmazék egyik hisztidil-oldallanca az ekvatorialis sikban, mig a masik
imidazolilcsoport axialisan koordinalodik a fémionhoz. Ugyanakkor, a
réz(I)ionok szédmara csak a szomszédos His329-His330 oldallancok
bizonyultak jo kot6helynek; az egyvegyértékii fémion és a tau(256-273)
fragmens k6zott nem szamoltak be szamottevd kolcsonhatas kialakulasarol.
Mas tanulmanyok bizonyitottak, hogy a tau fehérje N-terminalis szakasza is
képes a réz(Il) megkotésére a 14-es és a 32-es helyzeti imidazolil-
csoportokon keresztiil. Kiilonosen a —TMH- szekvenciat tartalmazo tau(26-
33) szarmazékok bizonyultak hatékonynak a fémion koordinalasaban [2].

Habér a tau fehérjét érinté aggregacios folyamatok lejatszodasanak pontos
mechanizmusat a mai napig nem ismerjiik, egyre tobb bizonyiték utal arra,
hogy az agy cinkegyenstlyanak felborulasa szerepet jatszhat az AK
kialakulasaban, és a citoplazma csokkent és megemelkedett cink(Il)-
tau hiperfoszforilacios folyamataiban a feltételezések szerint két kiillonbozo
utvonalon keresztill jatszhat szerepet. Egyrészt, in vitro kozvetleniil hathat a
fehérjére a  —SerPro— és  —ThrPro— motivumokhoz vagy a
Cys291 és Cys322 ciszteinil-oldallancokhoz kotédve. Masrészt, a fémion
kinaz- és foszfataz-utvonalak aktivalasa révén kozvetett modon is részt vehet
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a protein hiperfoszforilacidjaban, példaul a Raf-mitogénaktivélt proteinkinz®
aktivalasan [174] vagy kiilonb6zé foszfatdz enzimek, példaul a PP2A
inaktivalasan keresztiil [175]. Valoszinisitik, hogy a toxicitas kialakulasahoz
mind a fehérje hiperfoszforilalt allapota, mind pedig a cink(Il)ionokkal
kialakitott kdlcsonhatas szlikséges.

Mindezek fényében kiilonosen fontos a cink(Il)ionok megfelelé homeo-
sztdzisanak fenntartdsa az AK-ban szenvedd betegek agyaban. Cink(II)
hianyaban a monomer tau-molekuldk szalakka alakuldsa lassu folyamat, de a
fémion mar pM mennyiségben is drasztikusan fokozza a szalképzddést mind
oxidativ, mind reduktiv koriilmények kozott. A folyamat koncentracidfiiggo:
a jelenlévd cink(Il)ionok mennyiségétdl fiiggben szélas vagy szemcsés
aggregatumok is kialakulhatnak [176]. A fémion aggregaciot elbsegitd
hatasat elsésorban a Cys291 és Cys322 ciszteinil-oldallancok ko6zotti
intramolekularis diszulfidhid kialakulasanak tulajdonitjdk [177], de a
folyamatot a fémion ¢és egyéb, a cink(Il)ionokat kisebb affinitassal kotd
fehérjelancok kozott kialakulo gyenge kolesonhatasok is fokozhatjak [178].

A ciszteinil-oldallancok cink(I)ionok megkotésében jatszott szerepét
tamasztja ala az Ggynevezett K19 szarmazék (tau(243-274)(305-324)(337-
347)) komplexképzddési folyamatait vizsgald tanulmany. Megallapitottak,
hogy a cisztein mellett imidazolilcsoportokat is tartalmazé K19 ligandum
erdsebben koti a cink(Il)ionokat az R3 régio fémionmegkotését modellezd,
hisztidint nem tartalmaz6 tau(305-324) fragmensnél. Ez arra utal, hogy a
cink(Il) megkotésében a tiolatcsoporton kiviil hisztidil-oldallancok is részt
vesznek, novelve a képzodd fémkomplexek termodinamikai stabilitasat
[179].

A nikkelion létfontossaga az emberi szervezetben nem bizonyitott €s a
taupatidkban esetlegesen betoltott szerepérdl sem all rendelkezésre tul sok
informaci6é. Ugyanakkor, egy 2019-ben publikalt tanulmanyban a kutatok
arra a koOvetkeztetésre jutottak, hogy a nikkel(Il)-klorid, illetve annak
morfolin konjugatumai védé hatasuak lehetnek az AK lefolyasaban [180]. A
vegyiiletek védo szerepét annak tulajdonitjak, hogy azok — a feltételezések
szerint — elésegithetik a tau-aggregatumok szétesését.

8 A Raf enzim a szerin/treonin kinazok kozé tartozik, és az enzimatikus kaszkadban az egy
szinttel alatta elhelyezkedé MEK enzimcsalad tagjait foszforilalja és aktivalja. A MEK
rovidités az angol ,,Mitogen-activated/Extracellular signal-regulated Kinase kinase”
kifejezés roviditése, melynek jelentése: mitogén aktivalt/extracellularis szignal-regulalt kinaz
kinaz.
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4, Kisérleti modszerek és alkalmazott technikak

4.1. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok
4.1.1. A szilardfazisu peptidszintézishez és a ligandumok tisztasaganak
ellendrzéséhez hasznalt vegyszerek

A peptidek eléallitasa soran hasznalt valamennyi olddszer €s szilard reagens
kereskedelmi forgalombdl szarmazik, és tovabbi tisztitds nélkiil kerilt
felhasznalasra. A ligandumok C-terminalis amid végzddését biztositd Rink
Amide AM gyantat, a 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilammonium-
tetrafluoroboratot (TBTU) valamint a 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc)
véddcesoporttal ellatott aminosav-szarmazékokat (Fmoc-Ala-OH, Fmoc-
Cys(Trt)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Ile-
OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Pro-
OH, Fmoc-Ser(Trt)-OH, Fmoc-Val-OH) a Novabiochem (Svajc)
forgalmazza. A szintetikus célokra hasznalhaté N,N-dimetil-formamid
(DMF), az N-metil-2-pirrolidon (NMP), az N-hidroxi-benztriazol hidrat
(HOBt-H20), a dietil-éter (Et20), a trifluorecetsav (TFA), a triizopropil-
szilan (TIS) és a 2,2’-(etiléndioxi)-dietantiol (DODT) a Sigma-Aldrich Co.
termékei. A 2-metil-2-butanolt és az N,N-diizopropil-etilamint (DIPEA) a
Merck Co. hozza forgalomba. Az ecetsavanhidrid (Ac.0) a VWR
International Kft-t6l, mig a piperidin, a diklérmetan ¢és a 96%-0s ecetsav a
Molar Chemicals Kft-t6l szarmazik.

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografias vizsgéalatokhoz hasznalt
acetonitrilt  (ACN) a Sigma-Aldrich Co., mig a HPLC-tisztasagn
trifluorecetsavat a Merck Co. forgalmazza.

4.1.2. Vizsgalt ligandumok

A kutatasokhoz hasznalt Ac-GNIHHKAG-NH;, Ac-GNGHHKPG-NH_,
Ac-GNGHAKPG-NH2, Ac-GNGAHKPG-NH2 és Ac-TMHQDNIHHKP-
NH2 szekvenciaju peptideket a SynPeptide Co. (Kina) gyartotta. Az Ac-
SKCGSLGNIHHKPG-NH2 és Ac-SKCGSLGNIHHHKPG-NH: ligandu-
mokat a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén
allitottam el6. A HAVAHHH-NH; szarmazékot Dr. Bihari Zsolt szintetizalta,
mig az Ac-GNIHHKPG-NH; és Ac-GNIHHKPGKLVFF-NH: fragmenseket
Dr. Szunyog Gyérgyi és Dr. Lukdcs Marton allitottak el6 a cataniai Consiglio
Nazionale Delle Ricerche - Instituto Di Biostrutture e Bioimmagini (CNR-
IBB) kutatokdzpontban egy kétoldalu szakmai egyiittmiikddés keretében. A
vizsgalt tau fragmensek értekezésben hasznalt roviditéseit az 1. tdablazat
foglalja Ossze; a 9. dbra az eldéllitott és tanulmanyozott ligandumok
szerkezeteit mutatja be.
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1. tablazat: A vizsgalt tau fragmensek értekezésben haszndlt roviditései

Szekvencia Az értekezésben hasznalt rovidités
Ac-GNIHHKPG-NH; tau(326-333)
Ac-GNIHHKAG-NH; tau(326-333)mA
Ac-GNGHHKPG-NH; tau(326-333)mG
Ac-GNGAHKPG-NH; tau(326-333)mGA
Ac-GNGHAKPG-NH; tau(326-333)mGH

Ac-SKCGSLGNIHHKPG-NH; tau(320-333)
Ac-SKCGSLGNIHHHKPG-NH tau(320-333)mH
Ac-TMHQDNIHHKP-NH; tau(30-34)(327-332)
Ac-GNIHHKPGKLVFF-NH; tau(326-333) KL

4.1.3. Az oldategyensulyi vizsgalatok soran alkalmazott vegyszerek

A sav-bazis titralasokat megkozelitdleg 0,20 M-0s, pontosan ismert
koncentracioju, karbonatmentes, argongaz alatt tarolt kalium-hidroxid
hidrogén-ftalat oldattal hataroztam meg, a mintdk allando ionerdsségét
kalium-klorid biztositotta. Az elektrod kalibraldsdhoz, a pH-potenciometrids
mérésekhez, valamint a pH allitdsdhoz hasznalt kalium-hidrogén-ftalat (BDH
Prolabo, VWR International Kft.), kalium-klorid (Merck Co.) és kalium-
hidroxid (Merck Co.) oldatok szilard vegyszerekbél, a ~ 0,20 M
ioncserélt viz (Millipore) felhasznalasaval. A ligandumok komplexképz6
sajatsagainak vizsgalatahoz hasznalt réz(Il)-klorid, nikkel(ll)-klorid és
cink(1l)-klorid torzsoldatok a Reanal Finomvegyszergyar Zrt. altal gyartott
a.l.t. mindségli vegyszerekbdl késziiltek. Az oldatok pontos fémion-
lassal, mig a savkoncentraciokat pH-potenciometrids modszerrel hataroztak
meg.
4.1.4. Az ESR-vizsgalatokhoz hasznalt vegyszerek
torzsoldat felhasznalasaval végezték, amit a 99%-ot meghalado **Cu-tartalmi
fémréz (Medgenix, Ratingen, Németorszag) nitratta alakitasaval nyertek.

4.1.5. A Thioflavin T assay vizsgalatokhoz hasznalt vegyszerek

A vizsgalatokhoz hasznalt Af(1-42) peptid a Bachem (Svajc) terméke, a
Thioflavin T-t a Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Missouri) hozta forgalomba.
A vizsgalatok soran sziikséges ~ 7,4-es pH beallitdsahoz hasznalt natrium-
dihidrogén-foszfat/dinatrium-hidrogén-foszfat puffert a szilard anyagok
haromszor ioncserélt vizben torténd feloldasaval nyertem.
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9. abra: A vizsgalt peptidek szerkezete

. J/

Az ESR-vizsgalatokra a Cataniai Egyetemen (Universita di Catania), a
tomegspektrometriai vizsgalatok egy részére €és az inhibicids vizsgalatokra a
CNR-IBB kutatokézpontban, Dr. Giuseppe Pappalardo kutatocsoportjaval
valo kétoldalii egyiittmiikodés keretében (2019-2.1.11-TET-2019-00055)
keriilt sor, amelybe egy tanulmanyut révén én is bekapcsolodtam.

4.2 Szilardfazisu peptidszintézis

A vizsgélt ligandumokat a felépitd aminosavakbol allitottuk el¢ az N-
terminalis véddcsoport eltavolitasa és az egyes aminosavak kapcsolasa révén
szilardfazisu peptidszintézis segitségével. Az 1984-ben kémiai Nobel-dijjal
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jutalmazott technikat, mely sordn a peptidet oldhatalan szilard hordozora,
ugynevezett gyantdra kapcsolva allitjdk eld, Robert Bruce Merriefield,
amerikai professzor dolgozta ki 1963-ban [181]. A szilardfazisu
peptidszintézis elénye, hogy a reagenseket nagy feleslegben alkalmazhatjuk,
ami egyrészt teljesebb konverziot biztosit, masrészt segit a kis térfogatokkal
vald6 munka sordn jelentkezd hibak kikiiszobolésében. A keletkezd
melléktermékek ¢és a reagensek feleslege sziiréssel eltavolithatd a
reakciotérbdl, vagyis nincs sziikség az egyes aminosavak kapcsolasa utan a
peptid kicsapasara, majd 0jboli feloldasara, ami — amellett, hogy id6- és
energiaigényes — a kitermelést is csokkenti. A modszer tovabbi elonye, hogy
a hasitasi és kapcsolasi 1épések ciklikus ismétlédése lehetdve teszi a szintézis
automatizalasat [182].

A szilardfazist szintézis soran alkalmazott gyanta egyfajta finomszemcsés
muianyag, melynek 1 grammja mintegy 1 millio, milliméter nagysagu
szemcsét tartalmaz. Feliiletén ¢és belsejében olyan funkcids csoportok
talalhatok, melyeken keresztiil aminosav-szarmazékokat kapcsolhatunk
kémiai kotésekkel a szilard hordozohoz. A peptidlanc felépitése a szekvencia
karboxiterminusa fel6l indul: a C-terminalis aminosav karboxilcsoportjat
kovalens kotéssel rogzitjiik a gyantahoz. A tovabbi aminosavakat a lancvégi
aminosavhoz kapcsoljuk, igy az épiilé peptid a szintézis teljes ideje alatt a
gyantdhoz kotve marad. A szilard hordozonak kémiailag és mechanikailag
egyarant ellenallonak kell lennie, nem reagalhat a reagensekkel és az
oldészerekkel, ahogy a noévekvé peptidlanccal sem. Tovabba jol kell
duzzadnia az alkalmazott olddszerekben, hogy az épiilé peptidlanc kénnyen
hozzaférheto legyen valamennyi reagens szdmara. Fontos, hogy a gyanta és a
peptid kozotti kovalens kotés az eldallitas koriilményei kozott végig stabil
maradjon, de a szintézis végeztével konnyen hasithatdé legyen. Mindezek
mellett a szintézis sikerességét a szildrd hordozd szemcsemérete, -alakja és
homogenitasa is befolyasolja.

A peptidlanc felépitéséhez, azaz az aminosavak kozotti savamidkotés
kialakitdsahoz az amino- és a karboxilfunkciok véddcsoportjait el kell
tavolitanunk. Az esszencialis aminosavak tobb mint fele rendelkezik olyan
funkcios csoporttal, mely a szintézis egyes szakaszaiban reakcidba lépne a
reagensekkel, véaltozatos dsszetételli melléktermékeket eredményezve. Ennek
elkeriilése érdekében ezeket a funkcids csoportokat a peptidszintézis teljes
ideje alatt blokkolni kell, méghozza olyan véddcsoportok alkalmazéséaval,
melyek a szintézis koriilményei kozott stabilak maradnak, de annak
végeztével konnyen eltavolithatok. Valamennyi ligandum eldallitasa sordn az
Fmoc/tBu stratégiat alkalmaztuk [183], mely a nemkivanatos mellékreakciok
kizarasat az oa-aminocsoporton 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc), az
oldallancokon pedig terc-butil (tBu) vagy abbdl szarmaztathatd csoporttal
biztositja. Az Fmoc/tBu moédszer az tgynevezett ortogonalis véddcsoport-
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stratégiak kozé tartozik, vagyis az N-terminalis és az oldallanc-
véddcsoportok eltavolitasa eltérd kémiai koriilményeket igényel. Az Fmoc
véddcesoport enyhe bazis (pl. piperidin) alkalmazasaval tavolithato el, mig az
oldallancok véddcsoportjai savas kozegben (altaldban trifluorecetsavat
tartalmazd oldattal) hasithatok.

4.2.2. Az aminosav-szekvencia felépitése

A peptideket automatizalt mdodon, szilardfazisu technikaval, mikrohullamt
Liberty 1™ peptidszintetizator (CEM, Matthews, Eszak-Karolina) segitségé-
vel allitottuk eld. Oldoszerként DMF-et hasznaltunk. Valamennyi vizsgélt
modellpeptid C-terminalis karboxilcsoportja blokkolt — ezt a szénterminuson
amid végzddést biztositdé Rink Amide AM tipusit — 1% divinil-benzollal
térhalositott funkcionalizalt polisztirol — gyanta [184] alkalmazasaval értiik
el. A szilard hordozét Fmoc véddcsoporttal ellatva hozzék kereskedelmi
forgalomba, amit a szintézis elsé 1épésében, az els6 aminosav kapcsolasa
elott el kell tadvolitani. A véddcsoport hasitasat a késziilék 20% piperidin-
tartalmu DMF-oldat segitségével végzi. A piperidin lehasitja a fluorén-gytirii
savas karakter(i hidrogénjét, majd B-elimindciot kdvetéen nagy reaktivitasa
dibenzofulvén koztitermék képzoédik, ami adduktot képez a piperidinnel (ld.
Fiiggelék, Al. abra). A keletkez6 adduktnak jellegzetes fényelnyelése van az
ultraibolya tartoméanyban, 301 nm-en (gzo1nm = 7800 molt-dm3-cm™), igy a
véddcesoport eltavolitasanak hatékonysaga spektrofotometridsan nyomon
kovethetd. A reakcido 80°C-on, 30 W teljesitményli mikrohulldma sugarzas
alkalmazasa mellett, 180 masodperc alatt megy végbe. A gyanta és az
aminosavak Fmoc védécsoportjanak hasitasat a késziilékhez kapcsolt UV
MONITOR egység (CEM, Matthews, Eszak-Karolina) segitségével kovettiik
nyomon. A véddcsoport eltavolitasaval a szilard hordozo feliiletén
hozzaférhetové valik a szabad aminocsoport, melyhez hozzakapcsolhatjuk a
soron kovetkezd aminosav karboxilcsoportjat. Mivel a peptidkotés kialakitasa
energiaigényes folyamat és a szintézist — az eldallitani kivant molekuldk
héérzékenysége miatt — altaldban szobahOmérsékleten (vagy ahhoz kozeli
homérsekleten) végezziik, a savamidkotés 1étrehozasahoz az amino- vagy a
karboxilcsoportot aktivalni kell. A két lehetséges modszer kozil — az
aminocsoport aktivalasanak nehézségei miatt — a kapcsolasi reakciok alapja a
karboxilfunkcio aktivalasa olyan reagensek alkalmazasaval, melyek ndvelik
az inert funkcios csoport elektrofilitasat. Ezt altaldban in situ észterképzéssel
valositjuk meg: a TBTU és a HOBt aktivatorok DIPEA jelenlétében aktiv
észtert képeznek a kapcsolni kivant aminosavval, ami kdnnyen reagdl a
gyantdhoz kotott, épiild peptidlanc szabad aminocsoportjaval. A szintézis
soran az aminosav-oldatokat négyszeres feleslegben, 0,2 M koncentracidban
alkalmazzuk, a kapcsolni kivant aminosav karboxilcsoportjanak aktivalasa a
TBTU/HOBt/DIPEA stratégianak megfelelden torténik. A hozam maximali-
zalasa érdekében aktivator reagens (0,5 M HOBt-H>O ¢s 0,5 M TBTU DMF-
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es oldata) mellett aktivator bazist (2,0 M DIPEA NMP-s elegye) is
hasznalunk. Az aminosav kapcsolasit — mind a gyantdhoz, mind pedig a
novekvd peptidlanc megel6z6 aminosavdhoz — a késziilék 30 W
teljesitményti mikrohullam segitségével, 80°C-on végzi, 300 masodpercen
keresztiil. A hasitdsi és kapcsolasi 1épést ismételve épiil fel a kivant
szekvenciaju peptid. Az egyes reakcidlépések kozott a készilék DMF
hozzdadasaval és az olddszer gyantarol valod lesziirésével tavolitja el a
reagensek feleslegét. A vizsgalt ligandumok tobbsége védett aminoter-
minussal rendelkezik. Az acetilcsoport kiépitését a késziilék az utolsoként
kapcsolt aminosav Fmoc véddcsoportjanak lehasitdsat kovetden 6 V/V%
ecetsavanhidridet és 5 V/V% DIPEA-t tartalmazé DMF-oldat hozz4adasaval
valositja meg. A szintézist kovetden a gyantat diklormetdnnal, 96%-os
ecetsavval, 2-metil-2-butanollal és dietil-éterrel mossuk.

4.2.3. Az eléallitott peptidek hasitasa a gyantarol

A nyerstermék hasitdsat valamennyi peptid esetén szobahdmérsékleten,
94% TFA, 2,5% TIS, 2,5% H->0 ¢és 1% DODT elegyében hajtottuk végre — a
peptidlanc hosszatol fiiggéen — 2-3 o6ra alatt. Ilyen koriilmények kozott
nemcsak a peptidet tavolithatjuk el a gyantarél, de az oldallancbeli
véddcsoportokat is lehasithatjuk a ligandumrol. A hasitoelegy hideg dietil-
¢terbe valo csepegtetésével jutottunk hozza a fehér vagy halvanysarga szinii
csapadékhoz. A nyerstermék kicsapasat jeges fiirdoben, folyamatos
kevertetés mellett végeztiik. A csapadékot centrifuga (ScanSpeed 406)
segitségével elvalasztottuk a folyadékfazistol, hideg dietil-éterrel mostuk,
majd argongdzas szdritdst kovetden vizben feloldottuk ¢&s liofilizaltuk.
Valamennyi esetben trifluorecetsav-soja formajaban jutottunk hozza az
eldallitani kivant peptidhez. A peptidszintézis 1épéseit a Fiiggelék A2. dabrdja
mutatja be.

4.2.4. Az eléallitott peptidek tisztasaganak ellenérzése és azonositasa

A szintézis soran az egyediili tisztitasi eljarast a gyanta DMF-fel valo
mosasa, majd az ezt kovetd sziirési 1épés jelenti. Azonban eléfordulhat, hogy
az Fmoc véddcsoport eltavolitdsa €s/vagy valamely kapcsolasi 1épés nem
jatszodik le teljesen, ami kis mennyiségben hidnyos szekvencidji peptidek
képzddéset eredményezi. Ennek eredményeként a szintézis végén, a hasitast
kovetden tobbkomponensii terméket kapunk. Ezt elkeriilendd a hasitasi és
kapcsolasi reakciok hatdsfokdnak kozel 100%-nak kell lennie az eldallitas
soran, amit a reagensek nagy feleslegben vald alkalmazasaval, illetve
bizonyos aminosavak esetén a kapcsolasi 1épés megismétlésével biztosit-
hatunk. Az UV MONITOR egység hasznalata szintén a hidnyos szekvenciaju
ligandumok képzddésének veszélyét hivatott csokkenteni.

A liofilizalt termékek tisztasagarol nagyhatékonysagu folyadék-
kromatografia segitségével bizonyosodtunk meg, melyhez 250 mm X 4,6 mm
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atmérdjli, Vydac CI8 tipusu analitikai kolonnat (szemcseméret: 5 pm;
porusméret: 300 A) és JASCO MD-2010 plus diddasoros detektorral
felszerelt JASCO késziiléket hasznaltunk. A termék homogenitasat a
peptidkdtésre jellemzd maximalis elnyelési hullamhosszon, azaz 222 nm-en
torténd detektaldssal ellendriztiik. A vizsgalat soran gradiens eluciot alkal-
maztunk, az elualészer 0,1% TFA-t tartalmaz6 haromszor ioncserélt viz és
azonos TFA-tartalmu acetonitril volt. A kromatografids profilok alapjan a
vizsgalt ligandumok mindegyike egykomponensiinek bizonyult, a helyes
szekvenciat tomegspektrometrias (ESI- vagy MALDI-MS) vizsgalatok
igazoltak. pH-potenciometrids mérések alapjan az eldallitott peptidek
hatéanyagtartalma minden esetben 90-95% kozottinek adodott.

4.3. pH-potenciometria

Az oldatfazisban lejatszodd komplexképzddési folyamatok egyensulyi
vizsgalatanak egyik altalanosan alkalmazott modszere a pH-potenciometria.
A technika abban az esetben alkalmazhato, ha a folyamat az oldat pH-janak
megvaltozasaval jar, azaz, ha a fémion koordinalédasdnak hatasara proton
szoritodik le a ligandumrol.

A hidrogénion (H") és a fémion (M™") k6z6tt lejatszodd kompeticios reakcio
az (1) reakcidegyenlettel adhato meg:

AHL + Mm+ 2 MLy(m-n+ + pH+ (1)

A bruttd komplexképzddési folyamatot a (2) egyenlettel irhatjuk fel (a
konnyebb attekinthetdség kedvéért a részecskék toltését nem tiintettem fel):

, ahol M a fémiont, H a hidrogéniont, L a ligandum teljesen deprotonalt
formajat, p, g és r pedig a sztochiometriai egyiitthatokat jeldli.
pH-potenciometrias vizsgalatok segitségével meghatarozhatjuk a keletkez6
részecskék Osszetételét és stabilitasi szorzatat. A (2) reakcidegyenlet alapjan
képz6dé MpHgLr Osszetételii komplexek bruttd stabilitasi allanddja (Spgr) @
kovetkezOképpen szamithato ((3) reakcioegyenlet):
_ MpHgL,
Prar = tpimany ®)

crer

kiilonbozé fémionokkal (réz(I), nikkel(Il) és cink(Il)) képz6dé komplexek
stabilitasi szorzatait a PSEQUAD szamitogépes program [186] segitségével
hataroztam meg, ami D.D. Perrin és .G. Sayce SCOGS nevii programjanak
Z¢€kany Laszl6 ¢és Nagypal Istvan 4ltal tovabbfejlesztett valtozata. A
PSEQUAD lehetévé teszi, hogy ugyanazon rendszer kiilonb6zo
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fémion:ligandum arany mintaira kapott mérési adatokat parhuzamosan
értékeljiik ki. Bemend adatként meg kell adnunk a titralas soran kapott primer
térfogat—pH adatparokat, a fémion, a ligandum és a hidrogénion analitikai

crcr
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valamint a vizionszorzat (Kw) és az Irving-faktor (IRV4q) értékét. Az Irving-
féle korrekcids tényezdt a diffuzids potencidl kikiiszobolésére szolgal, értékét
az Irving és munkatarsai altal javasolt modszerrel [187] hataroztam meg. A
szamitashoz szilikséges egyéb paraméterek a kovetkezok: az M, L, H
komponensek, illetve a képz6dé asszociatumok — nevezetesen a ligandum
kiilonb6z6 protonaltsagi fokt részecskéi, az MpHglLr sztochiometridju
fémkomplexek, illetve a hidroxidokomplexek — szdma, valamint azok
Osszetétele, tovabba a felsorolt részecskék pontos vagy kozelitd stabilitasi
szorzata. A program a részecskék stabilitasi allandoit a kiindulasi
komponensekre felirhatdo (4-6) anyagmérleg-egyenletek megoldasaval adja
meg, ahol n a vizsgalt rendszerben képz6dé asszociatumok szamat jeloli:

cu = M+ Xy piBpgr [MIPTHIT[L]] (4)
cy = [Hl + X qiBpgr IMIPTHITIL]Y (5)
¢, = [L] + X niBpgr IMIP[HIT[L]] (6)

Az egy fémiont tartalmazod rendszerek mellett vegyes rendszerekben
lejatszodd komplexképzodési folyamatokat is tanulmanyoztam. Ezekben az
esetekben — az oldatban jelenlévd két kiilonb6zo fémionnak megfeleléen — a
komponensek szama haromrdl négyre valtozik, ebbdl kovetkezden az
anyagmérleg is négy komponensre irhatdé fel. A megadott kiindulasi
paramétereket felhasznalva, a PSEQUAD program Newton-Raphson
iteracioval kozeliti a meghatdrozni kivant stabilitdsi 4allandok értékét,
mindaddig, mig a Y (Vezmitot — Vimen)? szamérték minimumot ér el (az
egyenletben szerepld V a titrald oldat térfogatat jeloli). Az iteracidosorozat
végén megkapjuk az ugynevezett finomitott stabilitasi szorzatokat, azok
hibajat, valamint a kozelités pontossagat jellemzd, a [Vszmitot — Vmer]
atlagértékeként definidlt illesztési paramétert. Az értekezésben szerepld
stabilitasi allandok (log g [HqLs], l10g S [MpHqL(]) utan zardjelben feltiintetett
szam az utolso tizedesjegy szerinti standard deviacio értékét jeloli. Tovabba,
a program egy adott komponensre — ez altalaban a fémion, de tobb fémiont
tartalmazo rendszerek esetén célszeribb a ligandumot valasztani — nézve
kirajzolja a részecskék koncentracioeloszlasi gorbéjét is a pH fliggvényében.
A dolgozatban szereplé részecskeeloszlasi diagramokat a komplexek
ismeretében a SED program [188] Windows operacios rendszer alatt futd
valtozataval, a MEDUSA-val szerkesztettem meg, majd MS Excel
programmal abrazoltam.
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Gyakran el6fordul, hogy a kiilonb6z6 ligandumok fémkomplexeinek
képzddését jellemzd bruttod stabilitasi szorzatok Osszehasonlitdsa kézvetleniil
nem lehetséges, csak a beldliikk képzett, igynevezett szdrmaztatott allandok
vethetdk 6ssze. A kovetkezd néhany bekezdésben az értekezésben eléforduld
szarmaztatott allandok szamitasat ismertetem roviden. Gyakran hasznalt
szarmaztatott allando a log K(M+Nim) érték, mellyel az oldallancbeli
imidazolilcsoportok koordindlodasadval képz6dd makrokelat szerkezetii
komplexek stabilitasat jellemezhetjiik. Abban az esetben, ha a ligandum
teljesen deprotondlt forméban van és valamennyi imidazolgytlirlije a
fémionhoz koordinalddik, a fent emlitett szarmaztatott allandd értéke
megegyezik az [ML] sztdchiometriaju komplex log g értékével. Ugyanakkor,
ha a ligandum nagy pH-n deprotonal6dé funkcios csoportot tartalmaz — ilyen
példaul a lizin ammoniumcsoportja, mely aminosavat az altalunk vizsgalt
peptidek tobbsége tartalmazza —, akkor a log K(M+Nm) értéket a megfeleld
protonalddasi allando(k) kivonasaval kapjuk. Ennek megfeleléen, a (7)
egyenletben feltiintetett egyensulyi reakcié stabilitasi allandojat a (8)
egyenlet alapjan szamithatjuk (a toltéseket a konnyebb attekinthetdség
kedvéért nem jeloltem):

M + HxL = [MHxL] ©)
log K(M+Nm) = log f[MHxL] - log £ [HxL] (8)

Az altalunk vizsgalt réz(Il)- és nikkel(Il)ionok — valamint bizonyos
esetekben a cink(ll)ionok is — képesek eldsegiteni az amidnitrogének
deprotonalddasat és koordinalodasat. A kialakuld amidkoordinalt komplexek
képzodésének jellemzésére — az egy 1épésben deprotonalddo petidnitrogének
szamatol figgéen — a (9) és (10) egyenletek alapjan szamitott allandok
hasznalhatok:

pK (amid) = log F[MHuL] - log f[MHn-1L] 9)

log B[MHyL]-log S[MH,,_4L] (10)

X

pK (amid) sy =

, ahol x a fémion koordindlodasa sordn az amidnitrogénrél leszoritott
protonok szamat jeloli.

A pH-potenciometrias titralasokat vizes oldatban — illetve a ligandum rossz
vizoldhatésaga esetén 70% (V/V) DMSO-viz oldészerelegyben® —, 298 K
homérsékleten végeztem. A mérések soran az allando hémérsékletet Julaba
F12 tipust ultratermosztat biztositotta. Mérdoldatként ~ 0,20 M, pontosan

crer

® A 70% (V/V) DMSO-viz oldészerelegyet 1 liter, argongéazzal atbuborékoltatott DMSO és a
sziikséges mennyiségii — szintén kiargonozott — haromszor ioncserélt viz elegyitésével
készitettem.
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hidrogén-ftalat oldat titralasi gorbéjének Gran-féle linearizaciojaval [189] ha-
taroztam meg. A titralo oldat adagolasat vizes mintak esetén 500 vagy 1000
ul végtérfogatat Hamilton-fecskenddvel felszerelt, szamitogép altal vezérelt
Mol-AcS mikrobiirettaval végeztem, a pH valtozasat MOLSPIN pH-méréhoz
csatlakoztatott Metrohm 6.0234.110 kombinalt iivegelektrod mérte. A légkori
szén-dioxid ¢és oxigén kizdrasat a mintdk gdézterébe vezetett argongaz, a
folyamatos kevertetést VELP mégneses keverdtest biztositotta. A DMSO-viz
oldészerelegyben lejatsz6do komplexképzddési folyamatok tanulmanyozasa-
hoz 6.0234.100 kombinalt tivegelektroddal felszerelt Mettler Toledo DL50
tipusu automata titratort hasznaltam. A titralas soran a mintdkba argongazt
vezettem, ami a légkori gazok kizardsa mellett a mintdk folyamatos
kevertetését is biztositotta. Valamennyi minta titralasa el6tt az elektrodot a
segitségével kalibraltam, melynek pH-ja 298 K homérsékleten 4,005-4,008.
A mintak Osszeallitasa soran a kiindulasi pH beallitasaira 10% vagy 1
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rendszerparamétercknek megfeleld vizionszorzatot és az Irving-féle
korrekcids tényezot a mar ismert toménységli kalium-hidroxid mérdoldattal
valo titralas révén hatdroztam meg, a kapott erds sav-erds bazis titralasi gorbe
Gran-féle linearizacidjaval. A vizsgalni kivant ligandumok torzsoldatait a
szilard peptidek bemérésével készitettam, oldoszerként haromszor ioncserélt
vizet vagy 70% DMSO-viz elegyet hasznaltam. A peptidek mintabeli
koncentracidja valamennyi esetben a 7 - 10#- 2 - 1073 M tartomanyba esett,
a mintdkban a fémion:ligandum aranya 1:3 és 3:1 kozott valtozott. Az allando
ioner6sséget 1,0 M koncentracioju  kalium-klorid oldat, illetve az
oldoészerelegyben végzett vizsgalatok soran szilard vegyszer hozzaadasaval
biztositottam. A mintabeli 0,20 M ionerdsség jo kozelitéssel megegyezik a
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térfogata 3,00 vagy 4,00 ml volt; a titralasi adatok kiértékeléséhez hasznalt
szamitogépes szoftverek (SUPERQUAD ¢és PSEQAUD) figyelembe veszik a
titralas soran bekovetkez6 térfogat-novekedeést.

A pH-potenciometria kétségkiviil hasznos és igen elterjedt technika a
komplexképzddési folyamatok tanulmanyozasara. A titralasi adatok fontos
informacioval szolgdlnak a vizsgalt rendszerben képzddd részecskék
Osszetételérdl és stabilitasarol, ugyanakkor a modszernek megvannak maga
korlatai. Példanak okaért, ha két komplex képzddése azonos pH-effektussal
jar, azok nem kiilonboztethetok meg pH-potenciometria segitségével, de az is
eléfordulhat, hogy valamely rendszer tobb, kémiailag redlis modellel is jo
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illesztéssel leirhatd. Tovabba emlitést érdemel, hogy a komplexek stabilitasi
allandoi a koordinacioban résztvevd donoratomok szamardl és mindségérol,
a pH-potenciometrids mérések eredményeinek aldtdmasztasdhoz egyéb,
szerkezeti informaciokat nyujtd vizsgalati modszerek (pl. UV-lathato
spektrofotometria, cirkularis dikroizmus spektroszkopia, tomegspektrometria,
magneses magrezonancia vagy elektronspin rezonancia spektroszkopia) is
sziikségesek.

4.4. UV-lathaté (UV-Vis) spektrofotometria

Az atmenetifémionok komplexeinek képzddése soran a ligandum
elektromos terének hatasara a kozponti fémion d-palyai felhasadnak,
energiajuk eltérd lesz. A részecskékre jellemz6 fényabszorpcidt a felhasadt d-
palyak kozotti elektronatmenetek — vagy mdés néven d-d atmenetek —, a
fémionr6l a ligandumra, illetve a forditott irdnyba lejatszodo toltésatviteli
folyamatok okozzak. A komplexek abszorpcios spektrumai fontos szerkezeti
informacioval szolgalnak: megadhatdé a koordinacidban résztvevo
donoratomok szama és mindsége, valamint a spektralis adatokbol a keletkezd
részecskék geometridjara is kovetkeztethetiink. Az altalunk vizsgalt
atmenetifémionok kozil a réz(I) és a nikkel(Il) peptidekkel képzett
komplexei szinesek, igy ezen részecskék elektrongerjesztési spektrumat
mutatom be részletesebben.

A  réz(Il)komplexek spektralis sajatsagait sokan ¢és széleskoriien
tanulmanyoztak, ezaltal gazdag szakirodalom all rendelkezésiinkre [190].
Oktaéderes térben a +2 oxidacios allapota rézion d° elektronjainak
energiaszintje mind gyenge, mind pedig erds terli ligandumok hatésara — a
kristalytérerdsségtol fliggd mértékben — kétfelé hasad, majd a tetragonalis
torzulds az energiaszinteket ujabb két-két szintre hasitja. Vagyis a
réz(Il)komplexekre jellemzd tetraéderesen torzult oktaéderes térben a Jahn-
Teller hatas kovetkeztében a 2Eg alap- és a 2Tq gerjesztett allapotok négyfelé
hasadnak: 2B]_g (dXZ,yZ), 2A1g (dzz), 2BZg (dxy) éS 2Eg (dxz, dyz) SZintek _]OIlIlek
1étre. Ennek megfeleléen az abszorpcios spektrumban a négy energiaszint
kozotti haromféle d-d atmenet, nevezetesen a dx; (dyz) — dx2-y2, @ dxy — dx2-
y2 és a d2 — dx2y2 savok megjelenését varjuk. A gyakorlatban ezek az
atmenetek altaldban nem kiiloniilnek el, hanem egyetlen széles abszorpcios
savva olvadnak 0Ossze, melynek intenzitasa és energidja a koordinalodo
donoratomok szaman és mindségén kivil a képz6dé komplexek
geometriajatol is fligg. Utobbiak hatasat Sigel és Martin [47] mellett Pettit és
munkatarsai [48] is vizsgaltak. Megallapitottak, hogy elsdsorban az
ekvatoridlis sikban koordindl6od6é atomoknak van jelentds hatdsa a hullam-
szamra, valamint azt is megfigyelték, hogy az egyes donorcsoportokhoz
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rendelheté hatds additiv [191]. A vizes oldatban jelenlévé [Cu(H20)s]?*
hexaakvaion négy ekvatoridlis  vizmolekuldjanak nitrogén- vagy
oxigéndonoratomokkal torténd helyettesitése az abszorpcidos maximumot a
rovidebb hullamhosszak felé tolja el. Ez az effektus kiilondsen a
nitrogéntartalmi funkcids csoportok koordindloddsa esetén jelentds (2.
tablazat).

2. tablazat: A réz(lDkomplexek spektralis paramétereinek fiiggése a
koordinalt nitrogénatomok szamatol

Koordinalt - -
nitrogénatomok szdma Amax (NM) eM'-cm™)
1 680-730 30-60
2 620-670 40-120
3 540-590 100-150
4 500-530 120-200

A kvantitativ Osszefiiggések megadasat neheziti, hogy a ,kékeltolodas”
mértéke a donoratom mindségén kiviil a kelatgytiri méretétdl ¢és a ligandum
fémionhoz nem koordindlodo, egyéb szubsztituenseitdl is fliigg. Ha ezeket a
hatasokat figyelmen kiviil hagyjuk, a varhat6 abszorpciés maximum
hullamhosszat (Amax) egy empirikus 6sszefiiggés segitségével megkdzelitdleg
2%, azaz mintegy 10-12 nm pontossaggal megadhatjuk [47]:

103
[0.294(C=0/H,0)+ 0.346(CO0™)+0.460(NH,)+0.492(N=)+ 0.434(Im)]

Amax [nm] = (11)

Azonban meg kell jegyezniink, hogy a (11) egyenlet nem alkalmazhato
abban az esetben, ha az ekvatorialis koordinaciét valamely funkcios csoport
axialis koordinacidja egésziti ki. Ebben az esetben ugyanis az abszorpcids
maximum kis mértékben a nagyobb hulldmhosszak fel¢ tolodik el. Az
ekvatoridlis sik torzulasat szintén a fent emlitett, ,,vOros” vagy batokrém
eltolodas kiséri — a jelenség egy jellegzetes példaja a bisz-hisztamin tipusu
kotés kialakulésa.
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Komplexvegyiileteiben a d® elektronkonfiguracioju nikkel(I1)ion leggyak-
rabban 6-os és 4-es koordinaciés szammal fordul elé [190]. A 6-0s
koordinacids szdmu, paramagneses sajatsagu oktaé¢deres geometridju, nagy
spinszamu komplexek altalaban gyenge ter(i ligandumokkal alakulnak Ki.
Ezeknek a részecskéknek egy-egy spinmegengedett d-d atmenete van a kozeli
infravords, a lathato, valamint a kozeli ultraibolya tartomanyban. Ennek
megfelelden Osszesen harom sav jelenik meg az abszorpcids spektrum 1430-
770, 910-500 és 520-370 nm hulldmhossztartomanyaban, melyek a 3Aq(F)
— 3Ty(F), 3A(F) — 3Tig(F) és 3Ay(F) — 3Tig(P) atmenetekhez
rendelhetok. Ezek az dtmenetek a Laporte-szabaly értelmében szigortan véve
tiltottak, ennek megfelelden kis intenzitasiak (emax < 30 M~ !-cm™). Az
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emlitettek mellett 1étezik egy negyedik, szintén kis intenzitasu, spintiltott
atmenet is, mely azonban csupan vallként jelenik meg valamelyik sdvon. 4-es
koordinacios szammal tetraéderes vagy siknégyzetes geometriaju nikkel(II)-
komplexek képzédnek, melyek fényelnyelése sokkal intenzivebb az
oktaéderes komplexekénél. Gyenge terli, egyfogu ligandumokkal éltaldban
tetraéderes geometria alakul ki. Ezen részecskék abszorpcios spektruméaban
500-900 nm kozott jelenik meg egy nagyobb intenzitast sav (emax ~ 100-1000
M t-cm™). Erés teri ligandumok, igy példaul a peptidek deprotonalodott
amidnitrogénjeinek koordinacidja kis spinszamu, diamégneses sajatsagu,
siknégyzetes geometriaji nikkel(Il)komplexek képzddesét eredményezi.
Ezen részecskék 400-500 nm koriil rendelkeznek egy nagy intenzitasu, —
tipikusan széles — elnyelési savval (emax ~ 50-500 M~'-cm™). Egy masodik,
még ennél is intenzivebb sdv is megjelenhet 430 nm alatt, ami gyakran
toltésatviteli eredetii.

A réz(I)- és nikkel(II)ionok mellett a peptidek cink(l1)ionok jelenlétében
lejatsz6ddé  komplexképzddési  folyamatait is vizsgaltam. A cink(ll)
elektronkonfiguracidja d'° komplexei szintelenek, ami megneheziti az
optikai vizsgalatokat. Ugyanakkor, ha a ligandumnak az ultraibolya tarto-
manyban elnyelése van, mely deprotonaldodas hatasara megvaltozik — pl. S~
— Zn(Il) —, az UV-lathato spektrofotometria is hasznos informaciokkal
szolgalhat a komplexképzddés folyamatarél és a kialakuld részecskék
szerkezetérol [192].

Az UV-lathato spektrumokat Perkin Elmer Lambda 25 tipust kétsugaras és
VWR UV-1600PC tipusti egysugaras spektrofotométerrel vettem fel, 1,000
cm uthosszusagu kvarckiivettaban, kiilonb6zoé pH-értékeken. A vizsgalatokat
valamennyi esetben szobahdmérsékleten végeztem. A réz(Il)- és nikkel(Il)-
ionokat tartalmazo mintak spektrumait a 900-200 nm, mig a szabad ligan-
dumot, illetve a cink(Il)iont tartalmaz6 oldatok fényelnyelését a 400-200 nm
hullamhossztartomanyban rogzitettem. A mintakban a peptidek koncentraci-
0ja megegyezett a pH-potenciometrids mérések soran alkalmazott koncentra-
cioval, a fémion:ligandum aranyt 1:3 ¢és 3:1 kozott valtoztattam. A
hullamhossz—abszorbancia adatparokat a gyartok altal biztositott szamitogé-
pes szoftverekkel regisztraltam, az értekezésben szereplé abszorpcios
spektrumokat MS Excel tablazatkezeld szoftver segitségével abrazoltam.

4.5. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképia [193]

A cirkularis dikroizmus vagy réviden CD-spektroszkopia a polarizalt fény
¢s az optikailag aktiv anyag kolcsonhatdsdn alapuld szerkezetvizsgalati
modszer. A sikban polarizalt fény felbonthaté egy balra és egy jobbra
cirkularisan polarizalt hullam Osszegére, melyek azonos fazisuak ¢és
amplitadojuk is megegyezik. Az optikailag aktiv anyagok kiilonbozoképpen
Iépnek kolcsonhatdsba a sikban polarizalt fény két komponensével —
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torésmutatojuk és abszorpcios koefficiensiik is eltér —, melynek
eredményeként a kilépd fénysugar elliptikusan polarizaltta valik. A balra és a
jobbra cirkularisan polarizalt hullam abszorpciojanak eltérését cirkularis
dikroizmusnak vagy felfedezéje, Aimé Auguste Cotton, francia fizikus
tiszteletére Cotton-effektusnak [194] nevezziik. A két fénysugar abszorp-
cigjaban mutatkozé kiilonbség igen kicsi, a teljes abszorpcionak minddssze
1%-at teszi ki. A balra és jobbra cirkuldrisan polarizalt hullam elnyeld-
désének kiilonbségét, illetve az ebbdl szadrmaztathatdé molaris abszorpcid-
kiilonbséget (A€ = epal — €jobb) @ hullamhossz fliggvényében abrazolva jutunk
a cirkularis dikroizmus spektrumhoz. A CD-spektrumok minimumai és
maximumai altalaban az abszorpcids sdvokhoz képest keskenyebb Gauss-
gorbék, melyek az elektrongerjesztési spektrum maximuma helyén vagy
ahhoz kozel jelentkeznek. A CD-gorbékbdl altaldban tobb informaciot
nyerhetiink, mint az UV-Vis spektrumokbo6l, hiszen a keskenyebb savok
miatt viszonylag ritkdn fordul eld, hogy a kiilonbozd elektronatmenetek
folyamatai atfednek egymassal, tovabba a Cotton-effektusok eldjele is fontos
szerkezeti informaciot hordoz magaban.

A fémkomplexek optikai aktivitdsa szdrmazhat a ligandum sajat — mar a
komplexképzddés elétt meglévé — aszimmetrigjatol, mig mas esetekben az
aszimmetriacentrum a ligandum fémionhoz val6 koordinaciojaval alakul ki.
Utobbi esetben beszélhetiink konfigurdcids (a fémion koriili kelatgytirik
elrendezddése kiralis) és konformacios aszimmetriarol (az egyes kelatgytriik
konformaciojabdl adodik a kiralitas) is [195]. Az altalunk tanulmanyozott
réz(I)- és nikkel(II)komplexek vizes oldataiban éltaldban a ligandum sajat
kiralitasanak tulajdonitott effektus és a konformacids aszimmetria hatasa a
legmeghatarozobb. A spektrum alakjabodl, a Cotton-effektusok eldjelébdl és
intenzitasabol a fémion koriili koordinacios kornyezetre kdvetkeztethetiink.

A kis tagszamu, egyszerli peptidek kiilonbozé fémionokkal — elsdsorban
réz(I)- és nikkel(Il)ionokkal — képzett komplexeinek CD-spektroszkdpiai
tulajdonsagait szamos kutatocsoport vizsgalta [196-198]. Megallapitottak,
hogy az egyes donorcsoportok kiilonbozé mértékben tovabbitjak a kiralis
informaciot a kromofor, jelen esetben a fémion felé. A kisérleti tapasztalatok
alapjan a peptid-fémkomplexekben az amidnitrogének koordinalodasa ered-
ményezi a legnagyobb effektust, mig a karboxilatoxigének és az aminonitro-
gének Iényegesen kisebb hatasfokkal tovabbitjak a kornyezet kiralitasat [47].
A koordindlodé donoratom mindségén kiviil figyelembe kell venniink a
kiralitascentrum ¢és a kromofér csoport tavolsagat is: minél tévolabb
helyezkednek el egymastol, annal gyengébb az effektus.

A CD-spektroszkopias vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai
Tanszékén, egy JASCO-810 tipusu spektrofotométeren végeztem. A peptidek
mintabeli koncentracidja, valamint a fémion:ligandum arany megegyezett a
pH-potenciometrids mérések soran alkalmazottal. A vizsgalatokat valameny-
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nyi esetben szobahdmeérsékleten végeztem. A CD-spektrumokat kiilonbozd
pH-értékeken rogzitettem, a 220-800 nm hullamhossztartomanyban 0,100 és
1,000 cm uthossztsagu kvarckiivettdkban. Az adatsorok kiértékelése a gyartd
altal rendelkezésilinkre bocsatott szoftver segitségével tortént, az értekezésben
szereplé CD-spektrumokat MS Excel programmal abrazoltam.

4.6. Elektronspin rezonancia (ESR) spektroszkdpia

Az elektronspin rezonancia (ESR) vagy elektron paramagneses rezonancia
(EPR) spektroszkopia a pdrositatlan elektront tartalmazo, paramagneses
részecskék fontos vizsgalati modszere. Ebbdl kdvetkezden a technika igen jol
alkalmazhat6 a peptidek tetragondlisan torzult, oktaéderes réz(Il)-
komplexeinek tanulmanyozasara [199,200]. Az ESR-spektroszkopiaban a
mintat erds magneses tér jelenlétében monokromatikus fénnyel sugarozzuk
be, a fény €és az anyag kolcsonhatasabol eredd abszorpcio az elektronspinek
rezonancigjanak  kovetkezménye. A modszer segitségével mérhetd
paraméterek fagyasztott ¢és szilard mintdk esetén anizotropok, mely
anizotropia az egykristalyok rogzitett tengely koriili forgatdsakor nyomon
kovethetd.

Az ESR-spektrumok egyik legfontosabb jellemzdje az tn. hiperfinom
szerkezet. A magok magneses momentumatdl szarmazd magneses tér
hatdssal van a parositatlan elektronok magneses momentumdra, ami a
spektrumvonalak felhasadasat eredményezi. Egy | spinszama mag (21 + 1)-
féleképpen modosithatja a parositatlan elektronra haté magneses teret, ami az
elektron rezonanciajelének felhasadasahoz vezet és (21 + 1) szamu, azonos
intenzitasi spektrumvonalbdl all6 finomszerkezet jon létre. Réz(Il)ionra
alkalmazva a fenti Osszefiiggést (Icuany = 3/2), a fémkomplexek esetén négy
vonalbol allé hiperfinom szerkezet alakul ki. A spektrumok hiperfinom
szerkezetébdl a komplexek geometridjanak valtozasara kovetkeztethetiink
[201].

A komplexek ESR-paraméterei (g tenzor és A hiperfinom csatolasi allando
[cm™]) a (12) és (13) osszefiiggések alapjan szamithatok:

H
g = gﬂ ﬁ (12)
g . -a
Ay == 13)

, ahol g° a kiils6 standard értéke, Ho és Hj| a standardban és a mintdban mért
magneses téreré értéke [Gauss], ug @ Bohr-magneton (értéke: 9,27400899-
10724 J-TY), @) a parallel csatolasi allando [Gauss], h a Planck-allando, ¢ a
fénysebesség.
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4.7. Tomegspektrometria (ESI-MS)

Ezeket az értékeket Osszehasonlitva ismert szerkezetli komplexek ESR-
paramétereivel, a koordinaloédé donoratomok szaméra, mindségére és a
geometria valtozasara kovetkeztethetiink.

Az ESR-spektrumokat szamitogép altal vezérelt, Bruker Elexsys E500 CW-
ESR tipust késziilék segitségével rogzitettek kiilonb6z6 pH-értékeken, 150 K
hémérsékleten. A mérésekhez hasznalt fémtorzsoldat izotoptiszta S3Cu(ll)-
ionokat tartalmazott, a felbontds javitasa érdekében mintakhoz kis
mennyiségii — legfeljebb 10% - metanolt adtak. A spektrumok
kiértékelésében a Monoclin szamitdégépes program jelentett segitséget.

4.7. Tomegspektrometria (ESI-MS)

Eléfordul, hogy az eddig ismertetett technikak — pH-potenciometria, UV-
lathato spektrofotometria, kiilonb6z6 spektroszkopiai modszerek — nem
szolgalnak elegendd informacidéval annak eldontésére, hogy az extra
deprotonalddasi folyamatok a fémionhoz koordinalodott vizmolekula (hidro-
lizis) vagy a ligandum protonvesztésé¢hez (amidnitrogén(ek) deprotonalodasa)
rendelhetdk-e. Tovabba, a tébbmagvi komplexek esetében az egyes
fémionok koriili pontos kémiai kornyezet meghatarozasahoz is kiegészitd
mérésekre lehet sziikség. Ezeknek a kérdéseknek a megvalaszoldsaban nagy
segitséget jelent, ha ismerjiik az egyes részecskék pontos molekulatomegét,
melynek meghatarozéasara kivalé modszer a tomegspektrometria. A technikat
széles korben alkalmazzak, tobbek kozott peptidek kiilonbozé fémionokkal
alkotott komplexeinek azonositasara is [202]. A tandem tomegspektrometria
(MS/MS) pedig a fémion(ok) koordinacioés kdrnyezetér6l szolgal értékes
szerkezeti informacioval.

A tomegspektrometrias vizsgalatokat gazfazisban végezték, a vizes
oldatokat elektroporlasztasos ionizaci6 (ESI) segitségével alakitottak gaz
halmazallapotava. A lagy ionizacidonak koszonhetéen a képzddo részecskék
fragmentacidja kismértékii, ami a komplexek molekulatomegének ismere-
tében lehetdvé teszi a jelek direkt hozzarendelését. Az ionforrasbol tavozo
toltott részecskék a szaritdgaz hatasara gz halmazallapotiiva valnak, majd az
analizatoron (jelen esetben: time of flight (TOF, repiilési id6) vagy Orbitrap)
athaladva tomeg/toltés (m/z) értékiik alapjan elkiiloniilnek.

A tomegspektrometrumok egy részét a Debreceni Egyetemen rogzitették, a
méréseket Dr. Csire Gizella és Dr. Nagy Lajos végezte. A spektrumokat ESI
ionforrassal ellatott maXis II MicroTOF-Q tipust Qq-TOF MS késziiléken
(Bruker Daltonik, Bréma, Németorszag) vették fel. A mintakat egy fecsken-
dépumpa segitségével (Cole-Parmer Ins. Co., Vernon Hills, Illinois) juttattak
az ionforrasba, a mintabevitel sebessége 3 pl/perc, a spray fesziiltsége 4 kV
volt. Szaritogazként nitrogént alkalmaztak (T(N2) =200 °C; v(N2) = 4 |/perc),
ami az MS/MS méréseknél egyuttal litkozési gazként is szolgalt; a nyomas az
litkozési cellaban 1,2 -+ 1072 mbar volt. Kiils6 kalibraloként a natrium-formiat

46



4.7. Tomegspektrometria (ESI-MS)
4.8. Thioflavin T (ThT) assay

oldatbol ESI koriilmények kozott keletkezd klaszterionok ([(HCOONa), +
Na]™) szolgaltak.

Az Ac-TMHQDNIHHKP-NH: réz(I1)- és cink(IT)komplexeinek spektrumait
Dr. Giuseppe Di Natale rogzitette a 400-1000 m/z tartomanyban, Q Exactive
(Orbitrap) tomegspektrométeren (ThermoFischer Scientific), a CNR-IBB
kutatokdzpontban. A  kotOhelyek azonositisa a HCD  fragmentacios
technikdn!® alapult. A spray fesziiltsége 3,5 kV; a kapillaris hémérséklete
250 °C volt.

A vizsgalt mintdkban a ligandum koncentracidja megkozelitéleg 0,001 M
volt, az adott részecskék képzodésének megfelel6 pH-t ~ 0,20 M
spektrumokat a komplexek toltésétol fliggben pozitiv vagy negativ modban
rogzitették. A jelek hozzarendelése azok tomeg/toltés értéke, valamint a
komplexek mért és szimulalt izotdpeloszlasanak Osszehasonlitasa alapjan
tortént a DataAnalysis 4.4 (Bruker) szamitogépes szoftver segitségével.

4.8. Thioflavin T (ThT) assay

Az AK egyik jellegzetes tiinete a rendellenes AS-bol allo aggregatumok
jelenléte az agyban. A Thioflavin T assay lehetdséget teremt az aggregacios
folyamat kovetésére, s6t a modszer segitségével egyes vegyiiletek
aggregaciot gatld hatasat is tanulmanyozhatjuk.

A Thioflavin T (ThT) egy kationos benzotiazol-szarmazék (10. dbra), ami
az amiloidszélakhoz kotédve intenziv \
fluoreszcens sugarzast bocsajt ki [203]. e

Megfigyelték, hogy a festékmolekula N< CHs
Ap-szalakhoz vald kotodésével mind a @N\CH3
ThT gerjesztéséhez sziikséges hullam- . ° L.
hossz (385 nm — 450 nm), mind pedig 10. abra: A Thioflavin T molekula
szerkezete
a fénykibocsajtas maximuma (445 nm \ %
— 482 nm) eltolddik [204]. A technika el6nye a nagy érzékenysége, hiszen a
festékmolekulatol szarmazo fluoreszcencia elhanyagolhatd mértékii, igy a
detektalt sugarzas gyakorlatilag kizardlag az amiloidszélakhoz kotott ThT-t6l
szarmazik. Tovabba, mivel a molekula jol oldédik vizben, a szalképzddési
folyamatok lejatszodasat konnyen nyomon kovethetjiikk oldatfazisban.
Ugyanakkor a mddszer hidnyossaga, hogy az amiloidszalak képzdodését
megel6zé oligomerek kialakulasarol — melyek mai ismereteink szerint
toxikusabbak a nagymeéretli aggregatumoknal — nem szolgél informéacioval.

10 A HCD rovidités az angol ,,Higher Energy Collisional Dissociation” kifejezésbol
szarmazik, melyet magyarul az iitkdzési cellaban végrehajtott iitk6zéséses aktivalasra
hasznalunk. A tobbszoros litk6zések miatt a peptidvaz teljesebb fragmentacioja jatszodik le,
igy a technika jol alkalmazhat6 a fémionok koriili koordinacids kornyezet felderitésére.
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Az Ac-GNIHHKPGKLVFF-NH: ligandum (tau(326-333) KL) réz(Il)ionok
jelenlétében lejatszodo oldategyensulyi folyamatainak megismerése mellett, a
peptid potencialis aggregaciot gatld viselkedésének tanulmanyozasa is a
céljaim kozott szerepelt. A Kiilonb6z6 Af:tau aranyt mintak (4f:tau = 1:1,
2:1 és 4:1) vizsgalata lehetévé tette a tau(326-333) KL ligandum Ap(1-42)
szalképzddési folyamataira gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasat. A mintak
~ 7,4-es pH-jat natrium-dihidrogén-foszfat/dinatrium-hidrogén-foszfat puffer
segitségével allitottam be. A kinetikai gorbéket egy Varioskan
(ThermoFisher, Waltham, Massachusetts) plate reader késziilék rogzitette,
37 °C hoémérsékleten. A késziilék a mintatartét (Corning 96) valamennyi
spektrum felvétele el6tt 10 masodpercig razta, ily modon csokkentve a
mikrobuborékok képzddésének veszélyét. A gerjesztésre hasznalt fény
hulldmhossza 440 nm, mig az emittalt fény hulldmhossza 485 nm volt. A
késziilék az adatgylijtést 24 oran keresztiil végezte, az értekezletben szerepld
gorbéket harom mérés atlagaként kaptuk. A ThT assay vizsgalatok
eredményeként kapott kinetikai gorbéket Michele F.M. Sciacca ¢és
munkatarsai értékelték ki.
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5.1. A tau(326-333) fragmens és mutansai komplexképzddési folyamatai

5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

51.A tau(326 333) fragmens és muténsai komplexképzt’idési folyamatai
(His329, His330) kotéhelyiil szolgalhat a réz(I1)-, nikkel(11)- és cmk(H)lonok
szamdara. A szomszédos hisztidinek jelenléte a komplexképzddési folyamatok
nagy valtozatossagat eredményezi, hiszen a peptidnitrogének deprotonald-
dasahoz mindkét aminosav horgonycsoportként szolgalhat és a koordinacié a
molekula N- és C-terminalis vége felé is lejatszodhat (11. dbra). Ebbdl
kovetkezéen nagyszdmu részecske képzddhet és izomerszerkezetek
kialakulasaval kell szamolnunk.

O
@@ @
CH3—C N— — — ——N——CH C—N
CH2 CHZ >

| TH o TH
c=o0 CH A CH
| [ Ny AN [
NH CH CH

’ ’ NH ‘_LNH | ’

CH,

NH;*
11. abra: A tau(326-333) ligandum (Ac-GNIHHKPG-NH:) koordinaciéban résztvevé
donoratomjai

Munkdm soran célom volt az elsédleges horgonycsoport meghatarozasa €s a
kialakulé koordinacios izomerszerkezetek aranyanak megbecsiilése. Ennek
érdekében a nativ Ac-GNIHHKPG-NH: ligandum (tau(326-333)) mellett a
peptid izoleucin helyett CD-inaktiv glicint tartalmazé Ac-GNGHHKPG-NH>
szekvenciaju szarmazéka (tau(326-333)mG) komplexképzddési folyamatait is
tanulméanyoztam. Habar az aminosavcsere lehetdvé teszi, hogy megkiilonboz-
tessiik a kiilonboz6 imidazolilcsoportokrol kiinduld amidkoordinaciot, a két
kotésmod leirdsahoz  sziikség volt az AC-GNGAHKPG-NH2 ¢és Ac-
GNGHAKPG-NH2  pontmutaciokra (tau(326-333)mGA és  tau(326-
333)mGH) is. A nativ oktapeptid szekvenciaja egy — a ,,lanctoré” szerepérol
ismert [51] — prolin aminosavat (Pro332) is tartalmaz, melynek a
komplexképzddési folyamatokra gyakorolt hatdsat az Ac-GNIHHKAG-NH:
pontmutans (tau(326-333)mA) segitett feltarni.

A két imidazolil-oldallancot tartalmazé tau(326-333) szarmazékok protona-
l6dasi és deprotondlodasi allandoit a 3., mig az egy hisztidint tartalmazd
fragmensek megfeleld értékeit az 4. tablizatban foglaltam Ossze. A két
hisztidil-oldallancot tartalmazé ligandumok imidazoéliumcsoportjainak depro-
tonalodasa egymassal atfedd 1épésekben jatszodik le; a legnagyobb pK érték
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valamennyi vizsgalt peptid esetén a lizin ammo&niumcsoportjadhoz rendelhetd.
A tau fragmensekre szamitott értékek mellett a szintén szomszédos hisztidi-
neket tartalmazo Af(8-16)mHH nonapeptid (Ac-SGAEGHHQK-NH>) és egy
hisztidint tartalmazo szarmazékainak allandoit [99] is feltiintettem a
tablazatokban. A részecskék toltését a vizsgalt €s az Osszehasonlitasra
hasznalt peptidek eltérd bazicitdsa miatt a konnyebb attekinthetOség
érdekében 4ltaldban nem jeloltem.

3. tablazat: A ket hisztidil-oldalldncot tartalmazo nativ  tau(326-333)
fragmens és mutdnsai protonaléddasi (log p) és deprotondlodasi (pK) dllandoi
(T=298 K, 1=0,20 M KCI)

tau(326-333)  tau(326-333)mG tau(326-333)mA  AB(8-16)mHH
Részecske  Ac-GNIHHKPG-  Ac-GNGHHKPG- Ac-GNIHHKAG-  Ac-SGAEGHHQK-

NH, NH, NH, NH, [99]
[HL] 10,17(1) 10,26(1) 10,24(1) 10,23
[HaL] 16,88(2) 16,95(1) 16,88(1) 16,96
[HsL] 22,69(2) 22,81(1) 22,95(1) 22,94
[Hal] - - - 27,02
pK (Glu—-COOH) - - - 4,08
PK (Nimay-NH") 5,81 5,86 6,07 5,98
pK (Nim@)-NH*) 6,71 6,69 6,64 6,73
pK (Lys-NHz") 10,17 10,26 10,24 10,23

4. tablazat: Az egy hisztidil-oldallancot tartalmazo mutdans tau(326-333)
fragmensek protonalodasi (log p) és deprotonalodasi (pK) allandoi
(T=298K,1=0,20 M KCI)

tau(326-333)MGA _ tau(326-333)mGH __ AB(8-16)mAH AB(8-16)mHA
Részecske AC-GNGAHKPG-  Ac-GNGHAKPG-  Ac-SGAEGAHQK-  Ac-SGAEGHAQK-
NH: NH: NH2[99] NH2[99]
[HL] 10,23(2) 10,19(2) 10,26 10,27
[HaoL] 16,56(2) 16,56(3) 16,69 16,73
[Hal] - - 20,84 20,82
pK (Glu-COOH) - - 4,15 4,09
pK (Nim-NH) 6,33 6,37 6,43 6,46
pK (Lys-NHs") 10,23 10,19 10,26 10,27

Az aminosav-cserék nem befolyasoljak jelentdsen a ligandumok sav-bazis
tulajdonsagait, amit jol tiikr6z, hogy a tau fragmensek allandoéi jo egyezésben
vannak mind egymassal, mind pedig mas, hisztidint és lizint tartalmazo,
hasonl6 szekvenciaju peptidek megfeleld értékeivel.

5.1.1. A nativ tau(326-333) fragmens és mutansai réz(I)komplexei

Az egy-hisztidines tau szarmazékokkal hasonlé komplexképzddési
folyamatok jatszodnak le, mint mas, egy imidazolilcsoportot tartalmazo,
terminalisan védett peptidekkel [205]. Horgonycsoportként egy-egy hisztidint
tartalmaznak, melyen keresztil egy ekvivalens réz(Il)ion megkotésére
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képesek. A pH-potenciometrids adatok alapjan valamennyi vizsgalt
fémion:ligandum arany esetén csak egymagvu részecskék képzddését tudtuk
kimutatni, biszkomplexek még haromszoros ligandumfelesleg alkalmazasa
mellett sem keletkeznek jelentés mennyiségben. A képz6dé réz(1l)komplexek
stabilitasi allandoit az 5. tabldzat tartalmazza.

5. tablazat: Az egy hisztidil-oldallancot tartalmazé mutdans tau(326-333)
fragmensek réz(ll)komplexeinek stabilitasi dllandoi (log ) (T = 298 K,
| = 0,20 M KCI)

Részecske tau(326-333)MGA  tau(326-333)mGH  APE-16)MAH - AB(8-16)mHA

[99] [99]
[CuHL] 13,96(2) 13,95(2) 14,49 14,47
[CuL] - - 7,01 7,96
[CuH 1L] 1,87(1) 2,47(3) 2,11 2,23
[CuH_,L] -5,37(2) ~4,83(5) 5,38 6,53
[CuH_sL] ~15,45(2) ~14,27(8) 15,61 16,74
pK (amidy) - - 6,58 6,51
pK (amidy) - - 5,70 5,73
pKéﬂ (amidl,z) 6,05 5,74 - -
pK (amids) 7,24 7,30 7,59 8,78
pK (Lys-NHs") 10,08 9,44 10,23 10,21

Az enyhén savas pH-tartomanyban keletkezd [CuHL]®" &sszetételii
részecskében a fémion a hisztidin imidazolnitrogénjén keresztiil kotodik: a
Cu(Il) monodentat kotddésére szamitott egyensulyi allando értéke
(log K(Cu+Nim) = 3,76 és 3,73) jO egyezést mutat mas, egy hisztidint
tartalmazd peptidek esetén leirtakkal. A pH nodvelésével két amidnitrogén
kooperativ  folyamatban deprotondlodik. A harmadik peptidnitrogén
deprotonalddasa €s koordinacidja elkiiloniilt 1épésben megy végbe, melynek
eredményeként kialakul a 4N-es, [CuH-2L] sztochiometriaju komplex. A
lizil-oldallanc ammoniumcsoportja  feltehetéen nem vesz részt a
komplexképzddési folyamatokban. Ebbdl kovetkezéen a részecske pontos
osszetétele [CuH-3L]H" és a fémion kotésmodja megegyezik a [CuH-sL]
komplexével. Az 5. tabldazatban feltiintetett deprotonadlodasi allandokat
osszehasonlitva lathatd, hogy a tau(326-333)mGH peptid Lys-NHs" pK
értéke mintegy 0,6 logaritmus egységgel kisebb, mint a tau(326-333)mGA
szarmazéké és az egy hisztidint tartalmazé Ap(8-16) fragmenseké.
Elképzelheté, hogy kialakul valamilyen masodlagos (pl. elektrosztatikus)
kolcsonhatas a horgonydonor hisztidin és a téle egy aminosav-tavolsagra
1évé protondlt ammonium-oldallanc kozott, ami eldsegiti a lizin
protonvesztését, kisebb deprotonalodasi allandét eredményezve. A pH-
potenciometrias  adatokbol  levont  kovetkeztetéseket az  UV-Vis
spektrofotometrias és CD-spektroszkopias vizsgalatok is alatdmasztjak (ld.
Fiiggelék, A3/1,2. abra).
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A két hisztidint tartalmazé szarmazékok lényegesen valtozatosabb képet
mutatnak a komplexképzddés tekintetében: az egymagva részecskék mellett
biszkomplex és dinuklearis részecskék is kialakulnak (6. tdbldzat).

6. tablazat: A ket hisztidil-oldalldncot tartalmazé nativ  tau(326-333)

fragmens és mutansai rez(Il)komplexeinek stabilitasi dallandoi (log p)
(T=298K, 1=0,20 M KCI)

AB(8-16)mHH

Részecske tau(326-333) tau(326-333)mA tau(326-333)mG [99]
[CuHzL7] 29,58(31) 30,17(15) 30,51(21) 30,92
[CuHL] 20,22(11) 20,21(13) 20,23(22) 21,07
[CuHL] 15,81(2) 15,90(2) 16,10(3) 16,25
[CuL] 9,49(7) 9,39(11) 9,85(11) 10,29
[CuH_1L] 2,66(5) 2,89(4) 3,09(7) 3,43
[CuH-L] -5,50(7) -5,12(6) -4,75(8) —4,66
[CuH-sL] -15,12(8) -14,75(7) -14,20(9) -14,61
[CuoH_1L] 6,28(13) 6,58(8) 6,84(14) 7,31
[CuaH_,L] -0,10(7) -0,76(23) 0,24(15) 0,79
[CuzH_sL] -7,36(11) —7,63(9) -6,82(12) —6,55
[CuzH4L] - - - -14,31
[CuoH_sL] - -28,32(11) - -
[CuoH_6L] - —38,95(10) — —34,82
pK (amidy) 6,32 6,51 6,25 5,96
pK (amidy) 6,83 6,50 6,76 6,86
pK (amids) 8,16 8,01 7,84 8,09
pK (Lys-NHs") 9,62 9,63 9,45 9,95

Az 1:1 fémion:ligandum aranyt mintdk és a ligandumfelesleget tartalmazo
oldatok részecskeeloszlasi diagramjai nagyfoku hasonldsagot mutatnak
mindharom vizsgalt tau fragmens esetén. Tovabbad érdemes megjegyezni,

Vs

1,0 ;

Moltért [Cu(ll)]
e o o
E-S (o] oo

o
N

0,0

[CuH_L]+  [CuHLI®

5 6 7 8 9

10 pH

12. abra: A Cu(Il)-tau(326-333) = 1:1 aranyi
rendszer koncentracioeloszlasi gorbéje

(Cig = 2,00 - 10°° M)

N
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hogy a kapott eredmények
Osszhangban  vannak a
Bacchela és munkatarsai altal
levont  kovetkeztetésekkel,
akik az R3 régio fémion-
megkotését  egy  hosszabb
oligopeptiden, a tau(323-
335) ligandumon keresztiil,
ekvimolaris mennyiségi
réz(Il)ion jelenlétében vizs-
galtak [172]. A hasonldsagok
miatt a komplexképzddés
jellemzd vondsait a nativ
tau(326-333)  szarmazékon
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keresztiill mutatom be (12. dbra). A savas pH-n kialakulo protonalt
részecskeék a fémion egy, illetve két imidazolnitrogénen keresztiili
koordinacidjaval képzddnek. Ebben a pH-tartoméanyban nincs mérheté CD-
aktivitas, ami alatdmasztja, hogy a réz(Il)ion megkotésében csak a hisztidinek
oldallancbeli donorcsoportjai vesznek részt. Ezeket a kovetkeztetéseket ESR-
mérések is megerdsitik (7. tdbldzat): a [CuHzL]* komplexre szamitott
hiperfinom csatolasi allandé (A = 135x107* cm™?) és g tenzor (g = 2,365)
értékéhez hasonlé Hamilton-paramétereket allapitottak meg egyéb, egy
hisztidint tartalmazoé peptidek savas pH-n kialakuld fémkomplexeire is [92].
Az [N(Im), N(Im)] kotésmoda, [CuHL]®* sszetételii részecskére szamitott
hiperfinom csatolasi allando vértndl alacsonyabb értékét (Aj = 145x107*
cmY) a réz(Il)ion koriili koordiniciés kornyezet kismértékii torzulasa
okozhatja [76].

7. tablazat: A Cu(ll)—tau(326-333) = 1:1 rendszerben képz6dé egymagvu
réez(ll)komplexek spektralis adatai

Részecske Amax/e (nm/M-em™") MAg (mm/M -em™)  gy/Ay (10 cm™)

[CuH,L]* - - ~2,365/135
[CuHL]* ~659/50 - ~2,310/145
[CuL]* - - -
[CuH_LL]* ~571/112 ~748/+0,11 ~2,224/176
~596/-0,32
~359/-0,83
~248/+8,11
[CuHL] ~547/128 ~658,5/+0,60 -
~498,5/-1,06
~363,5/-0,34
~322,5/+0,87
~2 55/+8,39
[CuHsL] ~530/157 ~654/+1,01 ~2,195/193
~502,5/1,80
~325,5/+1,28
~259/+8,39

A tablazatokban feltiintetett spektralis paraméterek becsiilt értékek, pontosabb adatokat a
spektrumok felbontasa adna.

Héaromszoros ligandumfelesleg alkalmazasa mellett az enyhén savas ¢€s
semleges pH-tartoméanyban (pH ~ 6-7) a [CuH2L2]*" sszetételii biszkomplex
az uralkodd részecske, melyben a fémion két ligandum szomszédos
imidazolilcsoportjain keresztiil koordinalodik (2x[N(Im), N(Im)] kotésmod).
A pH tovabbi novelésével amidkoordinalt egymagvi részecskék alakulnak ki
nagyon hasonld az ekvimolaris minta koncentracioeloszlasi gorbéjéhez. A
[CuHL]** (ahol x = 0, -1 vagy —2) sztdchiometraji komplexekben a fémion
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megkdtésében résztvevd deprotondlodott peptidnitrogének ndvekvd szamat
egyrészt az abszorpciés maximum hullamhosszanak hipszokrom eltolodésa,
masrészt a CD-spektrumok valtozdsa — a 250 nm-es hulldmhossznal
megjelend, N~ — Cu(ll) toltésatvitelre jellemz6 sav jelenléte [198,206] — is
igazolja (7. tablazat). Az utolsd deprotonalddasi 1épés a lizin oldallancbeli
donorcsoportjahoz rendelhetd. pH 9-9,5 folott sem az abszorpcios, sem pedig
a CD-spektrumok nem mutatnak jelentds valtozast, ami alatamasztja, hogy az
ammoniumcsoport nem vesz részt a réz(I1)ion koordinalasaban.

A két hisztidin horgonycsoportrol akar az N-, akar a C-terminalis vég felé
elindulhat az amidnitrogének koordinacidja. Utobbi esetben kisebb stabilitast
részecskék alakulnak ki, igy a peptidnitrogének koordinacidja varhatéan az
aminoterminus felé valésul meg. A viszonylag széles abszorpcios
spektrumok, valamint az ESR-adatok is koordinaciés izomerek képzodésére
utalnak. Az izomerszerketek aranyat a két- (tau(326-333)mG), illetve egy-
hisztidines,  glicint  tartalmazé6  mutansok  (tau(326-333)mGA  és
tau(326-333)mGH)  réz(Il)komplexeinek ~ CD-spektrumai  segitségével
becsiilhetjiilk meg. Az egy imidazolilcsoportot tartalmazo ligandumokban az
akiralis glicin aminosav kiilonb6z6 tavolsagra talalhato a hisztidin
horgonycsoporttol, igy a peptidnitrogének deprotonalodasaval képz6dod
komplexekre a -GAH- és -GHA- szekvenciat tartalmaz6 ligandumok esetén
eltér6  CD-spektrumokat )
kaptunk. Ismert, hogy ha a
glicin egy aminosav tavol-
sagra helyezkedik el a
hisztidint6l (-GXH-), a
Cotton-eftektus eldjele el-
lentétére valtozik a
—ZXH- szekvenciat tartal-
maz6 peptidek CD-gorbé-
thez képest. Ezzel szem-
ben, ha a glicin és a hisz-
tidin szomszédos helyzet-

R , 13. abra: A tau(326-333)mGA (a), a tau(326-
ben talalhatéak (-GHX-), 333)mGH (b) [CuH-sL]™ komplexének spektruma, a

a Cotton-effektus elgjele két modellspektrum (a) és (b) 52:48 aranyu
valtozatlan marad [207]. osszegzése (c) és a Cu(I)-tau(326-333)mG=1:1
Ezen komplexek szerkeze- rendszer mért CD-spektruma (d) pH ~ 11-en

. J/

tét a két, egy hisztidint
tartalmazé modellpeptid segitségével irhatjuk le, melyek CD-spektruma
alapjan meghatarozhatjuk a Cu(Il)-tau(326-333)mG = 1:1 rendszerben
képz6dd koordinacios izomerek aranyat. A spektrumok Osszehasonlitasa
alapjan valoszintisithetjiik, hogy a 329-es és 330-as hisztidinrl induld
amidkoordinacio kézel azonos mértékben (48:52) kovetkezik be (13. dbra).
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A komplexképzddési folyamatok hasonlosaga arra enged kovetkeztetni, hogy
az izomerszerkezetek a Cu(ll)-tau(326-333) ¢és Cu(Il)-tau(326-333)mA
ekvimolaris rendszerekben is 6sszemérheté mennyiségben vannak jelen.

Fémionfelesleg alkalmazasa mellett a két hisztidil-oldallanc elkiiloniilt
kotohellyé valik és semleges, illetve bazikus oldatban kétmagvii komplexek
alakulnak ki. Valamennyi dinuklearis részecskében egy-egy hisztidin
imidazolnitrogén és 1-3 peptidnitrogén koordinalja a réz(Il)ionokat. A prolin
jelenléte ugyan nem akadalyozza meg a kétmagvu részecskék keletkezését,
de a képz6doé komplexek sztochiometridjara hatassal van. Ezen szarmazékok
esetén az abszorpcids maximum hulldmhossza csak ~ 575 nm-ig tolddik el,
ami megfelel a réz(Il)ionok korili [N-, N7, N7, N(Im)] + [N(Im), N7]
koordinacios kornyezetnek. A tau(326-333)mA mutans szekvencidja azonban
nem tartalmaz olyan aminosavat, ami gatolna az amidnitrogének protonvesz-
Ennek megfelel6en az alanint tartalmazo peptid spektrumaban az abszorpcios
maximum tovabbi , kékeltolodasa” figyelheté meg, megkozelitéleg 526 nm-
es hullamhosszig. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fémionok
koordinacios szférajaban négy-négy nitrogénatom taladlhaté. Az erdsen
bazikus oldatban keletkezd, [CuzH-sL]* sztdchiometriaju részecske kialaku-
lasat CD-spektroszkopias vizsgalatok is igazoljak. A kétmagva komplexben
(14/1. abra) mindkét réz(Il)ion egy hisztidin imidazolilcsoporton és harom
deprotonalddott peptidnitrogénen keresztiil koordinalodik.

-3,0 @ (2)
14. abra: A Cu(II)-tau(326-333)mA= 2:1 rendszerben keletkezé [CuzH-sL]*~
részecske feltételezett szerkezete (1); valamint az Az Ac-PHAAA-NH: (a), az

Ac-SKPKTNAKHA-NH: (b) [CuH-3L]” komplexének spektruma, a két
modellspektrum (a) és (b) 50:50 aranyu dsszegzése (c) és a Cu(II)-tau(326-333)mA
= 2:1 rendszer mért CD-spektruma (d) pH ~ 11-en (2)

\ J

cyey

terminalis vég felé indul. A kialakuld (7,5,5)-tagli csatolt kelatgytris
szerkezet CD-gorbéjének modellezésére az Ac-PHAAA-NH: pentapeptid
[CuHsL]™ komplexét [208] hasznalhatjuk. A masik réz(Il)ion korili
[N, N7, N7, N(Im)] koordinaciés kornyezetet a human prion protein
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Ac-SKPKTNAKHA-NH: szekvencidjii fragmensének megfelelé komp-
lexével [81] modellezhetjik. A 14/2. dbrarol lathaté, hogy a két
modellspektrum 1:1 aranyd dsszegzésével a [CuzH-6L]*>~ komplex spektruma
J6 kozelitéssel leirhato.

A 15. dabra segitségével az R3 mikrotubuluskoto régid (His329-His330) és

az N-terminalis szakasz (Hisl4, , N
His32)  hisztidil-oldallancainak MO camy
réz(Il)ionkotd  affinitasat hason- 08 |

tau(26-33)

lithatjuk Ossze. Az ébran egy
olyan modellrendszer koncentra-
cideloszlasi gorbéjét tiintettem fel,
amely ekvimolaris mennyiségben
tartalmazza a réz(Il)ionokat, vala-
mint a szoban forgd kothelyeket 00
modellez6  peptidfragmenseket.
Lathatjuk, hogy a fiziologias pH-

Méltsrt [Cu(ll)]

tau(326-333)

o
N

tau(9-16)

50 6.0 7.0 A 80 PH 00
15. abra: A Cu(ll)-tau(9-16)-tau(26-33)—
tau(326-333) = 1:1:1:1 aranyu rendszer

tartoményban a tau(26-33) ligan- koncentracioeloszlasi gorbéje
dum egyetlen hisztidil-oldallanca (Ciig = Ccuy = 1,00 -10°° M)
jobb kotbhelyet jelent a réz(Il)- g

ionok szamara a tau(326-333) peptid két imidazolilcsoportjanal.

5.1.2. A nativ tau(326-333) fragmens és mutansai nikkel(II)komplexei
A két hisztidint tartalmazd peptidek nikkel(Il)komplexeinek stabilitasi
allandoit a 8. tabldzat tartalmazza.

8. tablazat: A ket hisztidil-oldalldncot tartalmazo nativ  tau(326-333)

fragmens és mutansai nikkel(Il)komplexeinek stabilitasi allandoi (log p)
(T=298 K, 1=0,20 M KCI)

AB(8-16)mHH

Részecske tau(326-333) tau(326-333)mG tau(326-333)mA r00]
[NiHL2] - - - 26,71
[NiHL] 13,39(3) 13,80(2) 13,61(4) 14,17
[NiH_1L] —3,34(2) —2.35(2) —3,00(4) 2,02
[NiH L] ~12,34(2) ~10,62(2) ~11,79(3) 10,49
[NiH sL] ~22,71(5) ~20,68(2) —21,53(4) -20,37
pKéﬂ (amidl,g) 8,37 8,08 8,35 8,10
pK (amids) 9,00 8,27 8,70 8,47
PK (Lys-NHs") 10,37 10,06 9,74 9,88
log K(Ni+2Nim) 3,22 3,54 3,37 3,94

A téblazat adataibol kitlinik, hogy hasonlé komplexképzddési folyamatok
jatszodnak le a két hisztidint tartalmazé tau(326-333) pontmutansok ¢és az
ApP(8-16)mHH peptid esetén, habar az utdbbi ligandum nikkel(Il)komplexe-
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inek termodinamikai stabilitdsa kicsit nagyobb, amit a negativ toltésii

karboxilatcsoportok stabilitas-
noveld  hatdsdval  magya-
razhatunk. Nikkel(Il)ionok je-
lenlétében valamennyi vizsgalt
rendszerben csak egymagvua
komplexek keletkeznek. A
szekvenciak mindkét hisztidil-
oldallanca horgonyként szol-
galhat a nikkel(ll) szamara, igy
fémionfelesleg alkalmazésa
mellett elvileg képzédhetnének
kétmagva részecskék. Ugyan-
akkor, a nikkel(Il)ionok altal
indukalt amidnitrogén-deproto-

-

e N
1,0 qe.
.-._I..Ni(") [NiH_:,L]’
20’8 1 K [NiH_,L]
EO,G 1 [NiHL]3*
T
:‘e
504 |
=
0.2 1
0,0
50 60 70 80 90 100pH110
16. abra: A Ni(II)-tau(326-333) = 1:1 aranyu
rendszer koncentracideloszlasi gorbéje
(Clig=1,63 - 10 M)

J

nalodas és -koordinécio altalaban pH > 8 {616ttt indul meg, és az elsé fémion
kotodésének hatdsara a masodik

ekvivalens
feltehetden olyan bazikus kozegbe tolddik el, ahol
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17. abra: A Ni(Il)-tau(326-333) = 1:1 aranyi
rendszer abszorpcios (1) és CD-spektrumainak
(2) valtozasa a pH fiiggvényében

N
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nikkel(II) koordinécioja
mar bekovetkezik a
fémion hidrolizise. Fiziologias
korilmények kozott az egy-
szeresen protonalt, [NiHL]**
Osszetételiit komplex az ural-
kodd részecske (16. dbra),
melyben a fémion a két
szomszédos hisztidin imida-
zolnitrogénen keresztiil koor-
dindlédik makrokelat szer-
kezetet kialakitva. Az UV-
lathat6 spektrofotometrias
(17/1. dbra) ¢és CD-spekt-
roszkopias vizsgalatok (17/2.
abra) a komplex oktaéderes
geometriajat (Fiiggelék, AA4.
abra) igazoljak: megkozeli-
téleg 8-as pH-ig egyrészt
nagyon kis intenzitdsti ab-
szorpcids spektrumokat latha-
tunk, masrészt nem mérhetd
jelentds CD-aktivitds sem. A
pH novelésével a spektrumok
alakja jol lathatoan megval-
tozik. Az abszorpcids spekt-
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rumban a ~ 440-500 nm-es hullimhossztartomanyban megjelené nagy
intenzitasu, széles sav arra utal, hogy az imidazolnitrogénnel kelatképz6
helyzetben 1évé peptidkotés amidnitrogénjeinek  deprotonalodasa  és
koordinalodasa siknégyzetes szerkezeti (Fiiggelék, A5. dbra), diamagneses
nikkel(Il)komplexek kialakulasat eredményezi. A CD-spektrumokban is
megfigyelhetd megkozelitéleg 275 nm-nél a peptidnitrogének deproto-
nalodasara jellemzé N~ — Ni(ll) toltésatviteli sav megjelenése, melynek
intenzitdsa a pH emelésével nd. Az elsé két amidnitrogén protonvesztése egy
1épésben, kooperativ mdédon megy végbe, mig a harmadik peptidnitrogén
deprotonédlddasa elkiiloniilt folyamatban jatszodik le. A [NiH-L] —
[NiH-sL]  atalakulast eredményezd, utols6 deprotonalodasi 1épés a lizil-
oldallanc ammoniumcsoportjahoz kothetd, mely nem vesz részt a fémion
koordinalasaban.

A koordinacios izomerek aranyanak megbecsiilésében ismételten a tau(326-
333)mG ligandum egy hisztidil-oldallancot tartalmaz6 mutansai jelentettek
segitséget. A képzddd komplexek stabilitdsi allandoit, valamint az ApS(S-
16)mHH peptid hasonld, egy-hisztidines szarmazékainak [99] megfeleld
értekeit a 9. tablazatban tiintettem fel.

Nagyon hasonldé komplexképzddési folyamatok jatszodnak le valamennyi
egy hisztidint tartalmazé tau fragmens és Af(8-16) mutans esetén. Minden
vizsgalt ligandummal egymagvu nikkel(Il)komplexek alakulnak ki,
melyekben a fémion elsddleges horgonycsoportja a hisztidin imidazol-
nitrogénatomja.

9. tdbldazat: Az egy hisztidil-oldallancot tartalmazo mutdans tau(326-333)
fragmensek nikkel(Il)komplexeinek stabilitdasi allandoi (log p) (T = 298 K,
| =0,20 M KCI)

Részecske tau(326-333)MGA  tau(326-333)mGH  AP(E-16)MAH  AB(8-16)mHA

[99] [99]
[NiHL] 12,73(4) 12,81(4) 13,22 12,95
[NiL] 4,87(3) 4,78(3) 5,20 4,63
[NiH_oL] ~10,74(1) ~11,54(1) ~10,57 ~12,11
[NiH sL] ~20,93(2) ~21,90(2) -20,47 22,16
pK (amidy) 7,86 8,03 8,02 8,32
PKaa (amidys) 7,81 8,16 7,89 8,37
PK (Lys-NHs") 10,19 10,36 9,90 10,05
log K(Ni+Nim) 2,50 2,62 2,96 2,68

A siknégyzetes geometriaji  fémkomplexekben az  imidazolil
horgonycsoporton kiviil egy, illetve harom deprotonalddott peptidnitrogén
vesz részt a fémion megkdtésében. Ahogy a 18/1. dbra mutatja az [N™, N7,
N~, N(Im)] koordinalt részecskék CD-gorbéinek lefutasa jo egyezést mutat a
330-as pozicidju hisztidinrél induld kotésmodra jellemzé  komplex
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spektrumaval (tau(326-333)mGA), vagyis a nikkel(Il)ion szamara ez a
horgonycsoport jelenti az elsédleges kotéhelyet (18/2. dbra). Ugyanakkor ez
nem jelenti azt, hogy nem alakulnak ki olyan koordindcids izomerek,
melyekben a fémion koordinaldsidban a His329 imidazolilcsoportja és a
megel6z6, deprotonalddott peptidnitrogének vesznek részt, bar ezen
fémkomplexek mennyisége nem szamottevd. A hasonld oldategyensulyi
viselkedés alapjan feltételezhetjilk, hogy a nativ szekvencia és az alanint
tartalmazo mutans esetében is a His330 a preferalt kotohely a fémion szdmara
nagy pH-n. Ez jelentds kiilonbséget jelent a réz(Il)ionokat tartalmazo
rendszerhez képest, ahol ilyen jellegli preferenciardl nem beszélhetiink, és a

koordinacios izomerek dsszemérhetd aranyban vannak jelen.

"0 @ @ (1)

(b)

620

’ Ut @
NH
-5,0 - €} a(nm) N)ﬁ( e

18. abra: A tau(326-333)mGA (a), a tau(326-333)mGH (b) [NiH-sL]~ komplexének
spektruma, a két modellspektrum (a) és (b) 95:5 aranyu osszegzése (c) és a
Ni(I1)-tau(326-333)mG = 1:1 rendszer mért CD-spektruma (d) pH ~ 11-en (1);
valamint a keletkezd, 4N-es f6 koordinacios izomer feltételezett szerkezete (2)

Multihisztidintartalmt  peptidek réz(Il)komplexeinek vizsgalata soran
megfigyelték, hogy a horgonydonor imidazolilcsoport ekvatorialis kotodését
egy masik hisztidin axialis koordinacidja egészitheti ki. Ez dsszhangban van
a Bacchella és munkatarsai altal tapasztaltakkal, akik igazoltak, hogy az
altalunk is tanulmanyozott —His-His— koétéhelyet tartalmazo réz(Il)—tau(323-
335) rendszerben a szomszédos hisztidinek egyike az ekvatorialis sikban
kotédik a fémionhoz, mig a masik imidazolgyiirii axidlisan koordinalddik
[172]. Ugyanakkor — szemben a réz(Il)komplexekkel — a nikkel(Il)iont
tartalmazd siknégyzetes részecskékre nem jellemzd az imidazolilcsoport
kiegészit6 axialis koordinacidja, ami hozzajarulhat a kiilonb6z6 fémionokat
tartalmaz6 rendszerek nagy pH-n megfigyelt eltéré kotohely-preferenci-
ajahoz.
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A 19. dbra a kiilonboz6 kémiai kornyezetli hisztidil-oldallancok nikkel(II)-

( Y\ 1onkotd  képességének Osszeha-
" sonlitdsara készitett hipotetikus
o8] i tau{26-33)m eloszlasi gorbét mutatja be. A
%0!6 diagram jol szemlélteti, hogy a
5 au(0-16) savas ¢és fiziologias pH-tarto-
204 tau(326-333) manyban, ahol az imidazol-
02 | koordinacioja, oktaéderes geo-
metridju komplexek léteznek, a

%50 oo 70 0 e so| | Hisl4 jelenti az elsédleges kotd-
19. bra: Ni(Il)-tau(9-16)tau(26-33)m— | helyet a nikkel(Il) szamara, amit a
tau(326-333) = 1:1:1:1 aranyi rendszer két glutaminsav €s az aszparagin-
koncentracioeloszlasi gorbéje sav  karboxilatcsoportjanak  a

(Cig = Cpiqny = 1,00 - 107 M) fémion megkotésében vald rész-

\. J

vételével és stabilitasndveld hata-
saval magyarazhatunk. Bazikus kozegben, a siknégyzetes komplexek
megjelenésével, a preferencia — a réz(Il)ionokat tartalmaz6 rendszerhez
hasonldan — egyértelmiien a His32-re tolodik at.

5.1.3. A nativ tau(326-333) fragmens és mutansai cink(I)komplexei

Az egy hisztidint tartalmazo, védett aminoterminussal rendelkezd
peptidekre altalanosan jellemz6, hogy nem képesek nagy stabilitast cink(II)-
komplexek kialakitdsara és semleges-enyhén bazikus kozegben Aaltalaban
cink(I)-hidroxid valik le. Ennek megfeleléen a cink(I1)-tau(326-333)mGA és
a cink(ll)-tau(326-333)mGH rendszerekben a komplexképz6dés megleheto-
sen egyszeri képet mutat. Mindkét peptid esetén csupan egyetlen fajta
részecskét tudtunk azonositani: a kis stabilitasu, imidazol-koordinacioju,
[ZnHL]" Gsszetételli komplexet, mely az enyhén savas-semleges kozegben
alakul ki. A pH tovabbi novelésével bekovetkezik a fémion hidrolizise és
hidroxid-csapadék valik le. Hasonl6 folyamatokat figyeltek meg valamennyi,
korabban vizsgalt, egy hisztidil-oldallancot tartalmazo, védett tau fragmens
titralasa soran is. A keletkezé [ZnHL]" komplex stabilitasi allandéjat a 10.
tablazatban tiintettem fel, mely Osszehasonlitasként egyéb, egy hisztidint
tartalmazo tau peptidek cink(Il)komplexeinek megfelelé értékeit is
tartalmazza. Ha Osszevetjiik az imidazolilcsoportok részvételével kialakuld
komplexek  stabilitasdnak  Osszehasonlitasara  szolgdlo, Zn(II)*Nim
koordinaci6 erdsségét leird log K értékeket, egyértelmii, hogy a ligandumok
koti legnagyobb affinitassal a fémiont. A peptid ~ 1,3-2 logaritmus egységgel
nagyobb cink(Il)ionkoto-képességét a glutamat és aszpartat karboxilat-
csoportok stabilitasndveld hatdsdnak tulajdonithatjuk.
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10. tablazat: Az egy hisztidil-oldallancot tartalmazé tau fragmensek
cink(ll)komplexeinek stabilitdsi dallandoi (log p) (T = 298 K, I = 0,20 M KCI)

tau(9-16) tau(26-33)m
Részecske tau(326-333)mGA  tau(326-333)mGH  Ac-EVMEDHAG- Ac-KGGYTMHK-
NH: [209] NH: [209]
[ZnHsL] - - - 33,11
[ZnHL] 12,57(10) 12,32(26) - -
[ZnL] - - 4,22 -
[ZnH_1L] - - -3,49 -
log K(Zn+Njm) 2,34 2,09 4,22 2,89

A két szomszédos hisztidint tartalmazé nativ tau(326-333) ligandum és
mutansai stabilitasi allandoit, valamint az imidazol-koordinacioju cink(Il)-
komplexek log K értékét a 11. tabldzat tartalmazza. A hasonld koordinacios
modu részecskék log K(Zn+2Nim) értéke altalaban 2,5-4,0 logaritmus egység,
de a nagyobb allandok tipikusan a polarisabb karakterii ligandumok
fémkomplexeire jellemzdk [190].

11. tdbldzat: A két hisztidil-oldallincot tartalmazé nativ tau(326-333)
fragmens és mutdansai cink(ll)komplexeinek stabilitasi dllandoi (log p)
(T=298 K, I=0,20 M KCI)

Részecske tau(326-333)  tau(326-333)mG  tau(326-333)mA
[ZnHL]?* 12,74(5) 13,10(5) 12,72(12)
[ZnL])* 5,48(3) 5,78(4) 5,26(9)
[ZnH_1L]* -2,46(2) -2,10(3) -2,32(4)
[ZnH_,L] -11,84(2) -10,95(3) -11,24(5)

pK (amidy) 7,26 7,32 7,46

pK (amidy) 7,94 7,88 7,58

pK (amids) 9,38 8,85 8,92

log K(Zn+2Nm) 2,58 2,85 2,48

A 20. dbra a cink(I1)-tau(326-
333) rendszerben, ekvimolaris
fémion:ligandum arany alkal-
mazasa mellett abrazolt részecs-
keeloszlasi diagramot mutatja
be. Ellentétben az egy hisztidint
tartalmazé ligandumokkal, e-
zekben a rendszerekben nem
tapasztaltuk  cink(ll)-hidroxid oo |
levalasat, amibdl arra kovetkez- 50 60 70 80 90  100pH
tethetlink, hogy a szomszédos | 20. abra: A Zn(II)-tau(326-333)= 1:1 aranyd
imidazolil-csoportokat tartalma- rendszer koncentracideloszlasi gorbéje
z6 peptidek bazikus kdzegben is (Cjg=1,63 - 107 M)

=}

I _.Zn(l)
[ZnH_,L]

o
=)

[ZnH_L]*

Maitort [Zn(i]
S [=)]

[ZnHL]

o
)
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képesek oldatban tartani a fémiont. Ugyanakkor, a k&tésmod
megallapitasanal figyelembe kell vennilink, hogy a deprotonalodasi
folyamatok nem csak a peptidnitrogének koordinacidjara, hanem hidrolitikus
folyamatok lejatszodasara is utalhatnak. Ebbdl fakadoéan, a deprotonalt
[ZnH-1L]" és [ZnH-,L] Osszetételli részecskék akar amidkoordinalt, akar
vegyes hidroxido-komplexek is lehetnek. Erre a kérdésre a pH-
potenciometrias mérések onmagukban nem adtak valaszt. Tomegspektruma
alapjan azonban sikeriilt azonositanunk a [ZnC3zoHseN15010] K'H" Osszetételli
kétszeresen protonalt kalium/hidrogén adduktot, ami a sztdchiometria alapjan
a [ZnH_L]K H" részecskének felel meg. A mért 500,677 m/z-érték megfelel
a deprotonalodott amidnitrogének részvételével kialakuldo részecskére
jellemz6 értéknek (szamitott m/z = 500,678), tovabba a mért és szimulalt
izotopeloszlasok is jo egyezést mutatnak. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
— legalabbis MS-koriilmények kozott — kialakulnak az amidnitrogének altal
koordinalt cink(Il)komplexek is, de annak minden kétséget kizard
igazolasara, hogy ezen részecskék oldatfazisban is megjelennek tovabbi
vizsgalatok (pl. NMR) sziikségesek. Ugyanakkor érdemes megjegyezni, hogy
az altalunk vizsgalt ligandumhoz hasonléan két szomszédos hisztidint
tartalmazd, terminalisan védett amiloid-B szarmazékok (Ac-SGAEVHHQK-
NH2 és Ac-SGAEGHHQK-NH: (44(8-16)mHH)) esetén is amidkoordinalt
cink(Il)komplexek képzddését feltételezik [82,98]. A fent emlitett esetekben
a cink(1)-indukalt amidnitrogén-deprotonalddast feltehetéen az oldallancbeli
glutamat karboxilatcsoportja is segiti [205]. Habar az altalunk vizsgalt
tau(326-333) fragmensek nem tartalmaznak glutaminsavat (és/vagy
aszparaginsavat), egyéb polaris oldallancot igen (aszparagin, lizin), amelyek
a negativ t6ltésii oldallancokhoz hasonld szerepet tolthetnek be a cink(ll)-
indukalt amiddeprotonalodasban.

A pH-potenciometrias és tomegspektrometrids vizsgalatok alapjan felallitott

modell szerint a tau(326-333) szarmazékok cink(II)komplexeiben a lizil-
oldallanc ammoniumcsoportja csak erdsen bazikus oldatban, 10,5-es pH
felett deprotonalddik. Ez az érték egyrészrdl meglepd annak fényében, hogy
az analog réz(Il)-, illetve nikkel(II)ionokat tartalmazd rendszerekben a
pK(Lys—NH3z") értékek 9,69-10,37 kozottinek adodtak. Masrészrdl azonban,
pH > 11 folotti allandokat hataroztak meg az ApB(8-16) szarmazékok
cink(ll)komplexeire is (Ac-SGAEVHHQK-NH2: pK(Lys-NHsz*) = 11,45
[82]; Ac-SGAEGHHQK-NH2: pK(Lys-NH3") = 11,07 [98]), mely
ligandumok hasonlé komplexképzddési folyamatokban vesznek részt, mint
az altalunk vizsgalt tau(326-333) fragmensek.
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5.2. A nativ tau(320-333) ligandum és mutansa komplexképzodési
folyamatai

A cink(II)ionok megkotésében — és aggregaciot eldsegitd hatasaban — fontos
szerepet tulajdonitanak a tau fehérje két —-SKCG— motivumanak
(tau(289-293) és tau(320-323)), de a fémion koordinalasaban a ciszteinil-
oldallancokon kiviil feltehetéen hisztidin imidazolnitrogének is részt vesznek.
A nativ tau(320-333) ligandum (Ac-SKCGSLGNIHHKPG-NH2) komplex-
képzddési folyamatainak tanulmanyozasa mellett a harom hisztidint tartal-
maz6 Ac-SKCGSLGNIHHHKPG-NH: mutans peptid (tau(320-333)mH)
oldategyenstlyi viselkedését is vizsgaltam. Az ujabb hisztidin aminosav
beépitése lehetévé teszi tetraéderes koordindcidos kornyezet kialakulasat a
fémion koriil, igy jelenlététdl a kialakuld cink(Il)-peptid komplexek
termodinamikai stabilitdsanak novekedése varhatd. A cink(ll)ionok mellett a
nikkel(Il)ionok jelenlétében lejatszodd komplexképzddési folyamatokat is
vizsgaltam, valamint a nikkel(I1)/cink(Il) vegyes rendszeren keresztiil a két
atmenetifémion kotéhely-preferencidjat is tanulmanyoztam. Bioldgiai
szempontbol elsdsorban a réz(I)- és cink(Il)ionokat tartalmazé vegyes
mintak vizsgalata lett volna érdekes, de a réz tipikusan olyan vegyértékvalto
fémion, mely hajlamos redoxireakcioba 1épni a cisztein tiolcsoportjaval, igy
ezeket a rendszereket nem tanulmanyoztam.

12. tablazat: A tau(320-333) peptid és mutansa protonalodasi (log ) és
deprotonalodasi (pK) allandoi (T = 298 K, I = 0,20 M KCI)

tau(?ﬁ((:)-333) tau(SZCXSSS)mH tau(320-323)
Részecske SKCGSLGNIHHKPG- SKCGSLGNIHHHKPG- ,A\IZSKCG' tau(326-333)
NH, NH, 2 [210]

[HL]* 10,65(2) 10,63(1) 10,36 10,17
[HoL]? 20,62(3) 20,70(1) 18,62 16,88
[HaL]** 28,63(5) 28,80(2) - 22,69
[HaL]* 35,09(6) 35,46(3) - -
[HsL]s* 40,88(7) 41,65(3) - -
[HeL]® . 47,08(3) - .
PK (Nim@)-NH?) 5,79 5,43 - 5,81
PK (Nim@)-NH") 6,46 6,19 - 6,71
pK (Nim@)-NH") — 6,66 — —
pK (Cys-SH) 8,01 8,10 8,26 -
pK (Lysi-NH3") 9,97 10,07 10,36 10,17
pK (Lys-NHs") 10,65 10,63 - -

A 12, tablazat a vizsgalt peptidek protonalddasi €s deprotonalddasi
allandoit tartalmazza, tovabba Osszehasonlitasként az egyedi tiolat- és
hisztidil-k6téhelyeket modellezé nativ tau(320-323) és tau(326-333) frag-
mensek megfelel6 értékeit is feltiintettem. A ligandumok imidazolium-
csoportjainak deprotonalodasa atfedé lépésekben jatszodik le, majd a pH
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novelésével a tiolcsoport is deprotonalédik (pH ~ 8) — ez, a fotometrias
mérések alapjan, az el6z6 folyamattol elkiiloniilt 1épésben megy végbe
(Fiiggelék, A6. dbra). A pH tovabbi novelésével egy Ujabb lugfogyaszto
folyamat veszi kezdetét és — szintén atfedd 1épésekben — bekovetkezik a lizil-
oldallancok ammoéniumcsoportjanak protonvesztése.

5.2.1. A nativ tau(320-333) ligandum és mutansa nikkel(I)komplexei

A hisztidin imidazolnitrogének mellett a cisztein tiolatcsoportja is
kotohelyiil szolgalhat a fémion szamara, igy a tau(320-333) szarmazékok
komplexképzddési folyamatait két ekvivalens nikkel(Il)iont tartalmazé
oldatban is vizsgaltam.

13. tablazat: A tau(320-333) peptid és mutansa egymagvu nik-
kel(I)komplexeinek stabilitasi allandoi (log ) (T = 298 K, I = 0,20 M KCI)

tau(320-333) tau(320-323)

Részecske tau(320-333)mH tau(326-333)

[211] [210]

[NiH,L]®* - 38,84(2) - -
[NiHsL]>* 31,39 32,88(2) - -
[NiHoL]** - 25,44(3) - -
[NiHL]®* 17,26 17,77(4) 13,27 13,39
[NiL]?>* 9,75 9,77(3) - -
[NiH_(L]* 1,68 0,95(3) -1,02 -3,34
[NiH L] -8,00 -9,44(3) -8,49 ~12,34
[NiH sL] -18,23 —20,49(2) -18,32 -22.71
pK (amidy) - 7,67 - -
pK (amidy) 7,51 8,00 - -
pKaa (amidl,g) - - 7,15 8,37
pK (amids) 8,07 8,82 747 9,00
pK (Lysi-NHs") 9,68 10,39 9,83 10,37
pK (Lys2—NHs") 10,23 11,05 - -
log K(Ni+2Nm) 2,76 3,38 - 3,22
log K(Ni+3Nim) - 4,08 - -
log K(Ni+S) - - 2,91 -

A pH-potenciometrids adatok alapjan az egymagva részecskék (13.
tablazat) mellett dinuklearis komplexek is képzOdnek (/4. tablazat), melyek-
ben a tiolatcsoport és a hisztidil-oldallancok elkiiloniilt kdtohelyekként egy-
egy fémiont koordinalnak.

A 13. tablazatban feltlintetett értékeket Osszehasonlitva lathato, hogy
ekvimolaris oldatban a vizsgalt ligandumok hasonlé komplexképzddési
folyamatokban vesznek részt (21,22. dbrdk).
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21. abra: A Ni(Il)-tau(320-333) = 1:1 22. abra: A Ni(II)-tau(320-333)mH =
aranyu rendszer 1:1 ardnyu rendszer
koncentracioeloszlasi gorbéje koncentracioeloszlasi gorbéje
(Cyy = 1,41 - 102 M) (Ciy = 2,00 - 102 M)
Az enyhén savas-semleges pH-tartomanyban (pH ~ 4-7) Iétezo,

tobbszordsen protonalt részecskékben a nikkel(II)ion a tioldt és/vagy az
imidazolilcsoport(ok)on keresztiil koordinalodik. Az ebben a pH-
tartomanyban rogzitett abszorpcios spektrumok Kis intenzitastiak, valamint
pH < 7 alatt jelentés CD-aktivitdis sem mérhetd, ami aldtdmasztja a
komplexek oktaéderes geometrigjat. A titrdlds sordan pH > 7 {0lott a
kezdetben szintelen minta halvany, sargas-barna szinii lett, majd a komplexek
szine — a varakozasoknak megfeleléen — a pH novelésével egyre intenzivebbé
valt. 7-7,5-es pH folott, a vizudlis tapasztalatokkal Osszhangban, az UV-
lathato spektrofotometrias spektrumsorozatban megjelenik a siknégyzetes
komplexekre jellemz6 nagy intenzitasu sav (Fiiggelék, A7/1. abra). Ez arra
utal, hogy a [NiHL]*" — [NiH-1L]" &sszetételti komplexekben a fémion
megkotésében az oldallancbeli donoratomokon kiviil feltehetden 1-3
deprotonalddott peptidnitrogén is részt vesz. Ahogy azt a 21, 22. abrdkon
feltiintetett részecskeeloszlasi diagramok is szemléltetik, a 446 nm-es
hullamhossznal megjelend csics intenzitasa az amidkoordinalt komplexek
képzddésével parhuzamosan nd, majd 9,5-es pH-nal maximumot ér el, vagyis
a [NiH_1L]" részecske [NiH_oL], majd [NiH-sL]™ formava alakulidsa nem
eredményezi a molaris abszorpcids koefficiens tovabbi valtozasat. A korabbi
eredmények fényében erre is szdmitottunk, hiszen a kisebb tagszamu
modellpeptidek vizsgéalata sordn sem tapasztaltuk, hogy a lizil-oldalldnc e-
ammoéniumcsoportja részt venne a nikkel(Il)ion megkdtésében. A
siknégyzetes komplexek kialakulasaval parhuzamosan a CD-spektrumok
alakja is megvaltozik (Fiiggelék, AT/2. abra): a megkozelitbleg 520 nm-es
hullamhossznal megfigyelheté pozitiv Cotton-effektus mellett ~ 440 nm-nél
is lathatd egy nagy intenzitasi negativ csucs. A lathatd fény hulldmhossz-
tartomanyaban megjelend Cotton-effektusok a d-d atmenetektdl szarmaznak.
A 320 nm koril jelentkez6 maximumban valoszintileg 6sszemosodik a S™ —
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Ni(Il) sav az N(Im) — Ni(Il) toltésatvitellel, mig a 260-270 nm-es
hullamhossznal lathat6 intenziv cstics a fémion és az amidnitrogének kozotti
toltésatviteli folyamatokhoz rendelheté. A koordinicidoban résztvevod
donorcsoportok megerdsitésén kiviill a cirkularis dikroizmus vizsgalatok
segitséget jelentettek abban 1is, hogy megbecsiiljik a siknégyzetes
geometriaju nikkel(II)komplexek koordinacios izomerszerkezeteinek ardnyat
(23. dbra). Mind az izomerarany, mind pedig a f& kotohely tekintetében
azonos kovetkeztetésre jutottunk mindkét vizsgalt peptid esetén; az ered-
ményeinket a nikkel(II)—tau(320-333)mH rendszeren keresztiill mutatom be.
Az N-terminalis tiolatcsoport fémionmegkotését az Ac-SKCG-NH, 4N-es
nikkel(Il)komplexével [210], mig az imidazolil-oldallancokrdl induld [N,

N-, N7, N(Im)] koordinaciot , <
az Ac-HHH-NH2 ligandum 7.0

[NiH-3L]™ sztochiometriaju 50

fémkomplexével modellez- 30

hetjiilk. Az emlitett részecs- j§1,o \

kékhez rendelhetd CD-spekt- 2, 0do "

rumok Osszegzése alapjan 50
70%-ban olyan koordinacids
izomerek  alakulnak ki,
melyekben a fémion az
_SKCG- szekvencia tiolat- | 23.abra: Az Ac-SKCG-NH:z(a), az Ac-HHH-NH:
kénatomjan és deprotonald- (b) [NinsL]‘komplexé,nek spektrum‘fl,a'két

dott peptidnitrogénijein ke- ) mod’ellspek’trum‘(a) és (b) 70:30 aranyg .

. ) osszegzése (c) és a Ni(II)-tau(320-333)mH =1:1
resztiil  kotddik, vagyis a rendszer mért CD-spektruma (d) pH ~ 11-en
ciszteinil-oldallanc nemcsak ™ /
két, de harom hisztidin jelenlétében is kedvezObb kotohelyet jelent a

nikkel(Il)ionok szamara.

Kétszeres fémionfelesleg alkalmazasa mellett pH > 7,5 folott a kétmagva
nikkel(Il)komplexek az uralkodo részecskék, melyekben az egyik fémion az
N-terminalis —SKCG—- peptidrészhez ko6tddik, mig a masik nikkel(ll) a
szomszédos hisztidil-oldallancok valamelyikén keresztiil koordinalodik. A
dinuklearis részecskék stabilitasi allandoit a /4. tablazatban foglaltam Ossze.
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5.2. A nativ tau(320-333) ligandum és mutansa komplexképzd6dési folyamatai

14. tablazat: A tau(320-333) peptid és mutinsa kétmagvii nikkel(Il)-
komplexeinek stabilitdsi allandoi (log p) (T =298 K, I = 0,20 M KCI)

Részecske tau(320-333) [211] tau(320-333)mH
[NioL]* 12,73 13,49(4)
[NiH L] - 5,65(3)
[NiH L] 3,65 2,733)
[NioH L] - ~12,05(3)
[NigH oL ] 20,36 22,26(4)
[NigH sL]" - ~32,91(4)
[NigH 6L]> 40,82 44,34(7)
K ([Ni2L]*/[NizH_.LT*") - 7,84
PK ([NizH_1L]3*/[NioH_oL]?*) - 8,38
pKaa ([NizL]*/[NizH 2L]%) 8,19 8,11
PK ([NizH_oL]2*/[NioH_sL]") - 9,32
pK ([NizH_sL]*/[NizH 4L]) - 10,21
pKa ([NiszzL]2+/[Ni2H4L]) 8,61 9,77
pK ([NizH-_sL]}/[NizH-sL]") - 10,65
pK ([NizH_sL]/[NizH_sL]?) - 11,43
pKau ([NizHAL]/[NizH,aL]Z’) 9,98 11,04

A 24, 25. abrdkon bemutatott koncentracideloszlasi gorbéken a ~ 445-450

nm hulldmhosszhoz tartozdé molaris
feltintettem.

abszorpcids koefficiens valtozasat is

Ve

.

1,0 g [NizH (LT 450 MO iy [ 30
-'-.E‘I'(”) [NizH!L]. 370 x ™ 300
0.8 K 0.8 1 "
, . -
= u F 3205 |= " - 2507
= = £
206 4 . - 2705|206 1 2005
£ L 220L| |5
204 20z EXP  150=
20 [NiH L] 170 |2 E
s ’,_’“ [NuL]jf‘ 10§ = - 100 &
0,2 g [NIL} Y1021 .
b - 70
0,0 - 2L L 20 0,0 - : . 7 St -0
40 50 60 70 80 90 100 11,0 PH 40 50 60 70 80 90 100 11,0 PH
24. abra: A Ni(Il)-tau(320-333)=2:1  25. abra: A Ni(ll)-tau(320-333)mH = 2:1
aranyu rendszer koncentracideloszlasi ~ aranyi rendszer koncentracideloszlasi
gorbéje (c;; = 1,41 - 10° M) gorbéje (c;, = 2,00 - 10° M)

J

Megfigyelhetd, hogy a siknégyzetes komplexek kialakuldsat kiséré sav
intenzitasa a dinuklearis részecskék képzodésével parhuzamosan nd, amibol
arra kovetkeztethetiink, hogy a fémionok megkotésében a cisztein €s hisztidin
horgonycsoportokon kiviil deprotonalodott amidnitrogének is részt vesznek,
vagyis [(N)x, S7] és [N(Im), (N")y, N(Im)] vagy [(N")x, N(Im)] k6tésmodot
tartalmazo kétmagvi részecskék alakulnak ki (ahol X = 1-3 és 'y = 1 vagy 2).
Tovabba, szembetiind, hogy a hirom imidazolil-oldallancot tartalmazo
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5.2. A nativ tau(320-333) ligandum és mutansa komplexképzd6dési folyamatai

szarmazék eloszlasi gorbéjén megkozelitéleg 9-es pH koriil, a [Ni2H-L]
sztochiometridju részecske képzddésével parhuzamosan a molaris abszorp-
cidés koefficiens (es51 nm) valtozasa lokalis minimumot mutat. Ebben a
komplexben a két fémiont feltehetéen négy peptidnitrogén, egy tiolatkén- és
egy vagy két imidazol-nitrogénatom koordinalja. Az abszorpcios spektrum
alapjan a 25. dbran feltiintetett lokalis minimumot feltehetéen a S~ — Ni(II)
toltésatvitelnez és a siknégyzetes geometriahoz tartozo abszorpcids savok
egymasra épiilése eredményezi (Fiiggelék, A8. abra).

Az UV-lathato spektrofotometrias spektrumsorozatban a pH ndvelésével
(pH > 8) 340 nm-es hullamhossznal megjelenik a nikkel(IT)ionok és a

tiolatcsoport  kozotti  koleson- )
hatashoz rendelhet6 vall, melynek %0
intenzitdsa a kétmagvu részecs- 500 1
kék képzddésével parhuzamosan | |~soo0 -

né (26. dbra). pH > 8 folott | |5, |
kiilonbséget vehetiink észre a két | |
rendszer komplexeinek speciaci-
6ja kozott. Mig a nativ tau(320-

333) ligandum esetén csak a e e o = PR
[NioL]#*, [NizH-2L]?*, [NizH L] S V.
és [NigH-L]* osszetételd ré- 26. abra: A Ni(II)—taL'{(320—333) = 2:.1
szecskék képzédését tudtuk aranyu rendszker pH-fiiggd abszorpcids

. . . R spektrumsorozata
kimutatni, a harom hisztidint { P )

tartalmazd szarmazék esetén a kozbensd sztochiometrigju komplexek
kialakulasat is igazoltuk [212]. Sztdchiometriajat tekintve a [NizH-oL]*
Osszetételll részecske Osszesen négy deprotonalodott amidnitrogént tartalmaz,
ugyanakkor ez a vizsgalt ligandumok esetén kiilonb6z0 koordinacios
kornyezetet jelenthet a hisztidil-oldallancokon keresztiil kot6dé fémion koriil.
A tau(326-333)mH szarmazék esetén a hisztidin imidazol- és a két deproto-
nalddott peptidnitrogénen kiviil egy masodik hisztidil-oldallanc is koordina-
l6dhat a nikkel(Il)ionhoz — nagyobb stabilitast, [N(Im), N7, N7, N(Im)]
kotésmodot tartalmazd komplexeket eredményezve —, mig erre a nativ
fragmens esetén nincs lehetéség. A 14. tablazatban feltiintetett adatokbol jol
latszik, hogy a tau(320-333)mH ligandum [Ni2H-sL] 0sszetételii részecskéje
mintegy 1,5 logaritmus egységgel kisebb stabilitdsu, mint a nativ peptid
megfeleld fémkomplexe. A spektroszkopiai adatok alapjan valodsziniisit-
hetjiik, hogy mindkét tau(320-333) szarmazékban ugyanazon donorcsoportok
vesznek részt a nikkel(II) megkdtésében, és a stabilitasbeli jelentds eltérést
nem a fémionok kiilonb6z6 kdtésmodja eredményezi. Az irodalombol ismert,
hogy szomszédos hisztidil-oldallancok un. ,stacking” péarokat alkothatnak
[213]. Habar a protonalt imidazoliumgytrik kozotti kdlcsonhatas erdsebb,
mint a deprotonalt hisztidinek kozott fellépd effektus, a két imidazolilcsoport
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5.2. A nativ tau(320-333) ligandum és mutansa komplexképzd6dési folyamatai

kozotti hasonld extra stabilizdcios hatas kialakulasa, legalabbis részben,
hozzéajarulhat a nativ tau(320-333) szarmazék nikkel(Il)komplexének
megnodvekedett termodinamikai stabilitdsdhoz, bar a kb. 1,5 logaritmus
egysegbeli kiilonbségre nem ad kielégité magyarazatot. A jelenség pontos
molekularis hatterének feltdrasa tovabbi vizsgalatokat igényelne.

A dinukledris részecskék kialakulasat cirkuléris dikroizmus vizsgalatok is
megerdsitik. A 27. dbra a . N\
tau(320-333) [Ni2H-sL]* &sz-
szetételi komplexének CD-
spektrumat mutatja be. A
kétmagvu részecske gorbéjének
alakja egyértelmtien eltér az
Ac-SKCGSLGNIHHKPG-NH;
N- és C-terminalis kotohelyét
modellez6  ligandumok  —
tau(320-323) és tau(326-333) —
[NiH-3L]" komplexének spekt-
rumatol. Ugyanakkor a két

27. abra: A tau(320-323) (a), a tau(326-333) (b)
[NiH-sL]™ komplexének spektruma, a két

modellspektrum  1:1 ar.ényﬁ modellspektrum (a) és (b) 50:50 aranyiu

Osszegzésével a teljesen osszegzése (c) és a Ni(II)- tau(320-333) = 2:1

deprotoné_]t dinuklearis komp- rendszer mért CD-spektruma (d) pH ~ 11-en
|\ J

lex CD-gorbéje jo kozelitéssel
leirhatd. Hasonlo kovetkeztetéseket vonhatunk le az Ac-SKCG-NH; és az
Ac-HHH-NH: ligandumok megfelelé nikkel(Il)komplexéhez tartozdo CD-
spektrumok 0sszegzésébdl a harom hisztidint tartalmaz6 szarmazék esetén is.

5.2.2. A nativ tau(320-333) ligandum és mutansa cink(I)komplexei
A két és harom imidazolilcsoportot tartalmazo tau(320-333) szarmazékok
cink(Il)ionok jelenlétében ha- (] h

. S ST 1,0 9 -oeeu,
sonld6 komplexképzddési fo- I o
I - n *
lyamatokban vesznek részt 08 - : s " 4100
(28. dbra). Ennek megfeleléen | |£ ZoHLP ] . E
o pan p 506 - 31005
a képz6dd részecskek kon- | T T
;e ;o . e . : =
centracioeloszlasi gorbéi ko- |24 2100 ¢
" . . p - . = d
zott sincs jelentds kiilonbség, &
. woge - 0,2 - 1100
habar az azonos sztdchiometri- 5
anak nem feltétleniil azonos 0.0 ‘ e . 100
4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 pH

kotésmod felel meg. A kia-

lakuld6 komplexek stabilitasi | 28 f‘bré‘: A Zn(I)-tau(320-333) = 1:1 arinyd

allandéit a  15. 'bldzat rendszer koncentracideloszlasi gorbéje
do tablaza (64 = 155 - 10° M)

tartalmazza. L
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15. tablazat: A tau(320-333) peptid és mutansa cink(Il)komplexeinek
stabilitasi dllandoi (log p) (T = 298 K, I = 0,20 M KCl)

Részecske tau(320-333) tau(320-333)mH tau(326-333)
[ZnH3L]>* 32,73(1) 34,55(1) -
[ZnH,L]** 26,90(7) 28,21(2) -
[ZnHL]®* 18,92(2) 19,45(4) 12,77
[ZnL]?* 9,86(2) 9,81(4) 5,43
[ZnH_4L]* -0,37(2) —-0,74(5) -2,35
[ZnH_5L] - - -11,81
pK ([ZnHsL]**/[ZnHoL]*) 5,83 6,34 -
pK ([ZnH.L]*/[ZnHL]®*) 7,98 8,76 -
pK ([ZnHL]**/[ZnL]?*) 9,06 9,64 7,34
pK ([ZnL]#/[ZnH_1L]") 10,23 10,55 7,78
pK ([ZnH_1L]*/ [ZnH_.L]) - - 9,46
log K(Zn+2Nm) 4,10 - 2,60
log K(Zn+2Nim—S") 6,28 — —
log K(Zn+3Nm) — 5,75 —
log K(Zn+3Nim—S") - 7,51 -

Az ekvimoléris cink(Il)ion:ligandum arany alkalmazasa mellett abrazolt
részecskeeloszlasi diagramok alapjan a komplexképzddés a hisztidil-
oldalldncok imidazol-nitrogénatomjan keresztiill kezdddik a [ZnHsL]**
Osszetételll komplex kialakuldsaval. A nativ fragmens fémkomplexében a
cink(Il) ketté, mig tau(320-333)mH ligandum megfeleld részecskéjében
harom imidazolilcsoporton keresztiil koordinaldédik. A tau(320-333) frag-
mens esetén a fémionkotés erdsségére szamitott log K(Zn+2Nim) = 4,10 érték
megfelel a cink(I) két imidazolnitrogénen keresztiili koordindcidjanak,
egyuttal kozel van az Ac-HVHAH-NH: peptid azonos koordinacidos médu
cink(Il)komplexére meghatarozott allandohoz (log K(Zn+2Nim) = 3,73) [72].
A haromfogu koordinacios modu részecskére szamitott l1og K(Zn+3Nim) érték
pedig jo egyezést mutat az Ac-HVHAH-NH: (log K(Zn+3Nim = 5,09) és az
Ac-HHGH-NHMe (log K(Zn+3Nim = 4,70) peptidek hasonlé koétésmodot
tartalmaz6 cink(l)komplexére meghatarozott allandokkal [72]. A harom
hisztidint tartalmazé szarmazék fémkomplexének mintegy 1,8 logaritmus
egységgel nagyobb termodinamikai stabilitisdban egyrészt az azonos
sztdchiometriaju [ZnHsL]** komplexek kotésmodbeli kiilonbsége — a fémion
két, illetve harom funkcids csoporton keresztiili koordinacidja — tiikkrozddik.
Masrészt, nem zarhato ki annak a lehetdsége sem, hogy a tau(320-333)mH
ligandum [3N(Im)]-koordinalt komplexei mellett kialakulnak [S™, N(Im),
N(Im)] kotésmodot tartalmazoé részecskek is.

Mindkét vizsgalt rendszerben széles pH-tartomanyban (pH ~ 6-8) a
[ZnHoL]** 6sszetételii komplex az uralkodd részecske. A sztdchiometria és a
részecske kiemelkedd stabilitasa arra enged kdvetkeztetni, hogy a cink(Il)ion
megkdtésében valamennyi oldallancbeli donorcsoport részt vesz. A 15.
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tabldzat adataibol lathato, hogy a tau(320-333)mH ligandum fémkomplexé-
nek stabilitasa tobb mint egy logaritmus egységgel nagyobb, mint a két
imidazolilcsoportot tartalmazé peptid [ZnHoL]** részecskéjéhez tartozé log S
érték. A nagyobb stabilitas feltehetGen arra vezethetd vissza, hogy a harom
hisztidin imidazolnitrogén és a cisztein tiolatkénatom egyidejii koordinacio-
janak koszonhetden a cink(Il) koordinative telitett, tetraéderes kdrnyezetben
talalhato. A komplex stabilitasi alland6jabol kivonva a két nem koordinalodo
lizil-oldallanc pK értékét, a log K = 7,51 egyensulyi allandohoz jutunk, ami
megkozeliti a cink(II)-Ac-PFHHCHRD-NH: rendszerben képz6dd, [N(Im),
N(Im), N(Im), S7] koordinaciés moda részecskére meghatarozott fémion-
kotés erdsségét (log K(Zn+3Nim—S™) = 8,76) [106].

A kovetkezd deprotonalodasi Iépésben kialakuld, egyszeresen protonalt
részecske kotésmodjanak megallapitasiban UV-Vis spektrofotometrids
vizsgalatok is segitettek. A szabad ligandum abszorpcids spektrumaban
(29/1. abra) — a tiolcsoport deprotonaldodasaval parhuzamosan — egy novekvé
intenzitasu vall jelenik meg pH > 7 f616tt megkozelitéleg 240 nm-nél; mig a
cink(I)komplexek spektrumaban mar pH > 6 folott megfigyelhetd egy vall
jelenléte ~ 230 nm-es hullimhossznal (29/2. dbra).
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210 230 250 270 290 210 230 250
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270 260
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29. abra: A tau(320-333) ligandum (1); valamint a Zn(l1)-tau(320-333) = 1:1

aranyu rendszer (2) pH-fiiggé abszorpciés spektrumsorozata

Ahogy azt a 28 dbrdn bemutatott koncentracideloszlasi diagram
szemlélteti, a 230 nm-es hullamhosszon leolvasott molaris abszorpcids
koefficiens értékek csak részben esnek egybe a [ZnH,L]* sztdchiometriajt
komplex képzddésével, mig nagyobb részben a [ZnHL]®* részecskéhez
rendelhet6k. Ezt azzal magyarazhatjuk, hogy a Zn(l1)-hidroxido toltésatviteli
sav a SH 2 S 4talakulast kisérd sav hullamhossza koriil, megkozelitéleg 220
nm-en [214], jelenik meg, igy a 230 nm-en leolvasott molaris abszorpcios
koefficiensben feltehetden az emlitett két Atmenet olvad Ossze. Ez arra utal,
hogy a [ZnHL]** osszetételii komplex valosziniileg egy koordinalddott
vizmolekula, és nem egy amidnitrogén, protonvesztésével képzodik. A
tovabbi deprotonalodasi folyamatok ([ZnHL]** — [ZnL]** — [ZnH.1L]") —
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az egyes lépések pH-tartomanya alapjan (Id. 15. tdblazar) — a lizil-
oldallancok ammoéniumcsoportjahoz rendelhetok.
523. A nativ tau(320-333) ligandum vegyes nikkel(ll)/cink(l1)-

komplexei
A vizsgalt, cisztein- és hisztidintartalma tau fragmensek oldategyensulyi

- ~ Vviselkedése egy fémiont tartal-
10 maz6 rendszerben hasonld
ﬁgm:g;eﬂkzmll)- képet mutat, igy cink(Il)- és
08 PR mizn_v1 | [ nikkel(II)ionok egyidejii jelen-
% 06 - N ized 16tében  csak az  Ac-
2 SKCGSLGNIHHKPG-NH;
§ 04 {.’ﬁg#mirg::kNi(",)-“\‘ szekvenciaju ligandum komp-
2 02 J ’ \ ,"‘[Ni lexképzddési folyamatait vizs-
- INiZnH ey \ - galtuk. A’ pH-potenciometrié§
0103 5 4I; -’5I5 6I5 7’.5 8I5 QIS 1OI 5 1’II 5 adatOk ©s az egymagvu
o torzskomplexek stabilitasi al-
30. dbra: A Nl(fil)—anfl I)_tag(gz.q'eigg)l:, L1 jandoinak felhasznalasaval
aranyu rendszer Koncentracioelosziasi . -
ygiirbéje (¢, = 1,55 - 10 M) [NiZnH-oL]*", [.NIZanslz-_]ﬂ
. / [NiZnH-4L] és [NiZnH-¢L]

sztochiometriaju komplexek keletkezését tudtuk kimutatni. A két fémiont
tartalmazd rendszer részecskeeloszlasi diagramja (30. abra) meglehetdsen
valtozatos komplexképzodés képét tarja elénk: a vegyes Ni(Il)/Zn(II)-
komplexeken kiviil az egymagvu nikkel(I)- és cink(Il)részecskék is jelen
vannak a teljes vizsgalt pH-tartomanyban.

Enyhén savas, semleges, s6t még enyhén bazikus oldatban is a kiilonb6z6
protonaltsagi foku, 1:1 sszetétell cink(Il)komplexek a domindns részecskeék,
ami Ujabb bizonyitékul szolgal ezen komplexek kiemelkedd stabilitasara. pH
~ 8 koriil kialakulnak a kétfajta fémiont tartalmazo részecskék, melyek 9-es
pH fo6lott valnak a {6 specieszekké. A dinukleéris vegyes komplexekben az
egyik fémion a tiolatcsoporton és a szomszédos amidnitrogéneken keresztiil
kotédik, mig a masik fémion egy hisztidin imidazol- és két vagy harom
deprotonalddott peptidnitrogén altal meghatarozott koordindcios kornye-
nikkel(I1)ion — valamint kézvetve a cink(IT)ion — els6dleges kotOhelyérdl az
UV-lathato spektrofotometrias €s cirkularis dikroizmus vizsgalatok szolgal-
tak informacioval. A képzddd vegyes részecskék spektralis paramétereit a
Fiiggelék T1. tablazatdban foglaltam Gssze.

pH < 8 alatt a nagy stabilitasu cink(Il)komplexeken kiviil csak az oktaéderes
geometriaj, [NiHsL]®" dsszetételii részecske van jelen az oldatban. Ennek
megfeleléen az ebben a pH-tartomanyban felvett abszorpcios spektrumok Kis
intenzitastiak. A cink(Il)ionnak nincs fényelnyelése a lathatd hullamhossz-
tartomanyban, vagyis az ekvimolaris Ni(I[)-Zn(I1)-tau(320-333) rendszer
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pH-fliggd abszorpcids spektrumsorozataban (Fiiggelék, A9. dabra) a ~ 450
nm-es hullamhossznal jelentkez6 nagy intenzitasi sav (¢ ~ 110-226
M'-cm™) a masik fémion és a ligandum d-palyai  kozotti
elektronatmenetekhez rendelhetd. A csucs intenzitdsa 9,5-es pH f6lott nem
véltozik szamottevden, ami aldtdmasztja, hogy a [NiZnH 4L] és [NiZnH-
6L]* Osszetételii komplexekben a nikkel(I) azonos, harom deprotonalédott
amidnitrogénen keresztiili kotésmodja valosul meg, és a lizil-oldallancok
ammoniumcsoportja nem vesz részt a fémion megkotésében. Ugyanakkor, az
UV-Vis spektrofotometrias eredmények alapjan csak azt valdsziniisithetjiik,
hogy a vegyes komplexekben a nikkel(Il)ion koordindldsaban
peptidnitrogének is részt vesznek, de az elsddleges horgonycsoportrol nem ad
informaciot. A fémion f6 kotohelyét cirkularis dikroizmus vizsgalatok
segitségével hataroztuk meg. A pH-fliggd abszorpcids spektrumsorozattal
O0sszhangban CD-aktivitas csak pH > 8 f{olott, a vegyes Ni(Il)/Zn(II)-
komplexek kialakulasaval parhuzamosan mérhetd. Osszehasonlitva a vegyes
részecskék CD-spektrumat a két kotéhelyet modellezé tau(320-323) [210] és
tau(326-333) ligandumok megfelelé nikkel(Il)komplexeihez tartozo CD-
gorbék alakjaval, megvalaszolhatjuk az elsddleges horgonycsoportra
vonatkozo kérdést.

e 5 N
NH2

(1) HoN HN )
gt T
T gﬂ

)

31. abra: A [NiZnH-sL]?>~ komplex
feltételezett szerkezete (1);
valamint a tau(320-323) (a), a
tau(326-333) (b), a tau(320-333)
[NiH-sL]™ komplexének spektruma
(c) és a Ni(II)-Zn(11)-tau(320-333)
=1:1:1 rendszer mért CD-
spektruma (d) pH ~ 11-en (2)

\. J/

A [NiZnH-6L]* komplex (31/1. dbra) és az osszehasonlitisra szolgald
ligandumok harom peptidnitrogén altal koordinalt [NiH-3L]  részecskéinek
CD-spektrumat a 31/2. dabra mutatja be. Nyilvanvald, hogy az ekvimolaris
Ni(ID-Zn(Il)-tau(320-333) rendszerben rogzitett CD-spektrum alakja
nemcsak a ciszteintartalmu tetrapeptid, hanem a tau(320-333) fragmens
egymagvu nikkel(I)komplexének spektrumahoz is hasonld. Ez arra enged
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5.2. A nativ tau(320-333) ligandum és mutansa komplexképzddési folyamatai
5.3. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid komplexképzédési folyamatai

kovetkeztetni, hogy a nikkel(Il) mind az egymagvu, mind pedig a vegyes
komplexekben azonos koordindcios kornyezetben taldlhatd, vagyis
cink(Il)ionok jelenlétében is a cisztein tiolatcsoportja jelenti a f6 kotdhelyet a
nikkel(I)ion szamara. Ebbdl kovetkezéen a cink(Il)ionok csak a
rendelkezésre all6 masik kotéhelyet foglalhatjak el. Ez egyértelmil
kiilonbséget jelent az egymagvu cink(I)komplexekhez képest, melyekben a
fémion f6 kotdhelye a cisztein tiolatcsoportja.

A Ni(ll)-tau(320-333) ekvimolaris rendszerhez cink(Il)ionokat adagolva
vizsgaltuk a koordinaciés mod valtozasat bazikus kdzegben (pH ~ 10,5). Arra
voltunk  kivancsiak, hogy a

[NiH-sL]™ sztochiometriaja ré-

szecske kialakulasat kovetden a 05 y’\ /‘\

cink(Il)ionok képesek-e a masik a0 o0 AR 500

fémiont kiszoritva a tiolat funk- [ |Z-15 0% 20(l

cios csoporthoz koordinalodni. | |2 y

Ahogy azt a 32. dbran feltiintetett | |573° 1

fémfliggd spektrumsorozat szem- 55

1¢lteti, a cink(II)ionok hozzaadasa ' 1 ekv Zn(ll)

nem eredményezi az [N, N, N7, 75 ] A (om)

S] kotésmodra jellemzo CD-

savok alakjanak vagy intenzita- 32. dbra: A Ni(Il)-tau(320-333) = 1:1
. . ,, , g rendszer CD-spektrumanak valtozasa

sanak jelentds valtozasat. Ez arra | cink(IDionok hozziadasara pH ~10,5-en

utal, hogy a nikkel(Il) koriili
koordinacios kdrnyezet nem valtozik a mésik fémion hatasara. Egyuttal azt is
alatamasztja, hogy vegyes Ni(I)-Zn(ll)-tau(320-333) rendszerben a cink(Il)
ion a szomszédos imidazolilcsoportok valamelyikén keresztiil kotédik.

5.3 A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid komplexképzdédési folyamatai

A fiziologias pH-tartomanyban a His32 imidazolnitrogén kedvezdébb
kotohelyet jelenthet a réz(Il)ionok szdmara az R3 régid két szomszédos
hisztidil-oldallancanal, mig a His329-His330 oldallancok a cink(II)ionok
szamara biztositanak jo horgonycsoportot. A két fémion eltéré kotohely-
preferenciaja alapjan pH > 7 felett a réz(II) varhatéan az N-terminalis
hisztidinhez, a cink(Il) pedig az R3 régi6 szomszédos imidazolilcsoportjainak
egyikéhez koordinaldédik. Az egyedi kotohelyeket tartalmazod ligandumok
vizsgalatabol levont kovetkeztetéseinket modellszamitasok is megerdsitik.
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5.3. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid komplexképz6dési folyamatai

A 33. dbran feltiintetett oszlopdiagram egy olyan hipotetikus rendszerben
mutatja be a réz(Il)- és cink(Il)- (55,
ionok megoszlasat az emlitett | |15
horgonycsoportok kozott, mely | |©
ekvimolaris mennyiségben | |} |
(Ciig = cmany = 1,00 - 103 M) | 10
tartalmazza a két fémiont és az | |°8 1
egyedi kotdhelyek kémiai kor- | 0% |
nyezetét modellezc’i klsebb tag- 0,2 { His329-330 R
szamu peptideket (tau(26-33)m | |00 P E——
¢s tau(326-333)). A réz(Il)- H=74 pHoB2  pHZES  pHo90

; . _ . _ 33. abra: A Cu(Il)- és Zn(II)-ionok
cink(l1)-tau(26-33)m-tau(326 megoszlasa a His32 és His329-His330

333) = L:1:1:1 rendszer kon- kotéhelyek kozott (Cng‘CM(n) 1,00 - 10‘3M)
centracioeloszlasat MEDUSA

program segitségével készitettiik eI Osszegeztilk a szabad tau(26-33)m és
tau(326-333) ligandumok, valamint a két peptid réz(Il)- és cink(II)komp-
lexeinek moltortjét, majd a kapott értékeket a pH fliggvényében abrazolva
szerkesztettiik meg a fenti abrat. A két kotohelyet egyiittesen tartalmazo, Ac-
TMHQDNIHHKP-NH: szekvenciaji, Gn. kiméra peptid (tau(30-34)(327-
332)) segitségével tanulmanyoztam, hogy a 33. dbra oszlopdiagramjan
bemutatott kétéhely-preferencia egy molekulan beliil is mutatkozik-e.

Zn(ll)-
His329-330  Zn(ll)-

His329-330  Zn(ll)-

His329-330  Zn(ll)-
His329-330

A kiméra peptid, illetve az egyedi kotohelyek fémionmegkdtd-képességét
modellez6 ligandumok protonalddasi és deprotonalodasi allandoit a 16.
tablazat tartalmazza.

16. tablazat: A tau(30-34)(327-332) peptid protondlodasi (log p) és
deprotonaldddasi (pK) dllandoi (T = 298 K, I = 0,20 M KCI)

Részecske tau(30-34)(327-332)  tau(26-33)m [2]  tau(326-333)
[HL] 10,20(1) 10,71 10,17
[HoL] 17,18(1) 20,84 16,88
[HsL] 23,57(1) 30,22 22,69
[Hal] 29,35(1) 36,44 -
[HsL] 32,83(2) - -
pK (Asp—COOH) 3,48 - -
pPK (Nim@—NH*) 5,78 6,22 5,81
PK (Nim@—~NH") 6,39 - -
PK (Nim@—NH") 6,98 - 6,71
pK (Tyr—OH) - 9,38 -
pK (Lysi—NH3z") 10,20 10,13 10,17
pK (Lys—NHs") - 10,71 -
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5.3. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid komplexképz6dési folyamatai

5.3.1. A tau(30-34)(327-332) klmera peptid réz(I)komplexei

A tau(30-34)(327-332) li-

gandum réz(Il)ionok jelen- 15
1étében lejatszodd komplex- 1059
képzddési folyamatait ligan-
dum- és fémionfelesleg al-
kalmazasa mellett, illetve £ %%

ekvimolaris oldatban tanul-
manyoztuk (34. abra). A pH-
potenciometrias adatok alap-
jén az egymagvu komplexek

9,5 A
8,5
75 A

5.5 1

szabad
ligandum

Cu(llyL =1:3

Cu(ll)-L = 2:1
Cu(ll)L =11

Cu(ll)L = 3:1

210 1 2345678910111213141516

lugekvivalens

mellett két- és harommagvua
részecskék kialakulasat is ki

34. abra: A Cu(I)-tau(30-34)(327-332) rendszer
kiilonb6z6 fémion:ligandum arany alkalmazasa

tudtuk mutatni.

A képzéds U

mellett felvett titralasi gorbéi

komplexek stabilitasi allandoit a 17. tabldzatban foglaltam 6ssze.

17. tabldzat: A tau(30-34)(327-332) peptid réz(Il)komplexeinek stabilitdsi
dllandoi (log p) (T =298 K, I = 0,20 M KCl)

Részecske tau(30-34)(327-332)  tau(26-33)m [2] tau(326-333)
[CuH;L7] - - 29,58 (31)
[CuHsL] 28,28 (5) 34,15 -
[CuH,L] 23,77 (4) - 20,22 (11)
[CuHL] 18,78 (4) 23,98 15,81 (2)
[CuL] 11,95 (11) 16,01 9,49 (7)
[CuH-1L] 4,80 (9) 6,68 2,66 (5)
[CuH-L] -3,20 (10) -3,58 -5,50 (7)
[CuH-sL] -12,89 (11) -14,09 -15,12 (8)
[CuzH-1L] 10,61 (6) - 6,28 (13)
[CuzH-L] 4,52 (7) - -0,10 (7)
[CuzH-3L] —2,27 (9) - —7,36 (11)
[CuzH-4L] =9,70 (7) - -
[CuzH-6L] —27,52 (7) - -
[CusH-4L] -5,12 (10) - -
[CusH-sL] —-12,01 (7) - -
[CusH-6L] -19,86 (10) - -
[CusH-7L] —28,32 (8) - -

pK (amidi) 6,83 - 6,32
pK (amidy) 7,15 - 6,83
pKéﬂ (amidl,g) - 5,09 —

pK (amids) 8,00 7,97 8,16
pK (Tyr—OH) - 9,33 -

pK (Lysi—NH3z") 9,69 10,26 9,62
pK (Lys>—NH3z") - 10,51 -

log K(Cu+Nm) 4,71 3,93 3,33
log K(Cu+2Nim) 6,59 - 5,64
log K(Cu + 3Nim) 8,58 - -
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5.3. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid komplexképz6dési folyamatai

A 35. abra az ekvimolaris mennyiségli réz(Il)ion és ligandum arany
alkalmazasa mellett 4brazolt
TN e koncentracioeloszlasi gorbét
fcubLpr o % [CUREE s mutatja be. A komplexképz6dés
[Cuk L1 savas oldatban, pH > 3 folott
L 650 kezdddik. A ligandum nagy
fémionkoto-affinitasat  tiikrozi,
L 700 hogy a réz(Il) gyakorlatilag a
[ X teljes vizsgalt pH-tartomanyban
00 Lt L o N T komplexben kotott formaban
30 40 50 60 7,0 80 90 100 11,0 PH talarlhator 7_es pH alatt
kiilonb6zé protonaltsagi  foku,
1:1 sztdchiometriaji részecskék
\ alakulnak ki, melyekben a
réz(Il)iont 1-3 hisztidin imidazolnitrogén ¢€s legfeljebb egy deprotonalddott
peptidnitrogén koordinalja. A savas kozegben képzddd komplexek esetén a
fémion koriili koordinacids kornyezetrél ESI-MS, valamint MS/MS mérések
szolgaltak informécioval.
A [CuHL]?* sztdchiometridnak megfeleld, makrokeldt szerkezetli komplex
képzddését tomegspektruma (Fiiggelék, Al0/d. dbra) igazolja. Mint a
Fiiggelék A10/a. abrajan feltintetett MS/MS spektrum szemlélteti, a [CuL]
Osszetételll réz(Il)ion-peptid komplex kis iitk6zési energiaval torténd
fragmentacidja soran legnagyobb valoszintiséggel a His330 és Lys331 (Cu-bg
fragmens), valamint a Lys331 és Pro332 aminosavak kozotti peptidkotés
hasad (Cu-bio fragmens). Ezen fragmentacios mintazat (Fiiggelék, All.
dbra), a Cu-bg fragmens keletkezése, alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
harom lehetséges imidazolil-horgonycsoport koziil savas oldatban a 330-as

cre

-
o
'

“Cufll)

o
[e]

o
>

| reuiLry

Moltdrt [Cu(ll)]
o
=S

'\max ( m

o
[S)
L

35. abra: A Cu(ll)-tau(30-34)(327-332) = 1:1
aranyu rendszer koncentracideloszlasi
gorbéje (¢, =1,27 - 102 M)

[215] A pH tovabbi novelésével amidnitrogének deprotonaldodnak és 1épnek
be a réz(IT) koordinacios szférajaba, melynek eredményeként kialakul a nagy
stabilitast, 4N-es, harom peptidnitrogén altal koordinalt [CuH-oL]™ komplex.
A részecskeeloszlasi diagramon az abszorpcidos maximum valtozasat is
feltiintettem (35. dbra). A pH novelésével az abszorpcidos maximum
folyamatosan tolodik el a kisebb hullamhosszak fel¢, ami alatdmasztja, hogy
az amidnitrogének deprotondlodasa ¢€s koordinalodasa egymast kovetd
1épésekben jatszodik le. pH > 9 {616tt az abszorpcids maximum hulldmhossza
gyakorlatilag nem valtozik, csak intenzitasnovekedés tapasztalhatd. Ez azzal
magyarazhat6, hogy az ebben a pH-tartomanyban jelenlévd két fo
részecskében a fémion ugyanazon donorcsoportokon — egy hisztidin
imidazol- és harom deprotonalodott peptidnitrogénen — keresztiil kotodik.
Ugyanakkor, szembetind, hogy a [CuH L] és [CuHL]* komplexek
abszorpciés maximumahoz tartozé hullimhossz (~ 557 nm) lényegesen
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nagyobb, mint az [N-, N7, N7, N(Im)] koordinaciés moédra jellemzé ~ 521
nm-es érték [47]. Ez arra utal, hogy a fent emlitetteken kiviil egyéb
donorcsoport is részt vesz a réz(Il) koordindldsadban. A vart és a mért
abszorpciés maximumok hasonld eltérését a réz(I)-tau(326-333) rendszer
vizsgalata soran nem tapasztaltuk (Amax ~ 530 nm), viszont a jelenséget a
nativ tau(26-33) fragmens ¢és mutansai tanulmanyozdsa soran is
megfigyelték. A tau(26-33) szarmazékok réz(Il)komplexeiben, habar a
fémion f6 kotéhelye a hisztidin, a réz(I1) koordinalasaban a treonil- és/vagy
metionil-oldallanc(ok) részvételét is feltételezik [2]. Az ezen ligandumok 4N-
es részecskéihez tartozd Amax-értékek jo egyezést mutatnak a kiméra peptid
azonos kotésmodot tartalmazo fémkomplexeire kapott értékekkel, valamint a
—~TMH- [216] és —TXH- kotohelyek [217] fémionkotoképességét modellezo
hexapeptidek réz(Il)komplexeinek megfeleld értékeivel (/8. tablazat) is. A
treonil-oldallancot tartalmazé peptidek [CuH-3L] komplexeihez tartozod
abszorpcios maximum hullamhossza alapjan feltételezhetjiik, hogy a treonin
alkoholos hidroxilcsoportjanak axialis koordinacidja a kiméra peptid esetén is
hozzajarul a batokrém eltolodashoz, bar nem zarhatjuk ki kétséget kizaroéan a
metionil-oldallanc hatasat sem. Ezek az eredmények egyuttal azt is
megerdsitik, hogy erésen bazikus oldatban a vizsgalt tau(30-34)(327-332)
ligandum elsé hisztidinje — vagyis a His32 kémiai kornyezetét modellezd
imidazolil-oldallanc — jelenti az els6dleges kotohelyet a réz(I1l)ionok szamara.

18. tablazat: Tau fragmensek 4N-koordinalt réz(ll)komplexeinek UV-Vis
spektralis paraméterei

Amax’e (NM/M~L-cm™)

Koordinacios tau(30-34) tau(26-33)  Ac-ATMHQD-  Ac-ATAHQD-
méd (327-332) [2] NH; [216] NH; [217]
[BN-, N(Im)] ~557/70 ~551/87 ~561/52 ~563/88

Savas oldatban nem mérhet6 jelentds CD-aktivitds, ami alatdmasztja, hogy
ebben a pH-tartomanyban a réz(Il)ion kizardlag az oldallancokon keresztiil
kotodik. A pH novelésével és az amidkoordinalt részecskék kialakuldsaval
parhuzamosan megjelenik ~ 250 nm-es hullimhossznal egy nagy intenzitast
Cotton-effektus: az N~ — Cu(II) toltésatvitelre jellemz6 sav. Az abszorpcios
spektrumsorozathoz hasonloéan (Fiiggelék, Al2. dabra), 9-es pH folott, a
harom peptidnitrogén altal koordinalt, 4N-es komplexek CD-spektrumanak
lefutdsa sem valtozik, csak intenzitasnovekedés tapasztalhatd, ujabb
bizonyitékaul annak, hogy a lizin ammoniumcsoportjanak deprotondlodéasa
nem eredményez valtozast a fémion koordinacios szférajaban.
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Az elsddleges horgonycsoport meghatarozasahoz, valamint a kialakul6 koor-
dinacids izomerek ardnya- N

nak megbecsiiléséhez a 0]
His32 [2] és His329- .
His330 kotohelyeket tar- T:)’s 1
talmazd, kisebb tagszamu T"°’4 ]
nativ fragmensek réz(Il)- 5021
komplexeinek kiilonb6z6 3 R
pH-értékeken  rogzitett 0.2 1
CD-gorbéit hasonlitottuk 0.4 1
Ossze a tau(30-34)(327- 0,6 -
332) ligandum megfeleld 15
fémkomplexének 1.0 w
spektrumaval. A  36. —
abran bemutatott 6sszeg- '50’5 Ji
spektrumok alapjan  a L%k
kiméra peptidben az N- 505
termindlis hisztidin jelenti 1.0
az elsédleges kotohelyet a 45 |
réz(Il)ionok szdmara sem-
, ;. -2,0 -
leges &s bazikus oldathan | o = e 1(26-33) (@), Cu(il)tau(326-
IS, habar megkozelitoleg 333) (b) rendszer ekvimolaris oldatban rogzitett CD-
20%-ban olyan részecs- spektruma, a két modellspektrum (a) és (b) 81:19
kek is kialakulnak, ame- aranyi dsszegzése (c) és a Cu(ll)—tau(30-34)(327-
lyekben a fémion a 332) = 1:1 rendszer mért CD-gorbéje (d) semleges
szomszedos  hisztidinek  ((PH ~7) (1) és erdsen bazikus kézegben (pH ~11) (2)

valamelyikéhez

koordinalodik. Mindezen eredmények fényében valoszinisitheté, hogy az
amidnitrogének koordinacioban vald részvétele megvaltoztatja a His32 és a
His329-His330 imidazolilcsoportok koriili kotéhely fémionaffinitasat és a
preferencia a pH novelésével a His330 hisztidinrdl a —TMH- szekvenciara
tevodik at.

A tau(30-34)(327-332) ligandum szekvenciaja harom hisztidil-oldallancot
tartalmaz, igy a kiméra peptid komplexképzddési folyamatait kétszeres és
haromszoros fémionfelesleg alkalmazasa mellett is vizsgaltam (Id. 17.
tabldzat).
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Savas kozegben csak kiilonféle protonaltsagl foku, egymagvu komplexek
vannak jelen, a tobbmagvu

(1)1 0 1 cumn [CuH 1™ részecskék csak a pH
081 [CuzH LI novelésével mutathatok ki
= [CuHALI* szamottevl mennyiségben.
3°° ‘[Cu § 1L]2+\ Kétszeres réz(Il)ion-felesleg
gm Teu ﬁﬂﬁblf\ alkalmazésa esetén 6-0s pH
= [CubL P folott a kétmagva komp-
02 \ '/?}?‘ : lexek valnak a f8 specie-
00 ¥z KL SEAL NS szekké (37/1. dbra). A
30 40 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 110 dinuklea"ris komplexek egy
10 9. [Cu,H L] viszonylag szilik pH-
(@) | gut = tartomanyban (pH ~ 5-6,5)

0,8 1 - !
= haromszoros  fémionfeles-
306 - leget tartalmazo oldatban is
5., [Cu H LI, . jelen vannak, harommagva
I (et részecskéket csak semleges
02 4 . ¢és bazikus oldatban mutat-

~oH tunk ki (37/2. dbra).
0,0 4 r ,

30 40 50 60 70 80 90 10,0 110 A ketmagvu komplexek
37. 4bra: A Cu(Il)-tau(30-34)(327-332) = 2:1 (1) és | esetén feltételezhetd, hogy a
3:1 aranyu rendszer (2) koncentraciéeloszlasi peptidnitrogének deprotona-
gorbéje (¢ =1,27 - 10°M) l16dasa mind az N-terminalis

imidazolilcsoportrél, mind a
szomszédos hisztidinekrdl az aminoterminus felé indul el. Ennek egyik oka,
hogy az igy létrejovo 6-, csatolt (6,5)-, illetve csatolt (6,5,5)-taghi gytiriik
kialakulasa kedvezobb, mint a karboxiterminus felé kialakuld fesziiltebb, 7-
tagll kelatgytrlis szerkezetek képzddése. Masrészt a C-terminalis vég felé a
prolin jelenléte miatt csak egy amidnitrogén deprotondlodasa valdosulhatna
meg, ami nem felel meg a teljesen deprotonalt komplex [CuzH-6L]*"
sztochiometriajanak. A részecske feltételezett 2x[N-, N7, N7, N(Im)]
koordinacios modjat (38/1. dabra) CD-spektroszkopias vizsgalatok is
alatamasztjak. Az N-terminalis hisztidinr6l induld koordinaciot a tau(26-33)
[CuH-3L] 0Osszetételii részecskéjének spektrumaval [2], mig a szomszédos
hisztidinek fémionmegkotését a tau(326-333) azonos sztochiometridjh
komplexének CD-gorbéjével modelleztiik. Ahogy azt a 38/2. dbra mutatja, a
modellspektrumok 1:1 aranya Osszegzésével a kiméra peptid teljesen
deprotonalt kétmagvli komplexének CD-spektruma jo kozelitéssel leirhato.
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5.3. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid komplexképz6dési folyamatai

(1) HN, NH; \T\ ‘
2! ek =
e o=\ Q N N0 o o |1 0.5
/s/"\//{) o N ~ cuN ° 20 w Y 5
| N NA H N N L 4 N/\ 7 0.0
. - L |
o= N A 08 [ R -
S 1 { ° ) N { ° =05
T ’ — N <4
W o N hS VA

-2,0 -

38. abra: A Cu(II)-tau(30-34)(327-332) = 2:1 rendszerben képzédé [CuzH-sL]>~
részecske feltételezett szerkezete (1); és a tau(26-33) (a), a tau(326-333) (b) [CuH-sL]]
komplexének spektruma, a két modellspektrum (a) és (b) 50:50 aranyu Osszegzése
(c), valamint a Cu(ll)-tau(30-34)(327-332) = 2:1 rendszer CD-spektruma (d) pH ~
11-en (2)

Héromszoros fémionfelesleg alkalmazasa sordn sem tapasztaltuk csapadék
levalasat, ami arra utal, hogy a ligandum bazikus kozegben is képes oldatban
tartani harom ekvivalens réz(Il)iont. A harommagvl részecskékben egy-egy
réz(I1) koordinalodik valamennyi hisztidil-oldallanchoz: az N-terminalis
(His32), illetve a nyolcadik helyen talalhato hisztidinr6él (His329) a koor-
dinaci6 az aminoterminus felé indul el, igy a szekvencia kilencedik
csak a C-terminalis vég felé valosulhat meg. A harommagvi komplexek
esetén a teljesen deprotonalt format a [CusH-7L]*" sztdchiometriaju, 2x[N-,
N7, N7, N(Im)] + [N, N(Im)] koordinacios modu részecskék jelentik.

05 5
0s | (1) (2)
1,0 1
77 T
Fo2 4 (c) Sos
1 T
=% /@l\ & ||IE )k\ / /’;\
do0 v BN ‘ s B| K R [3207 42 520 720
_0'12_ ( 320 420 520 &G& b 720}\ (nm) o | (c A (nm)
02 | ’
(b)
03 - 1,0 -
39. abra: A Cu(l1)-tau(30-34)(327-332) rendszer 1:1 (a), 2:1 (b) és 3:1 (c)
fémion:ligandum aranyd mintaiban rogzitett CD-spektrumainak dsszehasonlitasa
enyhén savas (pH ~ 6) (1) és erdsen bazikus (pH ~ 11) oldatban (2)

Osszehasonlitva a kiilénbdzd fémion:ligandum arany mintdkban felvett
CD-gorbék alakjat, lathatd, hogy 6-0s pH-n a fémionfelesleget tartalmazé
rendszerek spektrumainak lefutasa hasonld, mig az ekvimolaris oldatban
rogzitett gorbe alakja eltér ezektdl (39/1. abra). Ez azzal magyarazhato, hogy
réz(Il)ion feleslegének jelenlétében ezen a pH-n mind a 2:1, mind pedig a 3:1
fémion:ligandum aranyu rendszerben kétmagvii komplexek vannak jelen (1d.
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5.3. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid komplexképz6dési folyamatai

37/1,2. dabrak). Ugyanakkor nagyobb pH-n, a harommagvu részecskék
kialakulasaval ez a hasonldsag megsziinik (39/2. dbra), ami a réz(Il)ionok
koriili eltéré koordinacios kornyezetre — egytttal a h&rommagvi komplexek
képzddésére — utal.
5.3.2. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid cink(ll)komplexei
Cink(Il)ionok jelenlétében kiilonboz6 protonaltsagi foku, egymagvu
részecskék képzddnek. A keletkezé komplexek stabilitasi allandoit, valamint
a fémionmegkdtés erGsségét jellemzé log K értékeket a 19. tdbldzatban
foglaltam Gssze.

19. tablazat: A tau(30-34)(327-332) peptid cink(Il)komplexeinek stabilitasi
allandoi (log p) (T = 298 K, I = 0,20 M KCI)

Részecske tau(30-34)(327-332)  tau(326-333)
[ZnHL] 16,23(2) 12,77
[ZnL] 7,66(8) 5,43
[ZnH-L] -0,77(3) 235
[ZnH-oL] -10,52(4) -11,81
pK (amid,) 8,57 7,34

pK (amidy) 8,42 7,78

pK (amids) 9,75 9,46

log K(Zn+2Nim) - 2,60

log K(Zn+3Nim) 6,03 -

Az ekvimolaris cink(Il)ion:ligandum arany alkalmazasa mellett abrazolt
koncentracioeloszlasi gorbérol (40/1. dbra) leolvashato, hogy széles pH-
tartomanyban a [ZnHL]?* 6sszetételi komplex az uralkod6 részecske.

P N
1,0 oo .. Zn(lly  [ZnHLP 2
(1) Y o Nl:‘!ﬁ / N ( )
o8 [ZnH_,L] N/
= [ZnH_,L] HN “zn p
= HN RN
Sos o Y Zﬂo
N ~
2 04 i "
£0, HN H
=

0,2 -

0,0

pH W\T NH
o Q—V’{
o

35 45 55 65 75 85 95 105
40. abra: A Zn(II)-tau(30-34)(327-332) = 1:1 aranyid rendszer

koncentracioeloszlasi gorbéje (ciig = 1,05 - 10 M) (1); valamint a [ZnHL]?*
komplexben kialakulé makrokelat feltételezett szerkezete (2)
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5.3. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid komplexképz6dési folyamatai

A komplex kiemelkedd stabilitasat (log f = 16,23) és sztdchiometridjat
figyelembe véve, a fémion koordinilasaban feltehetben mindharom
imidazolil-oldallanc részt vesz makrokelat szerkezetet kialakitva (40/2. abra).
A szintén harom hisztidint tartalmaz6, cink(II)-Ac-HXHZH-NH; (X, Z =
Ala, Pro vagy Val) rendszerekben a tridentat koordinacios modu
komplexekre szamitott log K(Zn+3Nim) értékek ~ 5-5,2-nek adodtak [118],
mig ugyanez az érték az altalunk vizsgalt ligandum esetén kozel egy
logaritmus egységgel nagyobb (log K(Zn+3Nim) = 6,03). Ez egyrészt
alatamasztja, hogy a kiméra peptid esetén a fémion koordinalasaban nem
kettd, hanem harom hisztidin vesz részt. Masrészt a nagyobb log K értékben

az aszparaginsav 487,530 N
karboxilatcsoportja- | ™ 472,860

nak t tabilizald % ZnL-CO, 3 [ZnLp* Z0be

a cXtlra stabilizalo a0 [ZnL-CO;] Ac-Thr-MeT-His-GIn-Asp-Asn-IIe-His-HaLys-Pm-NHz
hatasa is tiikrozod-

70
het. Tom ktro-
e omegspeKiro 60 [Znby-CO,*

587,690 [Znb]?*
609,710

-

metrias  vizsgalatok
arra utalnak, hogy —
ESI koriilmények
kozott — a keletkezo
cink(ll)komplexek

Relativ intenzitas
=y o
o o

w
=1

[
=1

o

UM b oy li g,

dekarboxilezddnek U0 450 470 as0 510 530 550 570 590 610 630 650
(41. abra). Ez a je- 41. dbra: A [Zn(I1)—tau(30-34)(327-332)]** ésszetételii
lenség olyan részecs- cink(I)komplex (m/z = 487,530) MS/MS spektruma
kékre jellemzd, me- (CE=10eV; pH~65) J

lyekben a fémion

koordinaldsdban termindlis vagy oldallancbeli karboxilatcsoport is részt vesz.
Bar a kialakulé makrokelat szerkezet nagy stabilitast, a pH ndvelésével
bekovetkezik az amidnitrogének deprotonildédasa ¢és koordinalddasa,
ugyanakkor a folyamat nagyobb pH-n jatszédik le, mint a cink(Il)—tau(326-
333) rendszerben. A [ZnL]* — [ZnHoL] oOsszetételli komplexekben a
fémion megkdtésében a hisztidin  horgonycsoporton kiviil valdsziniileg
amidnitrogén(ek) is részt vesz(nek). A Kutatocsoportunkban végzett korabbi
vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a tau(26-33) fragmens bazikus
kozegben nem képes oldatban tartani a cink(IT)-t és 7,5-es pH f6l6tt bekovet-
kezik a fémion hidrolizise. Ezen tapasztalatok alapjan valosziniisithetjik,
hogy a kiméra peptidben a két szomszédos hisztidin valamelyikérdl indul el a
peptidnitrogének koordinacidja, ahogy azt a cink(Il)-tau(326-333) rendszer
vizsgalata soran is tapasztaltuk.
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5.3. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid komplexképz6dési folyamatai

5.3.3. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid vegyes réz(II)/cink(IT)-
komplexei

A két kotéhely fémion-preferencidjanak igazoldsa érdekében a
tau(30-34)(327-332) ligandum komplexképzodési folyamatait réz(Il)- és
cink(Il)ionok egyidejii jelenlétében is vizsgaltam (20. tablazat).

20. tdblizat: A tau(30-34)(327-332) peptid réz(Il)lcink(ll)  vegyes
féemkomplexeinek termodinamikai és spektralis paraméterei (T = 298 K,
| = 0,20 M KCI)

Részecske log B Amax/e (im/M-em™)  MAe (am/M-em™)
[CuzZnH . LJZ" 9,13(5) ~594/55 ~615/-0,16
~525/+0,12
~325/+0,37
~254/+3,41
[CuZnH-,L]* 1,69(7) - -
[CuZnH L] ~6,09(5) ~570/64 2568/-0,18
~468,5/—0,05
~323/+0,51
~258,5/+3,93
[CuznH_LT “14.7(8) ~560/70 ~638,5/+0,16

~553/-0,40 (vall)
~264/+3,09 (vall)
[CuzZnH-sL]> —23,71(4) ~555/73 ~643 (+0,27)
~552/-0,55 (vall)
~268,5/+2,89 (vall)

.....

az ekvimolaris és kétszeres

mennyiségli réz(Il)iont tar- ;2 ﬁgﬂffxv;}cu“” ﬁé‘.ﬂ'.l’.ﬁiﬂ!? voaves

talmazé rendszerekéhez (vo. _ 08 co

35. és 37/1. dbrdkat), és csak 5071

kiilonb6z6 protonaltsagi fo- ggg

ka, egymagvu réz(II)komp- £ 04

lexek  képzddését  tudtuk 3 03

kimutatni. Semleges oldat- "y

ban (pH > 6,5) megjelennek 00 b T TPH
a vegyes cu(l)/zn(Il)- 30 40 50 60 70 80 90 100

42. abra: A Cu(l1)-Zn(I1)-tau(30-34)(327-332) =
1:1:1 aranyi rendszer koncentraciéeloszlasi
gorbéje (c;, = 1,05 - 10° M)

tartalmu részecskék, melyek-
ben a fémionok egy-egy
imidazolilcsoporton és 1-3 \
deprotonalddott peptidnitrogénen keresztiil koordinalodnak. Az UV- VIS
spektrofotometrias és CD-spektroszkopias vizsgalatokbol (Id. 20. tdbldzat)
elsdsorban a réz(Il)ion koriili koordindcids kornyezetrdl kaphatunk
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5.3. A tau(30-34)(327-332) kiméra peptid komplexképz6dési folyamatai

informéciot. A réz(Il)- és cink(Il)ionokat egyarant tartalmaz6 oldatban
rogzitett spektrumok abszorpcios maximumaihoz tartozo hullamhosszértékek
Jjo egyezést mutatnak az egymagvi réz(Il)komplexek megfeleld Amax-
értékeivel, ami a réz(Il) koriilli hasonldé koordinacidos kornyezetre utal.
Hasonlo kovetkeztetéseket vonhatunk le a CD-spektroszkopids vizsgala-
tokbol is. Osszehasonlitva a vegyes rendszerben rogzitett CD-spektrumok
lefutasat az ekvimolaris mennyiségli réz(Il)iont tartalmazd mintdban felvett
gorbék alakjaval, azok az enyhén savas pH-tartomanyban gyakorlatilag
megegyeznek (43/1. dabra). Ez a megfigyelés Osszhangban van a
részecskeeloszlasi diagramokkal (Id. 35. és 37/1. abrak), hiszen 6-0s pH alatt
mindkét rendszerben csak egymagvi réz(I)komplexek vannak jelen. A
hasonlosag fiziologias pH-n is megfigyelhet6 (43/2. dbra). Ezen a pH-n a két
fémiont tartalmazo oldatban mar kialakulnak a vegyes fémkomplexek ¢s a
spektrumok hasonlésagabol arra kovetkeztethetiink, hogy a réz(II) azonos
koordinacios kornyezetben talalhatdo mind a réz(Il)-torzskomplexekben, mind
pedig a Cu(ll)/Zn(Il)-részecskékben. Az abszorpcios és a CD-spektrosz-
kopias eredmények alapjan tehat valoszintisithetjiik, hogy fizioldgias pH-n a
két fémiont tartalmazd rendszerben is az N-terminalis hisztidil-oldallanc
jelenti az elsdédleges horgonycsoportot a réz(Il) szdmara, mig a cink(II)ionok
a karboxiterminus két szomszédos hisztidinjének valamelyikéhez ktddnek.
Ezek az eredmények aldtdmasztjdk az egyedi kotdhelyeket tartalmazéd
ligandumok vizsgalatabol levont kovetkeztetéseinket, illetve igazoljak a
modellszamitasok alapjan feltételezett kotohely-preferenciat is (33. abra).

Vs

1,0 1

0.9 1 1)

03 -
= =06 1
| |
5" Eos |
L 02
= -
™ < 0,0

01260 N\ 360 480 al880 680 7 027
(b) :‘\. < A (nm)
-0,3 4 7 0,4 4

7
05 (e () 0,6

43. abra: A Cu(II)-tau(26-33) (a), Cu(ll)-tau(326-333) (b), Cu(ll)-tau(30-34)(327-
332) (¢) és Cu(ID-Zn(I1)-tau(30-34)(327-332) (d) rendszerek ekvimolaris
oldatiaban rogzitett CD-spektrumainak dsszehasonlitasa savas (pH ~ 6) (1) és
semleges kozegben (pH ~ 7) (2)

\ J/

5.4. A két kiilonboz6 kotéhelyet tartalmazé modellpeptid, a HAVAHHH-
NH:2 komplexképzédési folyamatai

A HAVAHHH-NH: heptapeptid két nagy affinitdsti kothelyet tartalmaz.
Az N-termindlis aminocsoporton ¢és hisztidil-oldallancon keresztiil a
fémionok ,hisztaminszert’” koordindcidval kotédhetnek, de a karboxitermi-
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54. A két kiillonbozé kotéhelyet tartalmazé modellpeptid, a HAVAHHH-NH;
komplexképzddési folyamatai

nus harom szomszédos imidazolilcsoportja is horgonydonorként szolgalhat a
vizsgalt 3d atmenetifémionok szamara. Ez lehetdséget teremt arra, hogy egy
molekulan beliil tanulmanyozzuk a réz(Il)-, nikkel(11)- és cink(II)ionoknak az
emlitett kotOhelyek felé mutatott affinitasat. A komplexképzddés soran mind
az aminoterminus, mind pedig a C-terminalis hisztidil-oldallancok fiiggetlen
kotohelyekké valhatnak, ezaltal fémionfelesleget tartalmaz6 rendszerben
tobbmagvl komplexek is kialakulhatnak.

A heptapeptid protonalodasi és deprotonalddasi allandoit, valamint a
kiilonboz6 fémkomplexek stabilitasi allandoit a 21. tablazatban tiintettem fel.

21. tablazat: A HAVAHHH-NH: heptapeptid protondlodasi (log p) és
deprotondlodasi (pK) allandoi, valamint a keletkezo féemkomplexek stabilitasi
dllandoi (T = 298 K, I = 0,20 M KCl)

Részecske log g pK

[HL]* 7,59(1) 7,59

[HoL]? 14,43(1) 6,84

[HsL]3* 20,74(1) 6,31

[HsL]* 26,50(1) 5,76

[HsL]5* 31,66(1) 5,16

Cu(ll) Ni(l1) Zn(I1)

[MHL]* 29,23(15) - -
[MHL]®* 22,52(10) - -
[ML2]? 14,85(14) - -
[MHsL]>* 27,58(6) 25,31(5) -
[MHL]* 23,24(1) 20,31(4) -
[MHLP® 18,54(1) 14,95(4) 13,24(3)
[ML]? 12,05(2) 8,72(4) 7,01(2)
[MH_.L]* 3,88(2) -0,18(6) -
[MH_,L] -4,98(3) - -
[MH_sL] -15,22(2) -20,27(6) -
[M2HL]5 21,64(3) - -
[MaL]* 16,83(2) - -
[MzH_ L3 11,23(2) - —~
[M2H_,L]? 5,05(2) -4,61(12) -
[MaH_sL]? -2,37(2) - -
[M2H4L] -11,85(3) -22,38(11) -
[M2H_sL] —21,14(2) - -
[M2H_6L]* -32,56(2) -44,03(12) -
pK (amidi) 8,17 8,90 -
pK (amidy) 8,86 - -

pK (amids) 10,24

pKéﬂ (amidz,g) 10,05 —

A ligandum &t protonfelvételre és -leadasra képes funkcids csoportot
tartalmaz. Egyéb multihisztidin peptidekhez hasonléan [72,97] az
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imidazoliumcsoportok deprotondldodasa egymassal atfedd 1épésekben megy
végbe; a legnagyobb pK érték feltehetéen a terminalis aminonitrogén
protonvesztéséhez rendelhetd.

5.4.1. AHAVAHHH-NH: ligandum réz(Il)komplexei

A réz(I)-HAVAHHH-NH: rendszer ligandumfelesleg alkalmazasa mellett
¢és ekvimolaris oldatban rogzitett koncentracioeloszlasi gorbéit a 44. dbra
mutatja be.

=
[=]
)

1,0 - ]
" |-Cuin [CuH_,L]
1 |- ? (2) | =cum
Y 3+ Y _
084 : [CuHL] 08 '.._- [CuHL] [GuL]? [CuH L]
5 = *[CuH,L]*
3 K
008 io,s [Cufl,L
t + L
0 5
504 204 - .
50, =) :
02 1 0.2 1 ; /A
0o 0,0 ¥ee BSR4 pH

25 35 45 55 65 75 B5 95 105 116
44, abra: A Cu(I-HAVAHHH-NH2=1:2 (1) és 1:1 (2) aranyi rendszerek
koncentriciéeloszlasi gorbéi (c;, = 2,00 - 10° M)

A komplexképzddés mar savas kozegben, pH ~ 2,5 koriil megindul, vagyis
a réz(Il)ionok gyakorlatilag a teljes vizsgalt pH-tartomanyban fémkomplex
formajaban vannak jelen. A kis pH-n kialakulo, [CuH3L]®>" Osszetételii
részecskében a fémion feltehetden a termindlis aminocsoporton és a
szomszédos hisztidin-imidazolgytri nitrogénatomjan keresztiil kotédik
,,hisztaminszer’” koordinacioval. A sztochiometriabol addédoan ebben a
komplexben a C-terminalis imidazolilcsoportok protonaltak. A részecske
feltételezett [NHz, N(Im)] tipusi kotésmodjat tamasztja ald, hogy a
[CuHsL]®" stabilitasi allandojabol kivonva a nem koordinalodd hisztidil-
oldallancok atlagos pK értékét (: 27,58 — 3 x 6,02), a log K = 9,52 allandéhoz
jutunk, ami jo egyezésben van a réz(Il)-hisztamin rendszerre szamolt, 9,58-
os értékkel [218]. Az egyensulyi allando a kétszeresen protonalt formara
11,20-nak, mig a [CuHL]** komplexre 12,52-nak adodott. Ezek az értékek
lényegesen nagyobbak, mint az egyszeri ,,hisztaminszeri” kotésmoda komp-
lexekre meghatarozott szarmaztatott allandok, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy a réz(Il) megkotésében egyéb donorcsoportok is részt vesznek. A C-
termindlis hisztidil-oldallancok koordinalodéasat tamasztja ald, hogy a pH
novelésével az abszorpcids maximum kismértékii hipszokrém eltolodéasa
(45/1. abra) ellenére a CD-spektrumsorozatban csak enyhén bazikus
kozegben észlelhetd jelentsebb valtozas (45/2. dbra). Semleges és bazikus
oldatban (pH ~ 7-10) az abszorpciés maximum hullamhossza megkozelit6-
leg 560-580 nm, ami arra utal, hogy legalabb harom nitrogénatom vesz részt
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a réz(Il)ion megkotésében. Ebben a pH-tartomanyban, a [CuL]** —
[CUHL]®)* gsszetételti formak (ahol x = 1-3) képzédésével parhuza-
mosan, a CD-spektrumok ( )
lefutasa is megvaltozik: egy ] 11,00 10,09 @

1j, negativ Cotton-effektus ]
figyelhetd6 meg megkdzeli-

téleg 560 nm-nél, tovabba | |5 8o

két pozitiv cstics jelenik | |z 60

meg koriilbelil 650 és 496 | |* 4 |

nm-es hullimhosszaknal. A 20 4 N PN
spektralis  valtozasokat a . . . M
fémion korili koordinacios 30 450 550 650 750, 650
szféra atrendezddésével ma-

gyardzhatjuk: megjelennek 0.7 )
az amidnitrogének 1épcso- 05

zetes  deprotonalodasaval 0.3 8’5‘8/7,32 62:“\,\“’
képz6do, [CuHL]Y, | =T U Sl
[CuH L] ¢és [CuHsL] 5'2:;3 \' / 400 . e00\ /600 700 800
sztochiometridju részecskek, |2 0] P

melyekben az  amino- | |$,; 10,04

¢s/vagy az imidazolilcsoport 0,9 }31

mellett 1-3 deprotonalddott 1.1 11,17

peptidnitrogén is részt vesz 3 A (nm)

a réz(Il)ion koordindldséban. 45. abra: A Cu(ll)~HAVAHHH-NH, = 1:1
Emlitést érdemel, hogy mig aranyu rendszer pH-fiiggé abszorpciés (1) és
a HisGly ¢és egyéb, N- CD-spektrumsorozata (2)

| J/

terminalis  hisztidil-oldal-
lancot tartalmazo peptidek, valamint a terminalisan védett, lanckozi
imidazolilcsoportot tartalmaz6 ligandumok esetén az amidkoordinalt
részecskék mar enyhén savas kozegben (pH ~ 6) kialakulnak, addig a
peptidnitrogének deprotonalddasa az altalunk vizsgalt Cu(ll)-HAVAHHH-
NH. rendszerben csak 7,5-es pH felett veszi kezdetét. Ez a megfigyelés
szintén aldtamasztja, hogy habar a savas-semleges oldatban képzddo,
kiilonbozé protonaltsagi foktl részecskékben a fémion {6 kotdhelye a
terminalis aminocsoport és a szomszédos hisztidin imidazol-nitrogénatomja,
a C-terminalis hisztidil-oldallancok is részt vesznek a réz(Il) koordina-
lasaban. Ezaltal az amidnitrogének deprotonalddasa és koordinacioja Kis
mértékben visszaszorul és a nagyobb pH-tartoméanyba tolodik. A 11-es pH
koriil f6 speciesszé valo, [CuH-sL]™ Osszetételii komplex az abszorpcids
maximumanak hulldmhossza (~ 514 nm) alapjan egy 4N-koordinalt
részecske. A sztochiometriabol addddan a fémion megkotésében harom
amidnitrogén vesz részt, de a negyedik donorcsoport a terminalis
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aminonitrogén vagy az egyik lanckozi hisztidil-lanc is lehet, igy izomer-
szerkezetek kialakulasaval kell szamolnunk. Megvaldsulhat az oligoglici-
nekre jellemz6 [NHz, N7, N7, N7] tipusi koordindcio, illetve a réz(Il)
kotédhet az [N7, N7, N7, N(Im)] donoratomokon keresztiil is, mint az N-
terminalisan védett, egy vagy két hisztidil horgonycsoportot tartalmazo pep-

tidek fémkomplexeire jellem- ¢ — )
z6. A tetraalanin [CuH-sL]™ 's |
Osszetételi részecskéjét [219] 10
az elobbi, mig a tau(326-333) ~ 051
oktapeptid megfeleld komp- § oo
lexét az utoébbi koordinacids %-0.53-
<l

mod modellezésére hasznal- -1,0 4

hatjuk. Ezen formak CD- 15
spektrumainak  0sszehason- -2.0 4

litisa (46. dbra) alapjan a 20
fémiont a C-. illetve N- 46. abra: Az NH2-AAAA (a), a tau(326-333) (b)

e 1 vy [CuH-sL]” komplexének spektruma, a két
te‘l’nr’llr‘l?'lls 'reszen kot kf)Or - modellspektrum (a) és (b) 50:50 aranyu
dinacios izomerek aranya |gsszegzése (c) és a Cu(I)-HAVAHHH-NH, = 1:1
megkozelitleg 1:1, vagyis rendszer mért CD-spektruma (d) pH ~ 11-en
bazikus kozegben a C-termi- - /
nalis imidazolilcsoportok is nagy affinitassal kotik a réz(Il)ionokat még a

terminalis aminocsoport jelenlétében is.

A (nm)

Kétszeres ligandumfelesleg alkalmazasa esetén az 5,5-8,5 pH-tartoményban
az egymagvu részecskék mellett biszkomplexek is képzddnek (ld. 44/1.
dabra), melyek Kkialakulasat a ,hisztaminszerii” koordinaciés moéd teszi
lehetévé. A biszkomplexek képzodését jellemzo log Ki/K> érték (log Ki/Kz =
log K1 — log Kz = 2-log 8 [MHxL] — log f [MH2xL>], ahol x = 0 vagy 1)
meglehetésen nagy: a kétszeresen protonalt forma esetén 7,85-nak, mig a
[CUL]?*/[CuL,)?* részecskékre 9,25-nak adodott (Osszehasonlitasként: a
réz(11)-biszhisztamin komplex kialakulasara szamitott ért¢k 3,10 [218]). Ez
arra utal, hogy a biszkomplexben a két koordinalod6é ligandum eltérd
kotésmodot alakit ki a réz(Il)ionnal. Az egyik peptid feltehetden az 1:1
sztochiometridju komplexeknél ismertetett polidentat koordinacioval kotddik,
mig a masik ligandum ¢&s a fémion k6zott egyfogu vagy pedig ,.hisztaminsze-
rlii” kotésmod alakul ki az axialis-ekvatorialis sikban. A kotésmod pontosabb
meghatarozasaban az UV-Vis spektrofotometrias vizsgalatok jelentettek
segitséget: a pH ~ 6-8 tartomanyban megfigyelhetd az abszorpciés maximum
hullamhosszanak kis mértéki batokrom eltolodasa (Fiiggelék, Al3. dbra),
amit valdsziniileg a masodik ligandum axidlis hatdsa eredményez. Azonban a
biszkomplexek képzddése sem tudja megakadalyozni a peptidnitrogének
deprotonalodasat és 8-as pH folott az egymagvi, amidkoordinalt komplexek
valnak az uralkod¢ részecskékké ligandumfelesleget tartalmazé oldatban is.
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Fémionfelesleget tartalmaz6 rendszerben a kétmagvu komplexek mar pH >
4,5 felett kialakulnak (47/1. dbra). llyen savas kozegben kizarhatjuk a
deprotonalddott peptidnitrogének részvételét a fémionok megkdtésében,
vagyis a két réz(Il)ion egymastol elkiiloniilten koordinaldédik az aminoter-
minushoz, illetve a C-terminalis hisztidinekhez, majd semleges és bazikus
oldatban kialakulnak az amidkoordinacioju részecskék. A kétmagva
komplexek képzddését a pH-potenciometrids, UV-Vis spektrofotometrids és
CD-spektroszkopias méréseken kiviil tomegspektroszkopias vizsgalatok is
meger6sitik. A 47/2. abran bemutatott, mért és szamitott m/z-értékek,
valamint a mért €és a szimulalt izotopeloszlds egyezése alatamasztja a
[CuzH_sL]™ 6sszetételi dinuklearis részecske kialakulasara.

10 1. Intenzitas a
(1) “Cu(l) [CuH L] [CuH LI 2 3 52205 S
081 = [CuH_ L] ‘] | 523,557
g (CuH_ L1 o1 |soasss | S240%
306 1 “ [CuHL]* N I\ || 5245506 056
oy 3 |, 525556
804 A = [CuLly N GZDE 523,057
g - ' 4 522,057 ‘ b
iy [CuH,LE", 3000 3
Y '1 A 200 522,550 | 520558 924956
0,0 PRI N > < PH 1000 ‘ | | 524'55555.05225 s
25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 0 :m....w..‘.u‘..."[.A...‘“‘...‘%....‘H.... ‘
47. abra: A Cu(I-HAVAHHH-NH2= 2:1 aranyu rendszer koncentraci6eloszlasi
gorbéje (Ciig = 2,00 - 10 M) (1); valamint a [CuzH_sLK3]** (Mrel = 1044,114)
osszetételii réz(Il)komplex mért (a) és szimulalt (b) tomegspektruma (pH ~ 10,5) (2)

5.4.2. AHAVAHHH-NH: ligandum nikkel(Il)komplexei

Réz(I)- és nikkel(Il)ionok jelenlétében hasonlé komplexképzddési
folyamatok jatszodnak le, de a nikkel(Il)komplexek valamivel kisebb
stabilitasuak, mint réz(Il)ionokat tartalmazo analdgjaik (1d. 21. tabldzat). A
komplexképzddés 4-es pH koriil kezdddik: a termindlis aminocsoport és a
szomszédos hisztidin imidazolnitrogén részvételével a fémion ,hisztamin-
szer’” koordinacioja valosul meg, de a protonalt részecskékben a nikkel(Il)
megkdtésében feltehetdéen legalabb két lanckézi imidazolilcsoport is részt
vesz. Ezt tamasztja ald, hogy a [NiHsL]>* komplex log K = 7,25-0s értéke
nem tér el jelent6sen a nikkel(II)—hisztamin rendszerben kialakuld [NHa,
N(Im)] koordinaciés modu, egymagvu részecske képzddésére szamitott 6,82-
os értéktdl [218]. Ugyanakkor a kétszeresen és egyszeresen protonalt
formakra kapott egyensulyi allandok — log K [NiH:L]** = 8,27 és
log K [NiHL]* = 8,93 — Iényegesen nagyobbak, ami egyéb donorcsoportok
stabilizalo hatdsara utal. A pH ~ 4-6,5 tartomanyban felvett kis intenzitasa
abszorpcios spektrumok (Fiiggelék, Al4. abra) egyértelmiien bizonyitjak,
hogy a nikkel(II) valamennyi protonalt részecskében oktaé¢deres koordinacios
kornyezetben taldlhato. A fiziologids pH-tartomédnyban az 1:1
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sztdchiometriaju, [NiL]?* sszetételii komplex a f6 részecske. A pH tovabbi
novelésével kialakul a [NiH-1L]" dsszetételti komplex, majd 10-es pH folott
egy Ujabb extra lugfogyasztd folyamat eredményeként két peptidnitrogén
kooperativ deprotonalddasaval és koordinalodasaval keletkezik a [NiH-sL]™
sztochiometriaji részecske. Természetesen, mind a terminalis aminocsoport,
mind pedig a C-terminalis imidazolil-oldallancok horgonydonorként
szolgalhatnak a fémion-indukalt amiddeprotonaldédashoz. A Ilehetséges
kotésmodokat tartalmazé modellpeptideket [218,220] felhasznalva, a koor-
dinacids izomerek aranya és a fémionkotés preferencidja megallapithato. A
48. abran bemutatott hipotetikus eloszlasi gorbe egyrészt szemlélteti, hogy a
r N pH ~ 6-8,5 tartomdnyban

PO els@sorban ,hisztaminszeri”
038 [NIHLCT kotésmodot tartalmazd komp-
5 lexek képzddésével kell sza-

206 4 , , .
g molnunk. Masrészt bemutatja,
504 - hogy ;LO,S—es pH f"dlt')j[t a ’C’-
02 ] _ vel jelolt tetraalanin nik-
- kel(Ikomplexe az uralkodd

00 4 ' — < ke, hi fémi
40 50 80 70 80 50 100710 részecske, hiszen a fémion

48. bra: A Ni(I)-HAVAHHH-NH; rendszer mintegy 80%-“b§'n. ehhez a
kistéhelyeit modellezé fiktiv eloszlasi gorbe: | ligandumhoz kotédik. Ez arra
Ni(11)-hisztamin—tau(326-333)- NH.-AAAA = | utal, hogy er6sen bazikus
1:1:1:1, ahol A’ = hisztamin; °B’ = tau(326- oldatban a HAVAHHH-NH>
333); °C’ = NH2-AAAA (c;;, = 2,00 - 10° M) ligandumban a fémion [NHa,

) ~ N7, N7, N7 tipusa koordina-
cidja preferalt, vagyis ilyen koriilmények kozott az aminonitrogén
egyértelmiien jobb kotéhelyet jelent a nikkel(IT) szamara, mint a C-terminalis

hisztidinek. A nikkel(Il)ion nagy )
pH-ja  kotéhely-preferenciajat  a " o
megfeleld CD-spektrumok ossze- 051 /\
vetése is aldtdmasztja. A bézikus ||z 00 s Tms e /e
oldatban  kialakulo ~ [NiH.sL] |5 05 ' '\
sztochiometriaju komplexek [NHaz, || -10- ) s
N-, N°, N7 tipusti koordinacidjat a ||~ i |HAVAHHHAH, § ‘
termindlisan  szabad  tetraalanin 20|

[220] megfeleld részecskéjének CD- 26 Mnm )

spektrumaval, mig a C-terminalis

p (o o 1s . 49. abra: A HAVAHHH-NH_, valamint
rész fémionmegkotd-képességét az

a kotohelyek modellezésére hasznalt

Ac-HHH-NH: teljesen deprotonalt NH>-AAAA és Ac-HHH-NH.
nikkel(ll)komplexének spektruma- ligandumok [NiH-sL]~ komplexeinek
val modellezhetjiik. A mért és a CD-spektruma nagy pH-n (pH~11)

|

modellpeptidek  fémkomplexeinek
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CD-gorbéit osszehasonlitva jol latszik, hogy az Ac-HHH-NH: peptid
[NiH-sL]™ részecskéjének spektruma egyértelmiien eltér a tetraalanin és a
vizsgalt HAVAHHH-NH: ligandum fémkomplexének spektrumétol, mig
utobbi két CD-gorbe jo egyezést mutat (49. dbra). Hasonld preferenciat a
réz(I)ionok esetén nem figyeltiink meg, a [CuH-sL]~ komplex koordinacios
izomerszerkezetei 6sszemérhet6 aranyban jelennek meg.

A HAVAHHH-NH: peptid — a varakozasoknak megfeleléen — képes két
nikkel(Il)ion megkdtésére. A dinukledris komplexek képzddésének pH-
tartomanya egy ujabb kiilonbség a réz(Il)ionokat tartalmazd rendszerhez
képest, ahol a kétmagvl részecskék jelenlétét mar a savas pH-tartomanyban
ki tudtuk mutatni, mig nikkeltartalmu analogjaik csak bazikus oldatban
képzédnek. Fémionfelesleg alkalmazisa mellett [NizH oL]**, [NizH 4L] és
[Ni2H 6L]*> osszetételti részecskék keletkeznek (50/1. dbra); a teljesen
deprotonalt komplex képzodését tomegspektruma is alatamasztja (50/2.
dbra).

10 INLHLL] Intenzltas_%&114 i0113 a
(1) Nill) (2) 3000 3 59,
2500 3
.—0‘8 2000
= [NIL]* 1500 3 458,616 | 450614  460.611
206 INi;H_,LJ? 1000 3 460,111 461,110
5 R 3 || L eeten
S04 [NiH,L]* |a58,115
= Lo | INGHLEY w000 459,113 .
0.2 [NiH L] 3000 3
] X/ E 459,614
2000 _E 458,616 460,112
0.0 +== 1020 3 460,612
35 45 55 65 7.5 85 95 105PH . ‘ R
SNBSS WS B MM S e

T T T T
458,0 4585 4580 4595 4600 4605 4610 4615 miz

50. abra: A Ni(II)-HAVAHHH-NH2= 2:1 aranyu rendszer koncentraciéeloszlasi
gorbéje (ciig=2,00 - 10° M) (1); valamint a [NizH-6L]> (Mrel = 916,230) dsszetételii
nikkel(Il)komplex mért (a) és szimulalt (b) tomegspektruma (pH ~ 11,0) (2)

5.4.3. A HAVAHHH-NH: ligandum cink(Il)komplexei

A cink(I)-HAVAHHH-NH: rendszer pH-potenciometrias titralasa soran
valamennyi vizsgalt fémion:ligandum aranynal 7,5-es pH felett csapadék
levalasat tapasztaltuk. A savas-semleges pH-n kialakuld6 komplexekben a
fémion kotédhet az aminocsoporton és az N-terminalis hisztidin imidazol-
nitrogénatomjan keresztiil ,hisztaminszer’” koordinacioval, de akar a C-
termindlis imidazolgytirtik is kotdhelyként szolgalhatnak a cink(II) szamara.
A pH-potenciometrids adatokbol csak két részecske stabilitasi allandgjat
tudtuk meghatarozni (1d. 21. tdbldizat). A [ZnL]** bsszetételii komplexre
kapott értéket (log f = 7,01) Gsszevettettiik mas, terminalis aminocsoportot
(hisztamin: log K = 5,56 [221]) vagy tobb hisztidil-oldallancot tartalmazo
ligandumok (Ac-HVHAH-NH:: log K = 5,09 [72]; Ac-TMHQDNIHHKFP-
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NHo:: log K = 6,03) cink(Il)komplexeinek megfelel6 allandodival. Szembe6tlo,
hogy a HAVAHHH-NH: ligandum mintegy 1-2 nagysagrenddel nagyobb
stabilitasti fémkomplexet képez, mind a ,,hisztamiszeri” koétésmodot, mind
pedig a harom imidazolilcsoporton Kkeresztiili koordinaciét modellez6
peptideknél. A [ZnL]?>* komplex kiemelkedé stabilitasa alapjan valoszinisit-
hetjiik, hogy a fémion megkdtésében négy vagy akar 6t donorcsoport is részt
vesz, ugyanakkor még ez a nagy stabilitdsu makrokelat szerkezet sem képes
megakadalyozni a fémion bazikus oldatban bekdvetkezd hidrolizisét.

5.4.4. A HAVAHHH-NH: ligandum vegyes réz(II)/nikkel(II)-komplexei
Az 5.4.3. alfejezetbol kitlinik, hogy a cink(II)ionok szdmara kevésbé kedve-
z6ek a HAVAHHH-NH: ligandum altal kinalt koordinacids lehetOségek.
Azonban a heptapeptid mind réz(Il)-, mind pedig nikkel(II)ionokkal képez
kétmagvi részecskéket, igy figyelembe kell venniink annak lehetdségét, hogy
egy haromkomponensii rendszerben a két kiilonb6z6é fémion koordinaciojaval
akar vegyes Cu(Il)/Ni(Il)-komplexek is kialakulhatnak. Ki kell emelniink,

hogy akar a C-, akar az N- ~ \
termindlis vég kotShelyiil 20100 s S i
szolgalhat barmelyik fémion o] |1 R i

szamara, illetve természete- —o05] |

sen a vegyes rendszerben is E 00— : .

kialakulhatnak olyan komp- £ -0540 |1 N7 sat 750
lexek, amelyekben azonos 31'2: 5, N\ [CuNIH LT komplex
fémionok koordinacidja va- 20l ’ / X szémolt D spektruma
l6sul meg. Habar a kelet- o [T Lo HAVAHHH-NH,

kezd részecskék nagy szama 0d T INMLLY [N (am)
miatt nem tudtuk meghata- 51. abra: A [CuNiH-sL]™ komplex mért és
rozni a kiilonbozd fémionok szamolt CD-gorbéje egyiitt Abrazolva a
koordinacidjaval  képz6do szamitashoz hasznalt modellpeptidek megfeleld
komplexek stabilitasi allan- L fémkomplexeinek CD-spektrumaval )

doit, a CD-spektroszkopids
vizsgalatok igazoljdk a vegyes részecskék megjelenését. Az ekvimoldris
Cu(I-Ni(IN-HAVAHHH-NH; rendszerben képz6d6 [CuNiH sL]" sztochi-
ometriaji  komplex CD-gorbéje a tetraalanin 3N- ¢és 4N-koordinalt
nikkel(Ikomplexei [219,220], az Ac-HVH-NHz (3N) [222], illetve az Ac-
SKPKTNAKHA-NH: (4N) réz(Il)komplexe spektrumanak [223] Gsszegzé-
sével jo kozelitéssel leirhatd (51. dbra). Az Osszegspektrum szamitasanal
mindkét kotohely mindkét fémion megkotésében valo részvételét azonosnak
tekintettiik (25%), és a CD-gorbék lefutdsanak 0Osszehasonlitisa alapjan
valoszintsithetjiik, hogy oldatfazisban mind a nyolc lehetséges koordinacios
izomer Osszemérhetd koncentracioban van jelen. A [CuNiH-sL]™ komplex
keletkezését nemcsak CD-spektroszkopias vizsgalatok, de tomegspektruma
(Id. Fiiggelék, A15/1. dbra) is megerdsiti.
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5.5. A kiilonbo6z6 kotéhelyek fémionkoté-affinitasa

Altalanosan elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt hisztidintartalmg
ligandumok legnagyobb affinitassal a réz(II)ionokat koordinaljak, de
termodinamikailag stabil nikkel(Il)- és cink(Il)komplexek is kialakulnak. Az
értekezés egyik célkitiizése a kiilonbozé kémiai kérnyezetben talalhato
horgonycsoportok  fémionmegkoti-képességének  dsszehasonlitasa, mely
eredményeket ebben a fejezetben mutatom be. A konnyebb attekinthetdség
kedvéért a tanulméanyozott peptidek lehetséges horgonycsoportjait a 22.
tablazatban foglaltam Ossze. A vizsgalt szarmazékok a szomszédos imidazol-
gytrikon kiviil egy masik nagy affinitdsu kotéhelyet is tartalmaznak: a
—TMH- szekvencia hisztidinjét, a cisztein tiolatcsoportjat, vagy a terminalis
aminocsoport ¢és szomszédos hisztidin imidazol-nitrogénatomjat, mely
donorcsoportokon  keresztiil ,hisztaminszeri” kotésmoddot tartalmazo
fémkomplexek alakulhatnak ki.

22. tablazat: A vizsgalt ligandumok potencialis kotéhelyei

Ligandum Horgonycsoport
Ac-KGGYTMHK-NH; ]
tau(26-33)m [2] His32 N(Im)
Ac-GNIHHKPG-NH,
tau(326-333)

His329-His330 N(Im)

Ac-TMHQDNIHHKP-NH; His32 N(Im)
tau(30-34)(327-332) His329-His330 N(Im)
Ac-SKCGSLGNIHHKPG-NH; Cys322 S~
tau(320-333) His329-His330 N(Im)
Ac-SKCGSLGNIHHHKPG-NH; Cys322 S~
tau(320-333)mH —HHH- szekvencia
NHa, N(Im)

HAVAHHH-NH; C-terminalis -HHH- szekvencia

A kiilonboz6 ligandumok réz(II)ionkoté képességének Osszehasonlitasara
jol hasznalhato a pCu(ll) értékek'! osszevetése. A Kutatécsoportunkban
végzett kordbbi vizsgalatok soran megallapitottdk, hogy a tau fehérje 32.
33)) és mutansai kiilonosen hatékonyak a réz(Il)ionok megkotésében mind
semleges, mind pedig bazikus oldatban [2], igy Osszehasonlitasként az Ac-
KGGYTMHK-NH; peptidre szamitott pCu(Il) érték is szerepel a 23.
tablazatban.

s

negativ logaritmusa (Clig =1 - 10°M, ccyany =1 - 1076 M).
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23. tablazat: Az ekvimolaris réz(Il)-ligandum rendszerekben szamolt pCu(1l)

értckek pH = 7,4-en (T =298 K, | = 0,20 M KClI)

tau(26-33)m  tau(326-333) tau(30-34)(327-332) HAVAHHH-NH;

pCu(ll) 9,59 8,19 10,50 12,64

A 23. tablazat adatai és az 52/1. abran bemutatott oszlopdiagram jol
szemlélteti, hogy fiziologids pH-n a HAVAHHH-NH: ligandum még a
kiméra peptidnél is er6sebben koti a réz(Il)ionokat. A vizsgalt ligandumok
fémionkoté-képességében pH = 7,4-en a kovetkezO sorrend allithato fel:
HAVAHHH-NH: > tau(30-34)(327-332) > tau(26-33)m > tau(326-333). A
koordinal6édé donorcsoportok tekintetében tehat megéllapithatdé, hogy a
legnagyobb stabilitastiak a ,,hisztaminszerti” kotésmodot tartalmazd Cu(ll)—
HAVAHHH-NH; komplexek. A peptid Kiemelkedd fémionkoto-képességét
azzal magyarazhatjuk, hogy a réz(Il)komplexek szerkezetét ezen a pH-n
feltehetden a C-termindlis hisztidil-oldallancok kiegészitd koordinéciodja is
stabilizalja. Osszehasonlitisként: a réz(II)-hisztamin rendszerben képz8do,
[NH2, N(Im)] koordinacios moda részecskék esetén szamitott pCu(Il) érték
mintegy 0,8 logaritmus egységgel kisebbnek, 11,85-nak adddott [218], ami
arra utal, hogy a —-HHH- rész szerkezetstabilizalo hatasa nem elhanyagolhato.
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52. abra: A vizsgalt ligandumok pCu(Il) értékei pH = 7,4-en (1) és pH = 10-en (2)
(Cg=1" 1075 M, Couy =1~ 10° M)

. J/

Azt is megallapithatjuk, hogy habar a két szomszédos hisztidil-oldallancon
keresztiili koordinacid is termodinamikailag stabil komplexek kialakulasat
eredményezi, a —TMH- szekvencia egyértelmiien kedvezdbb koordinacids
kornyezetet jelent a réz(Il)ionok szamara (vo.: a tau(26-33)m és tau(326-333)
ligandumok pCu(Il) értékeit — 23. tablazat). Ezt feltételezheten a hisztidin
kozvetlen kornyezetében talalhatd treonil- és/vagy metionil-oldallanc
hatdsanak tulajdonithatjuk. A —TMH- rész nagy rézionkoté-affinitasat
tamasztja ala, hogy a bazikus oldatban kialakul6 amidkoordinalt
részecskékben ez a kotdhely erésebb horgonycsoportnak bizonyul mind a
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5.5. A kiilonb6z0 kotohelyek fémionkotd affinitasa

termindlis aminonitrogénnél, mind pedig a szomszédos imidazolil-
oldallancoknal (52/2. abra).

Osszevetve a kiilonbdz6 tau fragmensek nikkel(l1)ionok megkdtésére
mutatott affinitasat (53/1. dbra), lathato, hogy széles pH-tartomanyban (pH ~
5,5-9,5) gyakorlatilag csak a HAVAHHH-NH, ligandum fémkomplexei
vannak jelen. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a fiziologids pH-tarto-
manyban a fémion ,hisztaminszerl” koordinacidja preferalt. A nikkel(II)-
komplexek kiugrd stabilitdséhoz — a réz(Il)komplexekhez hasonldéan —
feltehetéen a C-terminalis imidazolgytirik koordinalédasanak stabilizald
hatdsa is hozzajarul. A predominancia gérbe alapjan erdsen bazikus oldatban
(pH > 9,5) a fent emlitett preferencia mar nem figyelhetd6 meg. A
HAVAHHH-NH, ligandum esetén a pH novelésével a deprotonalodott
peptidnitrogének kiszoritjdk az N-terminalis imidazolnitrogént a fémion
koordinacios szférajabol és tobbségében [NH2, (N7)x] kotésmodot tartalmazo
részecskék képzédnek. Ugyanakkor, az amidkoordinacioju komplexekben a
fémion szamara a tiolatkénatom erdsebb horgonydonor a terminalis aminonit-
rogénnél, melynek eredményeként a tau(320-333) ligandum nikkel(I1)komp-
lexei keriilnek tulsulyba.

(" \
1,0 oo, . Ni(l) Ni(ll)-tau(320-333) (2150 T zn()
(1())‘8 K Ni(ll)-HAVAHHH-NH, 08 :
5 5 Zn(ll)-tau(320-333)mH
Zos 0.8
£ v Zn(ll)-
9 :._2014 HAVAHHH-NH, Zn(ll-tau
=" = (320-333)
(Il)-tau(320- /
02 0,2
Zn(ll)-ta
pH 326-333)
0,0 d SaI . ; : ' 0,0 . T . ; ,
40 50 60 70 80 90 100 110 50 60 70 80 90 100PH11Q
53. abra: A Ni(l1)- (1) és Zn(IT)-ionok (2) megoszlasa a vizsgalt ligandumok kozott
(CIig =1-10"°M, Cnvan = 1-10°M)

\. /

Az 53/2. dabra jol szemlélteti, hogy a fiziologias pH-tartomanyban a
cink(Il)ionok szamara a legkedvezébb kotésmodot a  vegyes S,N-
donoratomok altal biztositott tetraéderes koordinacios kornyezet — vagyis a
cisztein mellett harom szomszédos hisztidil-oldallancot tartalmazé tau(320-
333)mH peptid — jelenti, de a tau(320-333), valamint a HAVAHHH-NH;
ligandum is igen hatékony a fémion megkdtésében. Ez arra utal, hogy a
cink(Il)ionok szdméara mind a cisztein tiolatkénatomjan keresztiili, mind
pedig a ,hisztaminszer(i” kotésmod kedvezd, kiilondsen, ha azt egyéb
donorcsoportok — jelen esetben hisztidin imidazol-nitrogénatomok —
kiegészitdé koordinacidja is tamogatja. Bazikus oldatban az amidnitrogének
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5.6. A tau(326-333) KL ligandum komplexképzddési és potencialis inhibicios
sajatsagai

deprotonaldédasaval  képz6d6, [(N7)x, N(Im)] koordinacios moda
cink(Il)komplexek valnak a f6 részecskékke.

56. A tau(326-333) KL ligandum komplexképzodési és potencialis
inhibicios sajatsagai

Az AK egyik jellegzetes tiinete az AS-bol allo szenilis plakkok megjelenése
az agyban. Az aggregéiciés folyamat lejatszodasaban kulcsfontossagu
szerepet tulajdonitanak a fehérje egy rovid pentapeptid fragmensének, a
—KLVFF- szekvencianak (A4f4(16-20)). 1996-ban Lars O. Tjernberg és
munkatarsai felfedezték, hogy a -KLVFF- szekvenciat tartalmazo kisméretli
peptidek képesek lehetnek a teljes hosszusagi Af fehérjéhez kotddve
megakadalyozni annak szalakka torténé Osszekapcsolodasat [224]. A
pentapeptid alaninnal szubsztitualt szarmazékainak vizsgélata bebizonyitotta,
hogy az els6 (Lysl6), masodik (Leul7) és o6todik aminosavak (Phe20)
kulcsfontossagu szerepet jatszanak a ligandum amiloid B-hoz valé kotodésé-
ben és az amiloidszalak kialakulasanak gatlasdban. Egy 2005-6s kozlemény-
ben a szerzd az inhibicidt egyrészt az aromas oldallancok kozotti molekularis
felismeréssel, masrészt a lizin pozitiv toltésli ammoniumcsoportjanak
elektrosztatikus taszitd6 hatasaval magyarazta [225]. Az AK kezelésének
kifejlesztése jelenti [226,227]. Mara elfogadotta valt, hogy az olyan
1étfontossagti fémionok mint a réz(Il) vagy cink(Il) hozzajarulhatnak a
fehérjelerakodasok kialakuldsdhoz, igy gyogyszerekként igéretesek lehetnek
az olyan tobbfunkcids, peptid alapu ligandumok, melyek a fémionok
megkotésén kivill képesek a szalképzodést is gatolni [228]. Az altalunk
vizsgalt tau(326-333) KL ligandum (Ac-GNIHHKPGKLVFF-NHz) C-
terminalis —KLVFF- szekvencidja alkalmas lehet az Af szalképzési
folyamatainak gétlasara, mig a —-GNIHHKPG- rész a korabbi vizsgalataink
alapjan termodinamikailag stabil komplexeket képez mind a réz(Il)-, mind
pedig a cink(ll)ionokkal, igy potencialisan alkalmas lehet arra, hogy az
emlitett fémionok megkotése révén, gatolja az Af aggregacios folyamatait.
Az inhibicios vizsgalatokkal parhuzamosan azt is tanulmanyoztuk, hogy a
—KLVFF- peptidrészlet kapcsolasa miként befolyasolja az tau(326-333)
ligandum kordbban megismert komplexképzddési folyamatait.

A hidroféb —KLVFF- lancot tartalmazé fragmens vizoldékonysaga Kicsi,
igy oldatfazisban lejatsz6d6 komplexképzddési folyamatai csak oldoszer-
elegyben tanulméanyozhatdk. Oldékonysagi vizsgalatok alapjan megallapi-
tottuk, hogy a peptid 70% (V/V) DMSO-viz elegyében oldodik. Az Ac-
GNIHHKPGKLVFF-NH: ligandum mellett a nativ tau(326-333) fragmens
olddszerelegyben lejatszodo komplexképzddési folyamatait is vizsgaltuk, ily
moddon az olddszercsere hatdsat is tanulmanyozhattuk.
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sajatsagai

A vizsgalt ligandumok harom, illetve négy protonfelvételre és -leadasra
képes donorcsoportot tartalmaznak: két hisztidin imidazolium- és egy, illetve
kettd lizin ammoniumcsoportot. A peptidek protonalodasi és deprotonalodasi
allandéit a 24. tabldzat tartalmazza. Osszehasonlitasként kiilonboz6 tau
fragmensek vizes kozegben, valamint oldoszerelegyben meghatarozott
megfeleld értékeit is feltiintettem. A tau(26-33) és tau(326-333) peptidfrag-
mensek esetén a hisztidin imidazoliumgytriijének deprotonalédasahoz ren-
delhetd allandok az oldoszerelegyben megkozelitéleg 0,5-1 logaritmus
egységgel kisebbnek addodtak a vizes kézegben meghatarozott pK értékeknél.
Hasonl6 tendenciat vehetiink észre, ha a lizil-oldallancok deprotondlodasdhoz
tartozo allandokat hasonlitjuk 6ssze. Ugyanakkor az is megfigyelhetd, hogy a
hidrofob —KLVFF- egység kapcsoldsa nem okoz jelentds valtozast a pK
értékekben, igy ezt a jelenséget az olddszercsere hatasanak tulajdonithatjuk.
Osszevetve a 24. tabldzat adatait 1athatjuk, hogy ha a protonvesztés negativ
toltésti részecske kialakulasat eredményezi, a deprotonalodasi folyamatok a
nagyobb pH-tartomanyba tolédnak el és jelentds novekedés tapasztalhato a
képest. Ezzel szemben, ha pozitiv toltésti részecske deprotonalodik, akkor a
kisebb dielektromos alland6ju dimetil-szulfoxid jelenlétében a pK érték
csokkenése figyelheté meg. Feltételezhetjiik, hogy mivel a DMSO a toltés
nélkiili részecskéket erdsebben képes szolvatdlni a toltotteknél, az elsd
esetben kedvezdtlenebbé valik a deprotonalodasi folyamat és az olddszer
relativ permittivitasanak csokkenésével a semleges formak pK értéke megnd,
mig a pozitiv toltésii részecskék protonvesztése kdnnyebben megy végbe és a

rrrrr

hogy az Ac-EVMEDHAGKLVFF-NH: (tau(9-16) KL) ligandum hisztidil-
oldallancanak deprotondlodasara az oldoszerelegyben meghatarozott érték
kozel egy logaritmus egységgel nagyobb a vizes rendszerben szamitotthoz
képest. Ezt azzal magyarazhatjuk, hogy ezen peptid esetén a semleges rész
deprotonalddasa a masodik glutaminsav karboxilcsoportjanak protonvesz-
tés¢hez rendelheté (HsL — HoL"), igy — az eldbb ismertetett jelenségnek
megfelelden — jelentdsen megnd az ehhez a 1épéshez tartoz6 pK érték, ami a
tovabbi deprotonalodasi folyamatokat a nagyobb pH-tartomanyba tolja.
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24. tablazat: A —KLVFF- szekvenciat tartalmazo és a nativ tau(326-333) fragmens protonalodasi (log p) és
deprotonalddasi (pK) dllandoi (T = 298 K, [ = 0,20 M KCI)

tau(326

. i tau(326-  tau(326- tau(9-16)  tau(9-16) tau(26-33) ) tau(26-33)
Részecske (gfg)) 333) 33)KL (H0)[2] KL (H,0)[2]  'Au(26-33) KL
[HL] 1017 9,60(10) 10,38(3) 6,70 10,46 9,48 12,03 12,34
[HL] 1688 1550(10) 10.94(4) 11,38 18.10 15,50 17,63 22,03
[Hal] 2260 2030(10) 26,05(5) 1552 24,54 - - 37.42
[Hal] _ - 30.90(7) 1893 30,32 - - ~
[HsL] _ _ _ N 35.06 _ - -
%gﬁf‘ - - - 3,41 3,41 - - -
pK (Glu;—
P oom) _ _ _ 4,14 5,78 - _ _
pK (G|Uz—
P00k _ _ _ 4,68 6,44 _ _ _
oK (Nmw-NH") 581 4,80 4,85 6,70 7,64 6,02 5,60 5,39
oK (Nimay-NH") 6,71 5,90 6,11 - - - - -
pK (Lysi-NHs") 10,17 9,60 9,56 - 10,46 _ _ 9,69
oK (Lys=NHg") - - 10,38 - - - - -
oK (Tyr-OH) _ _ _ _ - 9,48 12,03 12,34
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5.6.1. A tau(326-333) KL ligandum réz(IT)komplexei

A nativ tau(326-333) és az Ac-GNIHHKPGKLVFF-NH: szekvenciaju
ligandumok komplexképzddési folyamatait ekvimolaris oldatban vizsgaltam.
A képzo6do 1:1 sztdchiometriaju réz(I)komplexek stabilitasi allandoit a 25.
tablazatban foglaltam Gssze. A tablazat 6sszehasonlitdsként a nativ fragmens
egymagva komplexeinek vizes kozegben meghatarozott allandoit is
tartalmazza.

25. tablazat: A —-KLVFF- szekvencidt tartalmazo és a nativ tau(326-333)
fragmens réz(ll)komplexeinek stabilitasi allandoi (log p) (T = 298 K,
| = 0,20 M KCI)

tau(326-333)

Részecske (H,0) tau(326-333) tau(326-333) KL
[CuHsL] - - 29,60(8)
[CuH,L] 20,22 19,06(9) 25,63(2)
[CuHL] 15,81 14,23(6) 19,37(4)
[CuL] 9,49 7,32(7) 11,87(4)
[CuH-1L] 2,66 —0,93(8) 2,89(5)
[CuH-,L] -5,50 -10,67(8) —6,84(5)
[CuHsL] 15,12 —21,35(9) -17,43(4)
pK (amid;) 6,32 6,91 6,26
pK (amidy) 6,83 8,25 7,50
pK (amids) 8,16 9,74 8,98
pK (Lysi-NHs") 9,62 10,68 9,73
pK (Lysz—-NHz") — - 10,59
log K(Cu+Nm) 3,34 3,56 3,55
log K(Cu+2Nim) 5,64 4,63 5,69

A nativ tau(326-333) ligandum esetén DMSO-viz olddszerelegyben
lejatszodd komplexképzddés és a vizes rendszerben végbemend folyamatok
hasonld képet mutatnak (vo. 12. és 54/1. dabrdkat). Savas kozegben a
réz(Il)ion az oldallancbeli imidazolilcsoporto(ko)n keresztiil koordinalddik,
majd a pH novelésével deprotonalodd peptidnitrogének telitik a fémion
koordinacios szférajat és erdsen bazikus oldatban kialakulnak az [N™, N7, N7,
N(Im)] kotésmodot tartalmazd teljesen deprotonalt részecskek. Megfigyel-
hetd, hogy mig az elsé amidnitrogén deprotonalédasanak pH-tartomanyara az
olddszercsere nincs jelentds hatdssal, addig a masodik és harmadik peptid-
NH csoport protonvesztése a nagyobb pH-tartomanyba tolodik el a vizes
rendszerben szamitott értékekhez képest. Ezt feltehetden a szolvatacios
viszonyok megvaltozasa okozza.
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1.0 4 . [CuH_L]f 500 i [CuH, L]
(1) [CuHLJ* [CuL? [ ] L (2150 - Cu(ll [CuL]* “ n 500

g | [CUHZL]“ ) m® N

084 - [CuHZL(]:‘ HLTS

g r600_| | E . L 600
308 El|Go61{ Cub_L]* ]
= / e H [CuH ,L] £
24 4 Cul - B E
] : 700<| |6 04 B b 700<
= " = CuH,L]5

0.2 02 "

0,0 . . ‘ < 800 00 n 4 r 800

3.0 5,0 7,0 9,0 11,0 13,0 pH 3,0 5,0 7,0 9,0 11,0 130PH 150
54. abra: A Cu(ll)-tau(326-333)= 1:1 (1) és a Cu(ll)-tau(326-333) KL=1:1 aranyu
rendszerek (2) koncentracioeloszlasi gorbéi 70% (V/V) DMSO-viz oldészerelegyben
(Cjy="7+10"M)

A 25. tablazat adataibol és a részecskeeloszlasi diagramokbol (54/1,2.
abrak) kitiinik, hogy az amidnitrogének deprotonaldodasa mind a nativ, mind
a —KLVFF- peptidrészletet tartalmaz6 ligandumok réz(II)komplexeiben
kiilonalld 1épésekben jatszodik le, habar a peptidnitrogének protonvesz-
tésének pH-ja eltér. A Cu(ll)-tau(326-333) = 1:1 rendszer oldoszerelegyben
meghatarozott pK(amid) értékei ~ 0,4-1 logaritmus egységgel nagyobbak a
—KLVFF- végzddést tartalmazé ligandum esetén szamitottaktol. A tau(326-
333) KL peptid egy extra lizil-oldallancot tartalmaz a nativ szekvencidhoz
képest, aminek kovetkeztében az azonos koordinacios modu komplexeknek
kiilonb6z6 a toltése, ami hozzédjarulhat a pK értékekben tapasztalt eltéréshez.

A teljesen deprotonalt komplexekhez rendelhetd, ~525-530 nm-es
( \ hulldmhossz négy nitro-
1.9 gén donoratom kotédésé-

(a)
10 re utal, aldtdmasztva,
_08 [\ hogy bazikus oldatban
£00 . . , .
2 %20/' 4 520 620 720

mindkét  ligandummal

=-05 [N_, N_; N_l N(Im)]
<10 (c) koordinaciéos moda  ré-
15 szecskék keletkeznek, és

-20 o~ megerdsiti, hogy a lizil-

25 ©) p (am) oldallanc(ok) ~ ammoéni-

55. dbra: A Cu(ll)—tau(326-333) = 1:1 rendszerben | UMCSOportja az oldoszer-
vizes oldatban (a) és 70% (V/V) DMSO-viz elegyben képzédé komp-
oldészerelegyben (b), valamint a Cu(l1)-tau(326- lexekben sem vesz részt
333) KL = 1:1 rendszerben (c) képz6dé, [N~, N7, N7, a fémion megkotésében.

\N(Im)] koordinaciés modu részecske CD-spektruma ) Az azonos Kétésmédot

tartalmazo részecskék vizes kozegben ¢€s oldoszerelegyben rogzitett CD-
spektrumainak alakja és spektralis paraméterei hasonlok (1d. Fiiggelék, T2.
tablazat). A hasonlosag kiilondsen szembe6tld az erdsen bazikus kdzegben
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képz6dd, harom amid- és egy hisztidin imidazol-nitrogénatom altal
koordinalt 4N-es komplexek esetén (55. dbra), hiszen nemcsak a gorbék
lefutasa, de gyakorlatilag a Cotton-effektusok helyzete is megegyezik. Ebbdl
arra kovetkeztethetlink, hogy — legalabbis az altalunk vizsgalt koncentracio-
tartomanyban — a komplexek képzddésében mindkét vizsgalt peptid esetén
ugyanazok a donorcsoportok vesznek részt mind vizes oldatban, mind pedig
DMSO-viz oldoszerelegyben. Azonos koordinaciés modi részecskék
alakulnak ki, melyek kotésmodjara sem az eltéré oldoszer, sem pedig a
hidroféb —KLVFF- peptidrészlet jelenléte nincs jelentds hatassal.

5.6.2. A tau(326-333) KL peptid potencialis aggregaciot gatlo tulajdonsa-
ganak vizsgalata
A koordinacios kémiai viselkedés mellett a —KLVFF- szekvenciat tartal-

mazo peptid aggrega-
cios, illetve potencia-
lis aggregaciot gatlo
sajatsagait is vizsgal-
tam. Ahogy az 56.
abra szemlélteti, a
tau(326-333) KL

ligandum még 24 ora
elteltével sem képez
fehérjeaggregatumo-
kat, amib6l arra ko-
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tau(326-333) KL (c = 5 pM)
tau(326-333) KL (c = 10 uM)
tau(326-333) KL (c = 20 pM)

1d6 (perc)

56. abra: A tau(326-333) KL aggregacios sajatsagainak

vizsgalata ThT assay segitségével (pH ~ 7,4)

N\

vetkeztethetiink, hogy a peptid nem hajlamos szalképzésre.
Az Ap és tau szarmazékokat kiilonboz6 aranyban tartalmazo mintak (44:tau

= 1:1, 2:1 és 4:1) vizsgalata lehet6vé tette a tau(326-333) KL ligandum
AP(1-42) szalképzddési folyamataira gyakorolt hatasanak tanulmanyozasat.
Az 57. abran bemutatott kinetikai gorbékbdl lathato, hogy a tau szarmazék

jelenléte gyakorlatilag
semmilyen hatast nem
gyakorol a négyszeres
feleslegben alkalma-
zott Ap(1-42) aggre-
gacios  folyamataira.
Ugyanakkor, abban az
esetben, haa

tau(326-333) KL szar-
mazék nagyobb kon-
centracioban van jelen
(4f:tau = 2:1 és 1:1),
a fluoreszcencia

Ve

ThT fluoreszcencia (A.U.)

o
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S [} o
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0

— 20 pM AB(1-42)
——— 20 uM AB(1-42) + 5 uM tau(326-333) KL

——— 20 uM AB(1-42) + 10 M tau(326-333) KL
——— 20 UM AB(1-42) + 20 UM tau(326-333) KL

660 860
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57. abra: A tau(326-333) KL ligandum AB(1-42)

400

200

1000 1200 1400

aggregacidjara gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa

ThT assay segitségével (pH ~ 7,4)
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5.7. A —TMH- szekvenciat tartalmaz6 peptidek mint potencialis réz(Il)kelatorok

még ha csekély mértékben is, de — csokken, ami az amiloid-aggregatumok
mennyiségének kismértékli csokkenésére utal.

5.7. A —-TMH- szekvenciat tartalmaz6 peptidek mint potencialis
réz(I)kelatorok

A tobbfunkcidés peptidszarmazékok mellett azok a gydgyszerek is
érdeklddésre tarthatnak szdmot, melyek képesek a fehérjeaggregatumokban
felhalmozodott fémionok (pl. Cu(ll)) megkotésére és eltavolitasara. A
kiilonbozd tau peptidfragmensek vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy a
—~TMH- szekvencia kiilonosen hatékony a réz(Il)ionok megkotésében. A
klinikai gyakorlatban alkalmazott kelatorok altalaban kisméreti molekulak,
melyek nagy affinitassal képesek bizonyos fémionok megkdtésére. Idedlis
esetben ezek a készitmények meglehetdsen szelektivek, igy alkalmazasuk
nem okoz zavart a szervezet fémionhomeosztdzisdban. Eldkisérletek
segitségével, in vitro koriilmények kozott vizsgaltam az emlitett peptidrészlet
fémionkotd-képességét modellezd Ac-ATMHQD-NH2 peptid potencialis
kelacios képességeit a szintén jo fémionkotd-affinitassal rendelkezd tau(326-
333)mA ligandum jelenlétében. A tau(326-333)mA és az Ac-ATMHQD-NH>
oligopeptidek fiziologias pH-tartomanyban kialakuld réz(II)komplexeinek
CD-spektruma jol megkiilonboztethetd. Ezt kihasznalva megallapithatjuk,
hogy a két peptidet és a réz(Il)iont egyarant tartalmazo rendszerben melyik
ligandum fémkomplexei alakulnak ki. Emellett azt is vizsgaltam, hogy a
réz(I1)—tau(326-333)mA rendszerhez (pH ~ 7) adva az Ac-ATMHQD-NH> ~
7-es pH-ju oldatat, az képes-e elvonni a réz(Il)iont a masik peptiddel alkotott
komplexbdl.
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58. abra: A Cu(ll)-Ac-ATMHQD-NH2 = 1:1 (a), a Cu(ll)-tau(326-333)mA-Ac-
ATMHQD-NHz2= 1:1:1 rendszer 0, 10, 30 és 60 perc elteltével rogzitett CD-
spektruma (b-e), valamint a Cu(ll)-tau(326-333)mA = 1:1 rendszer CD-gorbéje (f)
pH ~7-en (c;,=1,10 - 102 M)

. J

Az 58/1. dbra jol szemlélteti, hogy ha mindkét szarmazék jelen van, akkor
els6sorban a —TMH- szekvenciaji hexapeptid réz(Il)komplexei alakulnak ki,
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¢és a CD-spektrumok alakja 60 perc elteltével sem valtozik. Ez arra utal, hogy
a masik ligandum nem képes elvonni a réz(Il)iont az Ac-ATMHQD-NH>
peptid fémkomplexébdl. Ahogy az 58/2. abra bemutatja, a réz(I)-tau(326-
333)mA rendszerhez adva a masik ligandum oldatat, a CD-gorbe alakja
megvaltozik és lefutasa a Cu(Il)-Ac-ATMHQD-NH, = 1:1 rendszerben
rogzitett spektrum alakjahoz valik hasonlévd. Ebbdl egyrészt arra
kovetkeztethetlink, hogy a hexapeptid képes a két hisztidil-oldallancot
tartalmazé szarmazékot kiszoritani a réz(II)-tau(326-333)mA részecskébdl és
helyettesiteni azt. Tovabba az, hogy a spektrum lefutdsa az id6 mulasaval
sem valtozik, arra utal, hogy a —TMH- szekvenciat tartalmazo6 ligandum nagy
stabilitdsi komplex formdjaban, szelektiven koti a fémiont. A két peptid
réz(I)ionk6td képessége kozotti kiillonbség jol tikrozédik azok tobb mint 1
logaritmus egységbeli pCu(Il) értékének eltérésében is: pCu(Il) ac-ATMHQD-NH,
=9,72; illetve pCu(I1)tau(z26-333)ma = 8,48.
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Doktori értekezésemben az Alzheimer-kérban ¢és egyéb taupatidkban
szerepet jatszo tau fehérje peptidfragmenseinek fémionmegkotd sajatsagait
tanulmanyoztam réz(II)-, nikkel(Il)- és cink(II)ionok jelenlétében. A protein
szamos potencialis horgonycsoporttal rendelkezik — tobbek kozott tizenkét
hisztidil- és két ciszteinil-oldallancot tartalmaz —, ugyanakkor az egyes
fémionok molekulan beliili els6dleges kotdhelyét a mai napig nem ismerjik,
ahogy a betegségek kialakuldsanak molekularis hattere is tisztazasra var.

Kutatomunkam egyik célkitiizése az R3 régio két szomszédos hisztidil-
oldallanca (His329-His330) fémionmegkoté képességét modellezé tau(326-
333) ligandum és szdarmazékai vizsgalata volt. A nativ oktapeptid glicint
(tau(326-333)mG) és egy hisztidint tartalmaz6 pontmutansainak (tau(326-
333)mGH, tau(326-333)mGA) tanulmanyozasa lehetévé tette, hogy az azonos
osszetételt, de eltérd hisztidil-oldallancokrdl kiindulé amidkoordinacioval
kialakulé komplexeket CD-spektrumaik alapjan megkiilonboztessiik. Ezaltal
a képz6dé koordinacids izomerszerkeztek aranyat is megbecsiilhettiik.
Megallapitottuk, hogy a két hisztidint tartalmazé szarmazékok réz(I)komp-
lexei kozel 1:1 ardnyban képzédnek a 329-es és 330-as pozicidju imidazolil-
csoportrol induld amidkoordinacioval, mig nikkel(Il)ionok esetén mintegy
95%-ban a His330 az elsddleges horgonycsoport nagy pH-n. Az alanint
tartalmazé tau(326-333)mA peptid lehetévé tette a ,lanctord” szerepérél
ismert prolin komplexképzdodési folyamatokra gyakorolt hatasanak tanulma-
nyozasat. Valamennyi két hisztidil-oldallancot tartalmazo szarmazék esetén
képzddnek kétmagva, [(N)x, N(Im)] + [N(Im), (N")x] kétésmodot tartalmazo
réz(Il)komplexek. Ez arra utal, hogy a prolin jelenléte nem akadalyozza meg
a peptidnitrogének deprotonalddasat, habar a keletkezé komplexek sztdchio-
metridjara hatassal van. A prolil-oldallancot tartalmazo ligandumok esetén
legfeljebb négy, mig az alanint tartalmaz6 szarmazék esetén maximalisan hat
amidnitrogén deprotonalodhat €s koordinalédhat a fémionokhoz. Nikkel(IT)-
ionok jelenlétében mind az egy, mind pedig a két imidazolilcsoportot
tartalmazo peptidekkel csak egymagvu részecskék alakulnak ki. Dinukledris
komplexek képzddésével cink(Il)ionok jelenlétében sem kell szamolnunk. Az
egy hisztidint tartalmazd szarmazékok esetén semleges oldatban beko-
vetkezik a fémion hidrolizise, mig a szomszédos imidazolilcsoportokat
tartalmaz6 ligandumokkal hidrolitikus folyamatok lejatszodasat nem
tapasztaltuk: a tomegspektrometrias vizsgalatok eredményei arra utalnak,
hogy a pH novelésével amidkoordinacidju, egymagvi cink(Il)komplexek
alakulnak ki.

Tovabbi célom volt a szomszédos imidazolil-oldalldncokat és tiolatcsoportot
is tartalmazo tau(320-333) és szarmazéka (tau(320-333)mH) oldategyensulyi
viselkedésének tanulmadnyozdsa, elsosorban cink(Il)ionok jelenlétében. A
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hosszabb fragmens vizsgalatan keresztiil egyrészt a valdshoz kozelebbi képet
kaptunk a cink(Il)ion (valamint nikkel(1l)) és a tau fehérje kozott kialakulo
kolcsonhatasokrol, masrészt a ligandumok lehetévé tették a hisztidin kotéhe-
lyek, valamint a cisztein tiolatcsoport fémionaffinitdsanak 0sszehasonlitasat.
Savas-semleges oldatban a nikkel(Il)ion a peptidek oldallancain keresztiil
koordinalodik a tau(320-333) szarmazékokhoz. A pH novelésével koordina-
ciés izomerszerkezetek alakulnak ki: ~ 70%-ban olyan komplexek keletkez-
nek, melyekben a fémion a cisztein tiolatcsoportjan €és a deprotonalddott
amidnitrogéneken keresztiil kotddik. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
ciszteinil-oldallanc mind két, mind pedig harom imidazolilcsoport
jelenlétében kedvezébb kotohelyet jelent a nikkel(ll)ion szamara a
szomszédos hisztidineknél. Fémionfelesleg alkalmazisa mellett kétmagva
részecskék képzodnek: egy nikkel(ll) az N-terminalis —SKCG— szekvencia
tiolatkénatomjahoz kotédik, mig a masik fémion a hisztidil-oldallancok
valamelyikén keresztiil koordinalodik. Cink(IT)ionokat tartalmazé oldatban a
nagy stabilitast, [ZnHzL]*" osszetételii komplex az uralkodd részecske a
fiziologias pH-tartomdnyban: a fémion megkotésében feltehetdéen valamennyi
oldallanc részt vesz, vagyis a cink(Il) vegyes S,N-donoratomok altal
kialakitott koordindciés kornyezetben talalhatd. Az amidnitrogének
valoszinlileg nem képesek kiszoritani a cisztein tiolatkénatomot a fémion
koordinacios szférajabol, és bazikus oldatban a peptidnitrogének deprotona-
lodasa helyett hidrolitikus folyamatok jatszédnak le. A két fémiont
egyiittesen  tartalmazé rendszerben vegyes  Ni(Il)/Zn(I1)-komplexek
képzddnek, melyekben a nikkel(Il) a cisztein tiolatkénatomjan, mig a cink(II)
a szomszédos imidazolil-oldallancok egyikén keresztiil koordinalodik.

Az értekezés tovabbi célkitiizése VOt a kiilonbézé kémiai kdrnyezetben
talalhato horgonycsoportok féemionmegkoto-képessegének osszehasonlitasa,
illetve az egyes kotohelyek szelektivitasanak tanulmanyozasa. Ennek
érdekében vizsgaltam a His329-His330 hisztidinek mellett, a korabbi
eredmények alapjan kitlind réz(I)koté képességgel rendelkezd —TMH-
szekvenciat tartalmazé tau(30-34)(327-332) ligandum komplexképzddési
folyamatait. A kiméra peptiden kiviil a ,hisztaminszerd” kotésmodra
lehetdséget  biztositO HAVAHHH-NH: heptapeptid oldategyensulyi
viselkedését is tanulmanyoztam.

Savas oldatban a tau(30-34)(327-332) ligandum harom hisztidinje koziil a
330-as pozicidji imidazolilcsoport mutatja a legnagyobb affinitast a réz(Il)-
ion megkotésére. Az amidnitrogének koordinacioban vald részvételével
feltehetéen megvaltozik a His32 és a His329-His330 imidazolil-oldallancok
koriili kotéhely fémionaffinitasa €s a preferencia a pH novelésével a —-TMH-
szekvenciara tevOdik at. Fiziologids és bazikus oldatban a His32 kémiai
kornyezetét modellezd hisztidil-oldallanc jelenti az elsddleges horgonycso-
portot (~ 80%) a réz(Il) szamara. Fémionfelesleg alkalmazasa esetén vala-
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mennyi hisztidin elkiilonilt kotShellyé  valik: az  imidazol- ¢és a
deprotonéalddott peptidnitrogének részvételével két- ¢és harommagva
komplexek alakulnak ki, bizonyitva a kiméra peptid réz(II)ionok megkotésére
mutatott nagy affinitasat. Cink(II) jelenlétében a fizioldgias pH-tartomanyban
uralkodd, nagy stabilitisi [ZnHL]** komplexben a fémion feltehetéen
mindharom imidazolilcsoporton keresztiil kotddik makrokelat szerkezetet
kialakitva, de nem zarhaté ki az aszparaginsav karboxilatcsoportjanak
koordinacidban vald részvétele sem. A pH novelésével bekovetkezik a
peptidnitrogének deprotonalddasa és koordinalodasa, melyhez — a cink(I1)—
tau(326-333) rendszerhez hasonléan — vélhetéen a szomszédos hisztidinek
valamelyike szolgdl horgonycsoportként. Az egy fémiont tartalmazé
torzsrendszerek eredményeivel 6sszhangban, a vegyes Cu(l1)/Zn(I1)-tartalmu
mintakban IS az N-terminalis hisztidil-oldallanc jelenti az elsddleges
horgonycsoportot a réz(Il) szamara a fiziologias pH-tartomanyban, a
cink(Il)ionok pedig a karboxiterminus két szomszédos hisztidinjének
valamelyikéhez kotodnek. Ezen eredmények Osszhangban vannak azzal az
irodalombdl ismert feltételezéssel, miszerint a cink(Il)ionok mikrotubulus-
koté régidhoz vald koordinéacidja eldsegitheti a tau fehérje aggregacios
folyamatainak lejatszodasat [176,179,230,231].

A savas oldatban kialakulo6 komplexekben a HAVAHHH-NH: ligandum
N-terminalis aminocsoportja ¢és a szomszédos hisztidin imidazol-
nitrogénatomja jelenti az els6dleges kotOhelyet mindharom vizsgalt
atmenetifémion szamara. A ,hisztaminszer(’” kotésmodot feltehetéen a C-
termindlis imidazolil-oldallancok koordindcioja egésziti ki, ndvelve a
képzddo részecskék termodinamikai stabilitasat. Cink(IT)ionok esetén még a
négy vagy Ot donorcsoport részvételével kialakulo nagy stabilitast
makrokelat szerkezet sem képes megakadalyozni a fémion bazikus oldatban
bekovetkezO hidrolizisét. Ezzel szemben a réz(I)- és nikkel(II)ionokat
tartalmazé mintakban az oldat pH-janak novelése az amidnitrogének fémion-
indukalt deprotonalodasat eredményezi. A képz6dd komplexekben a
terminalis amino- és szomszédos imidazolilcsoport mellett a kozbensd
hisztidinek is betolthetik a horgonycsoport szerepét, melynek eredményeként
koordinaciés izomerszerkezetek alakulnak ki. Erésen bazikus kozegben a
réz(Il)iont az N-, illetve a C-terminalis részen ko6t6 izomerek aranya
megkozelitdleg 1:1, mig a nikkel(II) szdmara az aminonitrogén egyértelmiien
jobb kotdhelyet jelent a —HHH- szekvencianal. A —HH(H)— peptidrész
mellett egy masik nagy affinitasi kotShelyet tartalmazo, tau(320-333)
peptidszarmazékok vizsgalata soran is hasonld preferenciat tapasztaltunk.
Ezen eredmények arra utalnak, hogy ha a szomszédos hisztidinek mellett egy
masik horgonydonor is elérhetd a fémion szdmara, akkor tobbségében olyan
koordinacios izomerek alakulnak ki, melyekben a nikkel(II)ion ezen masik
oldallancon keresztiil koordinalodik. A preferencidhoz — legalabb részben —
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hozzajarulhat, hogy a koordindcioban nem érintett, nagy térkitoltésii
imidazolgylriitk meglehetdsen zsufolt koordinacios kornyezetet alakitanak ki
a fémion koriil, igy a masik horgonycsoporton keresztiili kotédés sztérikusan
kedvezébb a nikkel(Il) szaméra. Fémionfelesleg alkalmazisa mellett
kétmagvua réz(I)- és nikkel(Il)komplexek is kialakulnak, habar képzddésiik
pH-tartomanya eltér. Ha a két fémion egyarant jelen van, a képzddd
részecskékben mind az N-, mind a C-terminalis vég kotohelyiil szolgalhat
mindkét fémion szdmara, tovabba az azonos fémionok koordinacidja is
megvalosulhat, igy a haromkomponensii rendszerben a vegyes Cu(I1)/Ni(ll)-
komplexek mellett nagyszamt koordinacios izomerszerkezet kialakulasaval
kell szamolnunk.

A ligandumok fémionkoto affinitasat osszehasonlitva megallapithato,
hogy a vizsgalt fémionok koziil réz(Il)ionokkal alakulnak ki a legnagyobb
stabilitasi fémkomplexek. Az N-termindlisan szabad, illetve védett
aminoterminust peptidek komplexeit Osszehasonlitva, a fiziologias pH-
tartomanyban egyértelmiien a fémion ,hisztaminszer” koordinacidja a
kedvezményezett kotésmod mind réz(Il)-, mind pedig nikkel(IT)ionok esetén.

26. tablazat: A vizsgalt ligandumok legkedvezobb kotohelye fiziologidas pH-n
és bazikus oldatban

Preferalt kotohely
fiziologias pH bazikus oldat
[NH2, N(Im)] = B
(-HHH- szekvencia TMH. .
Cu(ln) Kiegészit szekvencia:
koordindciéja) (3N, N(im)]
[NH2, N(Im)]
. (-HHH- szekvencia . o
Ni(l1) Kiegészitd CysS:[3N, S
koordinacidja)
Zn(I) vegyes S,N-donorok: His N(Im):
[3N(Im), S7] [3N7, N(Im)]

Ugyanakkor mind a vizsgalt termindlisan szabad, mind a védett
aminoterminusu peptidekben a C-terminalis, illetve lanckozi hisztidinek
imidazolgytri horgonycsoportként viselkedve lehetévé teszik [(N)x,
N(Im)]-koordinalt komplexek kialakulasat. Ezekben a részecskékben a réz(II)
szamara a —TMH- szekvencia, mig a nikkel(Il) szdmara a cisztein tiolatcso-
portja biztositja a legkedvezObb koordinacios kornyezetet. Cink(I1)ionok
jelenlétében a ,hisztaminszerl” kotésmod mellett a cisztein tiolatcsoportjan
keresztiili koordinaci6 is kedvezd, de a legnagyobb stabilitasu komplexek a
tau(320-333)mH ligandummal alakulnak ki, melyben a fémion vegyes S,N-
donoratomok altal meghatarozott tetraéderes koordinacidés kornyezetben
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talalhato  (26.  tabldzat). Bazikus oldatban a  peptidnitrogének
deprotonalddasaval képzddd, amidkoordinalt cink(Il)komplexek valnak a f6
részecskékke.

Mara elfogadotta valt, hogy az esszencialis fémionok homeosztdzisanak
zavara hozzdjarulhat a neurodegenerativ betegségek kialakulasahoz. A
kezelések egyik irdnyvonalat olyan gyogyszerkészitmények kifejlesztése
jelenti, melyek a fémionok megkotésén kiviill képesek géatolni az
aggregacioban érintett fehérjék (pl. Af, tau) szalképzési folyamatait. Ennek
ra gyakorolt hatasat, valamint a peptid DMSO-viz oldoszerelegyben, réz(Il)-
ionok jelenlétében lejatszodo komplexképzodesi folyamatait. Megéllapitottuk,
hogy — az altalunk vizsgalt koncentracidtartomanyban — mind vizes oldatban,
mind pedig olddszerelegyben — azonos koordinaciés modi komplexek
alakulnak ki, a részecskék kotésmodjara sem az oldoszercsere, sem pedig a
hidrofob —KLVFF- peptidrészlet jelenléte nincs jelentds hatassal. Megfigyel-
tilk, hogy habar a tau(326-333) KL ligandum nem hajlamos szalképzésre,
ugyanakkor az inhibicids vizsgalatok alapjan az Apf(1-42) aggregacios
folyamatait csak kismértékben gatolja.

Az eldbb emlitett tobbfunkcids peptidszarmazékok mellett azok a
gyogyszerek 1is érdeklddésre tarthatnak szamot, melyek képesek a
fehérjeaggregatumokban felhalmozddott fémionok megkotésére és eltdvo-
litasara. A kiilonb6z6 tau peptidfragmensek vizsgalata a —TMH- szekvencia
kitiné réz(I)ionkotd képességére utal. Eldkisérletek segitségével, in vitro
koriilmények kozott vizsgaltam az emlitett peptidrészletet modellezd Ac-
ATMHQD-NH: peptid potencidlis kelacidos képességeit a szintén jo
fémionkotd affinitassal rendelkez6é tau(326-333)mA szarmazék jelenlétében.
Megallapitottuk, hogy ha a két ligandum egyidejiileg van jelen, akkor a
—TMH- szekvenciaju hexapeptid réz(IT)komplexei alakulnak ki, és a tau(326-
333)mA nem képes elvonni a fémiont az Ac-ATMHQD-NH, peptid
fémkomplexébo6l. Ezzel szemben a hexapeptid képes a két hisztidil-
oldallancot tartalmazo szarmazékot kiszoritani a réz(Il)-tau(326-333)mA
részecskébdl és azt helyettesitve, nagy stabilitdsu komplex formajaban
szelektiven kotni a fémiont. Emlitést érdemel, hogy a tau(26-33) ligandum ¢és
mutansai lényegesen kisebb stabilitdst komplexeket képeznek a — szintén
esszencialis — cink(Il)ionokkal, vagyis a —TMH- részletet tartalmazo kis
tagszam peptidek megfelelhetnek a kelatorokkal szemben tédmasztott
szelektivitasi kovetelményeknek is. Ugyanakkor ennek igazolésara tovabbi,
elsdsorban bioldgiai és biokémiai vizsgalatok sziikségesek.
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The aim of my work during the years of PhD was the study of copper(ll),
nickel(I1) and zinc(Il) binding ability of various tau peptide fragments. The
role of tau in Alzheimer’s disease and other tauopathies has been
unambiguously proved by numerous research groups and publications. The
protein contains several potential anchoring sites, such as twelve histidyl and
two cysteinyl groups, however, the main binding site of the aforementioned
metal ions of the molecule has not been clarified, yet. The molecular
background of the neurodegenerative disorders also has to be elucidated.

The complex formation processes of the tau(326-333) fragment and its
mutants were studied in order to gain information about the metal binding
affinity of the neighbouring histidines derived from the R3 domain of the
protein. Based on the CD spectroscopic properties of the glycine residue, the
tau(326-333)mG derivative and its one-histidine mutants (tau(326-333)mGA
and tau(326-333)mGH) can be used to estimate the ratio of the coordination
isomer species formed in equimolar solution. Studies of the glycil mutated
ligands revealed that both histidyl residues can be anchoring sites for
copper(1l) binding and the two isomers are present in an almost equal ratio,
while in the case of nickel(Il) the His330 imidazole nitrogen is the main
donor group at high pH. The secondary amine proline is a well-known
“breakpoint” for amide coordination, thus the tau(326-333)mA mutated
peptide that contains an alanine instead of proline was used to study the
effect of the prolyl residue on the complex formation processes. The two
histidines are independent copper(ll) binding sites in the dinuclear complexes
in which the metal ions are bound by imidazole and amide nitrogen donor
atoms ([(N)x, N(Im)] + [N(Im), (N")x] coordination mode). Our studies
suggest that the proline in the peptide chain does not prevent the amide
coordination toward the C-termini, although it affects the stoichiometry of
the complexes. The presence of the prolyl residue results in the deprotonation
of only one amide group toward the C-termini as a maximum, while the
absence of proline enables the coordination of three peptide nitrogen atoms to
both copper(ll) ions. All tau(326-333) derivatives can bind only one
nickel(ll) ion resulting in the formation of mononuclear species at all studied
metal to ligand ratios. The exclusive binding of the sole imidazole nitrogen of
the one-histidine peptides cannot prevent the hydrolysis of zinc(Il) in neutral
solution but ESI-MS studies suggest that the adjacent histidine moieties of
the R3 domain might promote the formation of amide coordinated
mononuclear zinc(I1) complexes.

The solution equilibrium properties of the tau(320-333) and its mutant
(tau(320-333)mH) were also investigated in the presence of nickel(ll) and
zinc(I1) ions. Studies of the longer peptide fragments containing one cysteinyl
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and two (or three) histidyl residues provided a more realistic picture of the
interaction of tau with the metal ions. The ligands also enabled us to compare
the metal binding affinity of the thiolate and the neighbouring imidazole
groups. Nickel(Il) ions are coordinated by the side chain donor groups of the
tau(326-333) derivatives in acidic and neutral samples. The increase of pH
results in the formation of coordination isomers in which the metal ion is
predominantly bound to the thiolate moiety and deprotonated amide
nitrogens (~ 70%). It suggests that the cysteinyl residue is the preferred
binding site for nickel(ll) even in the presence of two or three neighbouring
histidines. At twofold metal ion excess one nickel(ll) is bound to the
—SKCG- part of the peptide and the other metal ion is coordinated by
imidazole nitrogen(s) of the —HH(H)— moieties. In the presence of zinc(ll)
ions the protonated [ZnH2L]*" is the dominant species in the physiological
pH range. The enhanced stability of the complex indicates that all side chains
are involved in the coordination of the metal ion. Amide nitrogens
presumably cannot displace the thiolate function and with increasing pH
hydrolytic processes take place instead of the deprotonation of peptide NH
groups. The presence of nickel(I1) and zinc(I1) ions results in the formation of
mixed metal complexes, in which the nickel(Il) is bound by the thiolate
group, while the zinc(ll) is coordinated by the histidyl residues.

Comparing the metal binding ability of anchoring groups derived from
different chemical environments was also an aim of my work. In order to
study the potential selectivity of the different metal binding sites the complex
formation processes of the tau(30-34)(327-332) chimeric peptide were
investigated. This ligand contains two adjacent histidyl residues as well as the
~TMH- sequence that proved to be a very efficient copper(ll) binding
moiety. The solution equilibrium studies of the HAVAHHH-NH: peptide
were also carried out. Besides the three neighbouring imidazole rings, the
ligand contains a terminal amino group and an N-terminal histidyl residue;
and with the involvement of these donor groups stable “histamine-like”
coordinated complexes can be formed.

In acidic samples of the equimolar copper(ll)-tau(30-34)(327-332) system
the His330 histidine seems to have the highest affinity for copper(Il) binding.
The involvement of the peptide NH functions in the coordination of the metal
ion probably changes the metal ion affinity of the binding sites around the
histidyl moieties. Thus, the His32 imidazole nitrogen becomes the main
(~ 80%), albeit not exclusive, anchoring group for copper(ll) coordination at
physiological pH as well as in alkaline solution. In the presence of metal ion
excess all imidazolyl groups become independent metal binding sites,
resulting in the formation of di- and even trinuclear species. Their
coordination modes can be described with the involvement of imidazole-N
donor atoms and deprotonated amide functions. In the presence of zinc(ll)
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ions only mononuclear complexes are formed. In the physiological pH range
presumably a tridentate imidazole-N coordinated complex ([ZnHL]?") is
formed. The involvement of the aspartate carboxylate group in the
coordination of the metal ion might also contribute to the outstanding
stability of this species. In alkaline solution the formation of amide
coordinated zinc(Il) complexes is assumed with one of the adjacent histidyl
residues being the main anchoring site, in agreement with our previous
findings. The results obtained for the mixed copper(Il)/zinc(ll) complexes
support that the N-terminal imidazole nitrogen is the main anchoring group
for copper(ll) while zinc(ll) ions are accumulated at one of the adjacent
histidyl residues if both metal ions are present in the solution. These findings
are in agreement with the hypothesis that zinc(ll) coordination to the
microtubule binding domains of tau contributes to the aggregation processes
of the protein [176,179,230,231].

The N-terminal part of the HAVAHHH-NH: peptide proved to be the
primary binding site for all three studied transition metal ions in slightly
acidic samples. The “histamine-like” binding mode is probably supported by
the coordination of the C-terminal histidyl residues, enhancing the
thermodynamic stability of the copper(ll), nickel(Il) and zinc(1l) complexes.
Not even the combined binding of four or five donor groups can prevent the
hydrolysis of zinc(ll) in alkaline solution and precipitation is observed above
pH > 7.5. In the presence of copper(ll) and nickel(ll) ions the increase of pH
is accompanied by the metal ion induced deprotonation and coordination of
amide functions. The amino terminus of the molecule as well as the C-
terminal histidyl residues can be anchoring sites for the deprotonation
processes, resulting in the formation of coordination isomers. In the case of
copper(ll) the [NH2, N7, N7, N"Jand [N, N", N7, N(Im)] coordinated species
are formed in an almost equal ratio, while the amino nitrogen is the preferred
binding site for nickel(ll). We observed similar preference in the case of the
nickel(I1) complexes of tau(320-333) derivatives that contain a cysteinyl side
chain and a —HH(H)- sequence as potential metal binding sites. These
findings suggest that if another donor group with high metal binding affinity
is available for nickel(ll), the metal ion is primarily bound by this other
residue. Sterical reasons might contribute to this preference. In the presence
of metal ion excess dinuclear copper(ll) and nickel(11) complexes are formed,
however the pH range of their formation differs. In the copper(l1)—nickel(I1)—
HAVAHHH-NH> ternary system both the amino terminus and the C-terminal
histidyl residues can serve as binding sites for the metal ions, resulting in the
coexistence of numerous coordination isomers. Dinuclear copper(ll) and
nickel(l1) species, as well as mixed metal complexes are formed.

Comparing the metal binding affinity of the studied ligands, we found
that the most stable complexes are formed with copper(ll) ions. The
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“histamine-like” coordination of the metal ion is the most preferred binding
mode for copper(ll) and nickel(Il) in the physiological pH range. With
increasing pH, the C-terminal or internal imidazole rings of the peptides can
also serve as anchoring sites for the metal ion induced amide deprotonation,
resulting in the formation of [(N")x, N(Im)] coordinated species. We need to
note that the amino acid environment of the histidyl residues has a great
impact on the metal binding affinity of the ligands at high pH: the —-TMH-
sequence proved to be the preferred binding site for copper(ll), while the
thiolate function of the cysteine provides the most favourable coordination
environment for nickel(Il) in alkaline solution. Both the “histamine-like”
binding mode and the coordination via cysteine side chain are preferred for
zinc(I1) at physiological pH but the most stable complexes are formed with
the tau(320-333)mH ligand. In these species the metal ion is bound by S,N
donor atoms in a tetrahedral coordination environment. In alkaline samples
the [(N7)x, N(Im)] coordinated zinc(Il) complexes are the dominant species
(Table 1).

Table 1: The most preferred binding site of the studied ligands at
physiological pH and in basic solution

Preferred binding site
physiological pH alkaline solution

[NH2, N(Im)]

—TMH-
(supported by the .
Cu(in) coordination of the Bﬁ?“ﬁ{hﬁ)]
—HHH- sequence ) '
[NH2, N(Im)]
. (supported by the , e
Ni(T) coordination of the Cys S:[3N', ']
—HHH- sequence )
Zn(lI) mixed S,N donors: His N(Im):
[BN(Im), S7] [BN-, N(Im)]

It is known that the disturbed homeostasis of essential metal ions may
contribute to the development of neurodegenerative disorders. One course of
potential treatments is represented by drugs that can bind metal ions and are
also able to inhibit the aggregation processes of proteins (e.g., Af, tau). Thus,
the effect of the tau(326-333) KL derivative on the aggregation of the
Ap(1-42) was studied. The complex formation processes of the ligand in the
presence of copper(ll) ions in DMSO-water mixture were also investigated.
We concluded that the same donor groups are involved in the complex
formation regardless of the solvent and the presence of the hydrophobic
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—KLVFF- residue, and the metal ion is bound by histidine imidazole and
amide nitrogen atoms. The tau(326-333) KL ligand does not form amyloid
aggregates in the explored 24 hours’ time range but it also shows only limited
anti-aggregation properties.

Drugs that are able to remove metal ions from protein deposits can also be
interesting from a medical point of view. Studies of different tau peptide
fragments confirmed the outstanding copper(ll) binding ability of the
—~TMH- sequence, suggesting that small molecules containing this motif
might be sufficient copper(ll) chelators. Thus, the potential chelating
properties of the Ac-ATMHQD-NH: hexapeptide, modelling the metal
binding affinity of the aforementioned sequence, were studied in the presence
of tau(326-333)mA. In the presence of both ligands, the copper(ll) complexes
of the hexapeptide are formed and the tau(326-333)mA cannot remove the
metal ion from the copper(ll)-Ac-ATMHQD-NH, species. However, the
hexapeptide is able to displace the tau(326-333)mA from its metal complex to
form stable copper(ll) species. It is interesting to note that the tau(26-33)
derivatives form significantly less stable zinc(ll) complexes, indicating that
small molecules containing the —TMH- sequence could meet the selectivity
requirements of the chelators. This can be confirmed by other, mainly
biological, and biochemical studies.
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iitkozési energia alkalmazasa mellett. A réz(Il)ion a hisztidin imidazol- és a
szomszédos amidnitrogénatomhoz koordinalédik, aminek hatdsara a
peptidnitrogén elvesziti a protonjat (a); a peptidnitrogénrdl leszoritott proton a
szomszédos amidnitrogénre Keriil (b); az amidkotés N-terminalis vég feldli
kaboniloxigénje nukleofil reakcioba lép a disszocialé peptidkdtés szénatomjaval
(c) és oxazol szerkezet alakul ki (d).
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Al2. abra: A Cu(Il)-tau(30-34)(327-332) =
1:1 aranyu rendszer abszorpcios
spektrumanak valtozasa a pH fiiggvényében
J

.
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9. Fiiggelék
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Al3. abra: A Cu(I)-HAVAHHH-NH; = 1:2
aranyu rendszer abszorpcidés spektrumanak

valtozasa a pH fiiggvényében
. J
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Al4. abra: A Ni(I)-HAVAHHH-NH: = 1:1

aranyu rendszer abszorpcios spektrumanak

valtozasa a pH fiiggvényében
. J
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9. Fiiggelék

Intenzitas N N o
a
(1) »o'{519.560 520559 i" < N NN NH,
E 2 “Niz
? 521,558 © WO
24 |520,061 (521,060 595 o59 ° I\ 4 \
3 522,557 N
= ‘ 523,057 \ N N
1| \ | | 523857 k
N
oo 520,559 b H
§519,560 2/a. [NH,, 3N + [2N~, 2N(Im)]
1500 521,558
1000 3 521,060 522,059
3 |520.062 522,558
500 523,058
E \ | | 523557
0 IEEREEEERERNRRRRNREAR RS EERERRRRERERRRERERRR RN
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A15. abra: A [CuNiH-sLK3]?** részecske (Mrel °
=1039,120) mért (a) és szimulalt (b)
tomegspektruma (pH ~ 10,0) (1), valamint a
[CuNiH-sL]” komplex két lehetséges

&*&Z

=Ry

izomerszerkezete (2/a,b.)

2/b. [NHZ, 2N + [3N-, N(Im)]
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9. Fiiggelék

Tablazatok:

T1. tabldzat: A tau(320-333) peptid nikkel(I1)-cink(1l) vegyes fémkomplexei-
nek termodinamikai és spektralis paraméterei (T = 298 K, I = 0,20 M KCI)

Részecske log g Ama/e (nm/M-em™)  AMAg (nm/M-em™)
[NiZnH L —3.33(9) - =
[NiZnHL]* ~12,19(9) - -
[NiZnH_aL] 221,22(5) ~450/217 ~518,5/+0,36
~435/-2,29
~314,5/+0,54
~265/-3,46 (vall)
~234,5/+3,98
[NiZnHsL]*> —42,05(5) ~450/226 ~518,5/+0,42
~433,5/-2,37
~312,5/+0,57
~269/-3,77 (vall)
~235,5/+2,60
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9. Fiiggelék

T2. tablazat: A Cu(ll)—tau(326-333) és a Cu(ll)-tau(326-333) KL = 1:1
rendszerben képzodo egymagvu réz(ll)komplexek CD-spektroszkopias para-

méterei vizes kézegben és 70% (V/V) DMSO-viz oldoszerelegyben

tau(326-333)

tau(326-333)

tau(326-333)

Részecske Kooﬁg?mos Atmenet (;ZAOS) (nm/,?;'/f%.imfl) 75:5
(nm/M~-cm™) (nm/M~-cm™)
, [N(Im), N,
[[cC:SEIL?i N(Im) + LysH d-d ~774/+019  ~691/+0,00 ~741,5/+0,19
(+LysH*)]
~620,5/-0,09  ~587/-0,07  ~652/+0,02
~526,5/+0,09 ~523,5/+0,17 ~528,5/+0,17
N(Im)-Cu(ll)  ~346,5/-0,15 ~329,5/-0,27
N—Cu(ll)  ~251/4+2,25  ~255/+490 ~257,5/+4,34
[CE’CLU"I'_']lleS E;Ishl\é +L'\>'/(;Hml;'] d-d ~7255/+0,17  ~656/+0,63  ~644/+0,23
~581/-0,37  ~497,5/-1,05 ~493,5/-0,32
~484,5/-0,14
N(Im)-Cu(ll) ~ ~360/-0,86  ~365,5/-0,42 ~372,5/-0,09
~326,5/+0,21  ~326/+0,33
N—Cu(ll)  ~245/+8,91  ~253/+456  ~254/+562
. [N,NON
[[CCUULL"F'i]ﬂiS N(Im) + LysH d-d ~625,5/+0,58  ~653/+0,80 ~642,5/+0,71
(+LysH*)]
~498/-1,06  ~500,5/-1,47 ~500,5/-1,47
N(Im)-Cu(ll) ~ ~365/-0,3¢  ~365/-0,39  ~380/-0,13
~319/+0,91  ~328/+0,33 ~329,5/+1,15
N-—Cu(ll) ~251+8,45  ~2655/+4,75 ~262/+4,65
[CULH_3] [N,\i ('I\'m’);\‘ : d—d ~655,5/+1,04 ~654/+1,08  ~652/+0,96
~502/-1,83  ~498/-2,10  ~502/-1,99
N(Im)-Cu(ll) ~327,5/+1,17 ~365,7/-0,25 ~369,5/-0,23
~325,5/+0,70  ~329/+0,69
N—Cu(ll) ~259,5/+8,33 ~267/+641 ~266/+548
A csillaggal (*) jelolt sztochiometridk az Ac-GNIHHKPGKLVFF-NH; ligandum

réz(I)komplexeire vonatkoznak.
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