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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az ¢l6 szervezetben megtalalhatd egyes fémionok, mint példaul a
réz(I1)-, vas(IIl)- és cink(I)ionok, fontos szerepet jatszanak a bioldgiai
molekuldk miikddésében, illetve a neurodegenerativ betegségek — tobbek
kozott az Alzheimer-koér és a Creutzfeldt-Jakob-kor — kifejlodésében és azok
lefolyasdban. A fent emlitett fémionok felhalmozodasa az érintett
agyszovetekben jol dokumentélt. A normaltdl nagyobb koncentracidban jelen
levd fémionok két teriileten jarulnak hozzd a neurodegenerativ betegségek
kialakulasdhoz: (i) koordindlodva a fehérjemolekuldkhoz indukaljak azok
konformdciovaltozasat és az azt kovetd aggregéacidjukat, illetve (i1) a
szintén hozzdjarul a molekula harmadlagos és negyedleges szerkezetének
valtozasahoz, ezaltal a funkciomoddosulashoz.

A fehérjékben a reaktiv gyokok elsédlegesen a cisztein, metionin és
oxidacioja reverzibilis, addig a tobbi aminosavé nem. Ezen oxidacios
folyamatokat a biologiai szervezetben jelen levé redoxaktiv fémionok
katalizaljak, elsédlegesen a szabad gyokok képzddésének eldsegitésével. A
biomolekuldk fémion-katalizalt oxidacidja soran a redoxaktiv fémion
alkalmas elektrondonorral (példaul aszkorbinsav) kolcsonhatasba Iépve
redukéaloédik. A képzddd redukdlt fémion a peptidek specifikus
fémkotohelyeihez  koordindlodva  hidrogén-peroxiddal reagal, aminek
eredményeként hidroxilgyok képzddik, ami képes oxidalni a fémionnal
szomszédos fehérjeoldallancot. Ez a folyamat fligg az oldallancok
mindségétdl és az aminosavszekvenciatol. Ennek eredményeként a fehérje,
illetve a peptid fémkotdhelye oxidalodik, de maga a peptidkotés hasadasa is
bekovetkezhet.

A prion fehérje szerepe az €16 szervezetekben még nem tisztazott, azonban
szokatlanul nagy a metionin-tartalma, ezért feltételezhetden szerepe lehet az
oxidativ stressz elleni védelemben.

Epp ezért kutatomunkidm sordn a human prion fehérje (103-112)
fragmensének fémion-katalizalt oxidacidja és fémion-fehérje kdlcsonhatast
gyengitd kismolekuldk, tgynevezett MPACs (aroil-hidrazonok ¢€s szalan
tipustl) molekuldk hatdsdnak tanulmanyozasa volt a célunk. Ez utobbit két
nemzetkozi egylittmiikodés keretében végeztiik el. Néhany évtizeddel ezelott
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kezdddott a gyogyaszati terdpiara megfeleld, a fémion fehérje kdlcsonhatést
gyengitd molekulak ¢és kelatormolekuldk tervezése, szintetizalasa ¢és
tanulmanyozasa, azonban az ujabb, jobb tulajdonsaggal rendelkez6 kelatorok
felkutatdsa €s tanulmanyozasa még a mai napig is aktudlis feladat. A peptidek
fémionokkal valdé kolcsonhatasat a Bioszervetlen Kémiai Kutatécsoportban
hosszt évtizedek oOta vizsgaljuk. A prion protein és amiloid- fragmensek
atmenetifémionokkal valdo komplexképzése mar husz évvel ezeldtt, mig a
peptidek fémion-katalizalt oxidaciojdnak vizsgalata korilbelil tiz éve
kezdddott el.

Célkitiizéseink kozott szerepelt a humdn prion fehérje (105-112)
fragmens mutans peptiden (Ac-SPKTNMKHA-NH,) (nMKHA) keresztiil a
peptid  femkatalizalt  oxidacidjanak tanulmanyozasa  fémion/hidrogén-
peroxid/aszkorbinsav rendszerben réz(ll)- és vas(lll)ionok jelenlétében, és a
kiilonbozo oxidacios koriilmények soran keletkezett termékek azonositdsa.
Végsé célunk volt a human prion (103-112) oxiddcios kisérletének
tanulmanyozasa MPACs molekulak (aroil-hidrazonok és szalan tipusu
molekulak) jelenlétében. Ennek érdekében tanulmanyoztuk a vizsgalt MPACs
kelatormolekuldk koordinacios kémiajat rez(1l)- és cink(ll)ionnal. Tovabba a
két vizoldhato aroil-hidrazon, az XIFUR és XITHIO és két szalan tipusu
vegyiilet, az AEtQ és az ACyQ esetén a human prion (103-112) fragmenssel
kompeticios vizsgalatokat is végeztink a képzodo vegyes ligandumu
féemkomplexek meghatdrozasa érdekeben.
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II. KiISERLETI KORULMENYEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

Az oxidaciés vizsgalatokhoz hasznalt Ac-SPKTNMKHA-NH, Ac-
SKPKTNMKHA-NH, ¢és Ac-SKPKTNMKHM-NH,; szekvenciaju peptideket
a Debreceni Egyetem Szervetlen €s Analitikai Kémiai Tanszék Bioszervetlen
Kémiai Kutatocsoportjadban Aallitottdk eld. Az aroil-hidrazon vegyiileteket
Nicolas Rey (Pontificia Universidade Catolicado Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brazilia) kutatocsoportjaban, mig a modositott szalan €s szalan tipusu
vegylileteket George Kostakis (University of Sussex, Brighton, Egyesiilt
Kirdlysdg) kutatécsoportjaban szintetizaltdk. A vizsgalt vegyiileteket
nemzetkozi egyiittmiikodés keretén beliil rendelkezésiinkre bocsatottak.

pH-potenciometrias  modszerrel  hataroztuk meg az  Ac-
SKPKTNMKHM-NH; peptid ¢€s a vizsgalt kelatormolekuldk deprotondlodasi
allandoit, valamint a Cu(Il)- €s Zn(II)-komplexeiknek a stabilitasi allandojat.
A vizsgalatokat vizes oldatban, valamint viz:dimetil-szulfoxid (30:70 V/V%)
elegyben végeztiik el 25 °C hdOmérsékleten és 0,2 mol/dm’ ionerdsséget
alkalmazva, folyamatos kevertetés mellett és argon gazzal kizarva a 1égkori
szén-dioxidot és oxigént. A ligandumok koncentracidi a mintdban 1x10— —
2x107° mol/dm? koncentracid tartomanyba estek. A fémion-ligandum aranyt
1:2 ¢s 2:3 kozott valtoztattuk, mig a vegyes ligandumi mintdk esetén a
a SUPERQUAD, a fémkomplexekre jellemzd stabilitasi szorzat értékeit a
PSEQUAD nevii szdmitogépes programmal szamoltuk ki. A kapott stabilitasi
alland6 értékekb6l a MEDUSA programmal készitettiik el a keépz6do
részecskék pH-fiiggd koncentracid-eloszlasat.

Az UV-lathato spektrumokat a réz(Il)ionokat tartalmazd rendszerek
esetén Perkin Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras fotométerrel, illetve VWR
UV-1600 PC tipustt egysugaras spektrofotométerrel veégeztiik 200-900 nm
hullamhossz tartomanyban 1,000 cm-es kvarckiivettakat hasznalva.

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopiai vizsgalatokat JASCO-
810 tipusu késziiléken végeztiik a réz(Il)iont tartalmazd ekvivalens aranyu
fémion-ligandum vegyes ligandumrendszerek esetén. A spektrumokat
szobahdmérsékleten 220-800 nm-es hulldmhossz tartomdnyban vettiik fel
kilonb6zd pH-értékeken. A méréseket 0,100 és 1,000 cm Uthosszu
kiivettadkban végeztilk. A spektrumokat Microsoft Office Excel programban
abrazoltuk.
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Az oxidacié lejatszodasdnak ¢és elére haladdsdnak kovetésére
nagyhatékonysdgii  folyadékkromatografiat (HPLC) alkalmaztunk. A
vizsgalatokhoz 1,00 cm® mintat allitottunk Ossze, ahol a peptid koncentracidja
1x103 mol/dm® volt. Az egyes oxidacios mintdk fémion-peptid aranyanak
megfelelden valtoztattuk a hozzdadott fémion mennyiségét. A vizsgalatokat
pH = 7,4 értéken és 25 °C-on hajtottuk végre. Az oxidacidt 1%-os H,O,
hozzdadasaval inditottuk el. Az aszkorbinsavat tartalmazé mintak esetében az
aszkorbinsavat a peptidhez képest husszoros feleslegben alkalmaztuk. A
fémion-katalizalt oxidaciét Na,EDTA-oldat 6tszords feleslegével allitottuk le
a mintavétel 1d6pontjaban. A Cu(I):Ac-SPKTNMKHA -
NH,:H,Oj:aszkorbinsav = 1:1:4:4  rendszerben képz6d6 termékek
elvalasztasat félpreparativ HPLC rendszerben végeztik 20 mg peptid
felhasznalasaval, €s a peptidhez aranyosan adtuk hozza a tobbi komponenst.
Az oxidaci6 kovetésére hasznilt analitikai HPLC Jasco MD-2010 plus
diddasoros detektorral, mig a félpreparativ HPLC Jasco UV-2077 plus UV-
lathat6 detektorral volt felszerelve. A reakcio kovetésére hasznalt analitikai
kolonna paraméterei a kovetkezOk: Teknokroma Europa Protein C18 (250
mm x 4,6 mm, 300 A, 5 um). A félpreparativ kolonnat frakcidszedésre
hasznaltuk, ennek a paraméterei a kovetkezOk: Grace Vydac Protein and
Peptide C18 218TP510 (250 mm x 10 mm, 300 A, 5 um). Elvalasztashoz
eluensként vizet (Mobil A) €s acetonitrilt (Mobil B) hasznaltunk, amelyek 0,1
% (V/V%) TFA-t tartalmaztak. Aramlasi sebességnek az analitikai HPLC
eseten 1,00 ml/perc-et, mig a félpreparativ folyadékkromatografids modszer
esetén 2,00 ml/perc-et valasztottunk.

Az oxidalt termékek azonositisara tomegspektrometriat (MS), azon
beliil 1s LC-MS, offline ESI-MS és MS/MS technikat alkalmaztunk. A
méréseket a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszékén
talalhatdo Bruker MaXis II. ESI-TOF MS késziiléken Dr. Csire Gizella, illetve
az Alkalmazott Kémia Tanszéken Dr. Nagy Lajos végezte egy MicroTOF-Q
tipusi Qg-TOF MS kesziilékkel (Bruker Daltonik, Bréma, Németorszag) ¢€s
ESI ionforras mellett pozitiv mdédban. A spektrumok kiértékeléséhez a
DataAnalysis programot hasznaltuk.

Az  XIFUR ¢és  Salpyran  réz(Il)-komplexeinek  ciklikus
voltammogramjat BASI Epsilon EClipse ciklikus voltaméter késziiléken
vettiik fel. A mérést szén munkaelektréod (CHI104), Ag/AgCl 3M NaCl
referencia elektrod (Ein = 4209 mV, normal hidrogénelektrodra
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vonatkoztatva) és platina ellenelektrod (ALS Co. Japan) mellett végeztiik 800
— (- 600) mV tartomanyban 100 mV/sec pasztazasi sebességgel 25 °C-on. A
mérésekhez az allando ionerdsséget 0,20 mol/dm® KNO; biztositotta. Az
oldatban a vegyiiletek koncentracidja 1,0x10—> mol/dm? volt, mig a Cu(II)-
ligandum aranyt 1:5-re allitottuk be.

A Salpyran vegylilet esetén aszkorbatfogyas Kkisérletet végeztiink,
mely a képzddd reaktiv oxigén szarmazékok megakadalyozdsdnak mérésére
szolgalo egyszerli indirekt mdédszer. Az aszkorbinsav, mint redukaloszer a
jelen levd réz(Il)ionokat redukalja réz(I)ionnd, mikdzben reaktiv oxigén
szarmazékok keletkeznek. A reakcio soran az aszkorbinsav fogyasat 265 nm
hullamhosszon kovettiik folyamatos kevertetés mellett 25 °C-on. Kozegkent
7,1-es pH értékre bedllitott HEPES puffert hasznéltunk. A kisérlethez Agilent
8453 spektrofotométert alkalmaztunk, a hasznalt kvarckiivetta tthossza 1,000
cm volt.
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1. dbra: A vizsgalt peptidek szerkezeti képlete
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2. dbra: A vizsgalt aroil-hidrazonok szerkezeti képlete
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1. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Tanulmanyoztuk a humdn prion (105-112) mutins N- és C-termindlison
védett peptid (Ac-SPKTNMKHA-NH;) (nMKHA) oxidacidjat Cu(ll)- és
Fe(lll)-ionok jelenlétében, hidrogén-peroxiddal és aszkorbinsavval,
valamint azonositottuk a képzodo termékeket.

» lgazoltuk, hogy elsddlegesen a metionin oxiddcidja megy végbe, ¢és
minden esetben metionin-szulfoxidda oxidalodik (nM(O)KHA). A peptid
csak H,O, hatésara, redoxaktiv fémion jelenléte nélkiil is oxidalodik. A
fémion jelenléte nem sziikséges az oxidacidhoz, azonban a Cu(Il)
gyorsitja az oxidacié folyamatat.

» Azokban a rendszerekben, amelyek katalitikus mennyiségii réz(Il)iont
vagy aszkorbinsavat is tartalmaznak megfigyeltiik a hisztidin oxidaciojat
1s. A  hisztidin egyszeres oxidaciojabol szadrmazod 2-oxo-hisztidin
(nMKH(O)A) mellett a kétszeresen oxidalt dioxo-hisztidin termék
(nMKH(20)A) kialakulésat is kimutattuk. Emellett a metionin €s hisztidin
oldallancok egyiittes oxidaciojat is detektaltuk (nM(O)KH(O)A).

> A hisztidin oxidaciojat legnagyobb mértékben a
Cu(Il):>nMKHA:H,0,:Aszkorbinsav = 0,1:1:4:20 rendszer esetén figyeltiik
meg.

» Megallapitottuk, hogy a hisztidin oxidéaciojahoz hozzajarul a peptid -
aszkorbinsav addukt képzddése, mig a nagyobb réz(Il)ion koncentracid
valamelyest visszaszoritja a hisztidin oxidaciojat a katalitikus mennyiségii
fémiont tartalmazo reakcidelegyhez képest.

» Arra kovetkeztettiink, hogy a vas(Ill)ion jelenléte is katalitikus hatassal
van a peptid oxidacigjara, azonban a réz(Il)- és vas(Ill)ionok altal
katalizalt kisérleteket 0Osszehasonlitva a réz(Il)ion hatékonyabb
katalizdtornak mutatkozott. A katalitikus aktivitasukban fennallod
kiilonbséget az eltérd koordinacios tulajdonsdgokkal magyaraztuk.

» lgazoltuk, hogy az aszkorbinsav jelenléte csokkenti a peptid
oxidacidjanak mértékét, mind a fémion jelenlétében és mind anélkiil.
Azonban, a kettds természetli antioxidans és pro-oxidans tulajdonsagu
aszkorbinsav eldsegiti a hisztidin oldallanc irreverzibilis oxidéciojat,
szemben a metionin reverzibilis oxidacidjaval.
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4. abra: Az nMKHA és a képzodo oxidacios termékek aranyai
egymashoz képest 30 perc oxidacio elteltével

Nemzetkozi egyiittmitkodés keretén beliil tanulmanyoztuk két vizoldhato
aroil-hidrazon (XITHIO és XIFUR) mint fémion-peptid kolcsonhatast
gyengito kismolekulak (MPACs) hatasat a HuPrP (103-112) fragmens
fémion-katalizalt oxidacidjara. Az oxiddcio sordn az oldatban fellépd
kolcsonhatasok megértése érdekében oldategyensulyi vizsgdlatokat
végeztiink Cu(ll)- és Zn(Il)-ionok jelenlétében, illetve vizsgaltuk a prion
fragmens/aroil-hidrazon vegyes ligandumiui rendszerek komplexképzodési
folyamatat.

» lgazoltuk, hogy mindkét aroil-hidrazon (N, N, O) koordinicidos moddal
kialakitott (5,5) csatolt kelatrendszerli komplex kialakitdsara képes az
azometin €s 1-metilimidazol nitrogén donoratomjain €s a karbonilcsoport
oxigén donoratomjain keresztiil.

» Monokomplexek és biszkomplexek képzddését is kimutattuk, de a Zn(II)-

komplexek kisebb stabilitastiak, mint a -y
Cu(II)-komplexek. C(
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megallapitottuk, hogy a dMKHM és v \L(Hzcjm b -
X1THIO vegyiiletet tartalmaz6 rendszerben a e Q“‘ _
Cu(dMKHM)(X1THIO)H; vegyes g
ligandumu komplex képzdédik, mig az ] o
X1FUR aroil-hidrazon esetén tobb vegyes Cu dMl?I;AZZ;(fFUR) H,
ligandumu komplexet tudtunk azonositani. komplex szerkezete

» Megallapitottuk, hogy a vegyes ligandumu
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Osszetételli komplexben a koordinacidos modok megegyezdek, az X1FUR
esetén a kiilonbség a lizil oldallancok eltérd protonaltsagabol ered. A
peptid a hisztidin oldallancon keresztiill egyfogti koordinacidval
kapcsolddik a réz(Il)ionhoz, mig az aroil-hidrazon az (N, N, O)
donoratomjain keresztiil kotodik.

Kimutattuk a Zn(dMKHM)(X1FUR)H vegyes liganduma cink(Il)-
komplex képzddését is, a komplex koordinaciés modja a réz(Il)-
komplexszel megegyezd és megallapitottuk, hogy a stabilitasi allandoja
kisebb.

Az oldategyensulyi  kisérleteknél  kapott eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a peptid oxidaciojakor a vizsgélati 7,4-es pH-
értéken a vegyes ligandumt réz(Il)-komplex a dominans részecske a
reakcioelegyben.

A dMKHM peptid oxidacidjakor az aroil-hidrazonok jelenlétében a
Cu(I)/H,0, rendszerben két oxidalt termek képzodését figyeltiik meg, — a
dMKHM + O és a dM(O)KHM(O) — ahol vagy az egyik, vagy mindkettd
metionin metionin-szulfoxidda oxidalodik.

A vizoldhat6 aroil-hidrazonok esetében megallapitottuk, hogy az X1FUR
kis kiillonbséggel, de jobban visszaszoritotta az oxidacido mértekét, mint az
XI1THIO.

Igazoltuk, hogy a vizben rosszul oldodo aroil-hidrazonok, a HPCIH és
HPCFUR, hatasosabbnak bizonyultak az oxidéaci6 visszaszoritasaban.

Tanulmanyoztuk a HuPrP (103-112) fragmens MI112A mutdinsanak
oxidaciojat Cu(ll)/H:0: rendszerben XITHIO, HPCIH és HPCFUR aroil-
hidrazonok jelenlétében.

» Mar 0,1:1 aroil-hidrazon:dMKHA aranynal is megfigyeltik a peptid

oxidaciojanak enyhe csokkenését, azonban 1:1 arany mellett ez a védo
hatas jelentdsebbnek bizonyult.

» Az aroil-hidrazonok koéziil a HPCFUR bizonyult hatékonynak, azonban

aszkorbinsav jelenlétében a hisztidin oxid4cidjat nem képes meggatolni.
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Nemzetkozi egyiittmiikodés keretén beliil vizsgalatainkat kiterjesztettiik a

HuPrP (102-113) peptid fémion-katalizalt oxiddcidjara modositott szaldn

tipusu vegyiiletek jelenlétében.

>

>

Megallapitottuk, hogy minden ligandum esetén egymagvu,
monokomplexek képzddnek.

Kimutattuk, hogy a ligandumon taldlhato elektronkiildé csoport
befolyéssal van a fémkomplexek stabilitasi allandojara.

A dMKHM peptid ¢és az AEtQ ¢és ACyQ vegyiiletek esetén végzett
kompeticids vizsgalatokbdl arra kovetkeztettiink, hogy az ACyQ nem
képez vegyes ligandumt komplexet a peptiddel. Ezzel ellentétben a
kisebb stabilitasu rez(Il)komplexeket képzd AEtQ vegyiilet esetén, tobb
vegyes ligandumu réz(Il)komplex, illetve egy cink(Il)komplex képzddését
1s kimutattuk.

Igazoltuk, hogy a vegyes ligandumt komplexek esetén a peptid a hisztidin
oldallancon keresztiil egyfogu koordinacioval kapcsolddik a fémionhoz,
mig az AEtQ a harom nitrogén donoratomjan keresztiil koordinalodik.
Megallapitottuk, hogy a vizsgialt vizoldhaté szalan tipust vegyiiletek
koziil a Salpyran bizonyult a leghatdsosabbnak a dMKHM peptid
oxidaciojanak visszaszoritasara.

Az aszkorbatfogyds monitorozasaval megallapitottuk, hogy a Salpyran
képes a reaktiv oxigén szarmazékok képzodését megakadalyozni, és azok
mennyiségét jelentdsen visszaszoritani.

%  ®dMKHM BdMKHM+O mdM(O)KHM(O)
100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10

0 i

6. dbra: A dMKHM és a képzodo oxidacios termékek
aranyai egymashoz képest 60 perc oxidacio elteltével a
Cu(ll):dMKHM:H>O::Ligandum = 1:1:4:1 rendszerekben

10
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1IV. EREDMENYEK HASZNOSITASA

A kelatképzé fémion-peptid kolcsOnhatdst gyengitd vegyiiletek
tanulmanyozasa és kolcsonhatdsuk a bioldgiailag relevans fémionokkal, mint
példaul a réz(II)- és cink(Il)ionokkal, segithet megérteni, mely kismolekuldk
lehetnek  hatékonyak  bizonyos neurodegenerativ. = megbetegedések,
elvaltozasok kezelésében. Tanulméanyozasuk egyrészt koordinacids kémiai,
masrészt bioldgiai szempontbol — kiilondsen a bioldgiailag fontos molekulak
oxidacids folyamatainak befolyasoldsa révén — eldsegitheti a bioldgiai
rendszerekben lezajlo oxidacios folyamatok molekuldris szintli megértését.
Mindezen eredmények hozzajarulnak ahhoz, hogy a jovoben olyan
kedvezObb  tulajdonsagu  fémkelatorokat fejlesszenek ki, amelyek
potencialisan terapias alkalmazasra is megfeleldk lehetnek.

11
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