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1.Bevezetés

Napjainkban a varhatd élettartam novekedésével egyre gyakrabban
alakulnak ki neurodegenerativ betegségek. Ezen betegségek kozé tartozik az
Alzheimer-kor, a Parkinson-kér és a kiilonb6z6 prion betegségek, mint a
Creutzfeldt-Jakob-kor vagy a Gerstmann-Straussler-Scheinker-szindroma. Az
idegrendszeri betegségek megjelenése és lefolyasa Osszefiigg a fehérjék
konformdaciovaltozasdval ¢€s az azt kovetd aggregicioval, ugynevezett
amiloidplakkok kialakulasaval. Ezen folyamatokban egyes fémionok, mint
példaul a réz, a cink és a vas is szerepet jatszanak, felhalmozodasuk az érintett
agyszovetekben jol dokumentalt. Ezen kolcsonhatasoknak —szerkezeti,
funkcionalis és fiziologiai kdvetkezményei vannak. Egyrészt koordinacidjuk altal,
masrészt a réz(Il)ion és vas(Ill)ion, mint redoxaktiv fémionok, a reaktiv oxigént
tartalmazo részecskék képzodésének eldsegitése révén is hozzajarulnak az
emlitett betegségek kialakuldséhoz.!

A fémion-katalizalt oxidaci6 oxidativ stresszt, a biologiai Oregedés
felgyorsulasat és idegrendszeri betegségeket okozhat. A biomolekulak fémion-
katalizalt oxidacioja soran a vas(I1l)- vagy réz(II)ionok alkalmas elektrondonorral
(példaul NADH, NADPH, glutation, aszkorbinsav) kolcsonhatasba 1épve
redukalodnak. A képz6dé vas(I)- vagy réz(l)ionok a peptidek specifikus
fémkdotohelyeihez  koordinalédva hidrogén-peroxiddal reagéalnak, aminek
eredményeként hidroxilgyok képzodik. A hidroxilgydok képes oxidalni a
fémionnal szomszédos fehérjeoldallancot, ez a folyamat fiigg az oldallanc
mindségétdl. Ennek eredményeként a fehérje, illetve a peptid fémkdtohelye
oxidalodik, de maga a peptidkotés hasadasa is bekovetkezhet. Ezt a folyamatot
nagymértékben befolyasolja az aminosavszekvencia is.

Az egyik lehetséges terapias utvonal a neurodegenerativ elvaltozasok
bekovetkezése ellen, illetve azok visszaszoritasara olyan hatéanyagok
kifejlesztése, amelyek szerkezeti tulajdonsagaik révén szelektiven csokkentik a
fémion-fehérje kolcsonhatast anélkiill, hogy maguk a molekuldk vagy
fémkomplexeik az emberi szervezetre kéros hatassal lennének. Ezen gyogyaszati
terapiara megfeleld6 MPACs (metal-protein attenuating compounds) fémion-
fehérje kolcsonhatast gyengité molekuldk és kelatormolekuldk tervezése,
szintetizalasa és tanulmanyozasa mar tobb évtizede elkezdddott.’ Habar néhanyan
a tudomanyos korokben kételkedve tekintenek ezen kutatdsi irany
fenntarthatosagara,* sokak szimara még a mai napig is aktualis feladat (ijabb, jobb
tulajdonsaggal rendelkez6 kelatormolekulak felkutatdsa és tanulmanyozésa.> ¢

Epp ezért munkank soran vizsgaltuk a kiilsnb6z6 védémolekuldk, mint a
gyokfogoként ismert aszkorbinsav és a fémion-fehérje kolcsonhatast gyengitd
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kismolekuldk, - az aroil-hidrazon és szalan tipusu vegyiiletek -, hatasat.
Els6dlegesen vizsgaltuk a nativ fragmens modellpeptidjén keresztiil a fémion-
katalizalt oxidéaciot befolyasold tényezdket. Az oxidacios koriilmények
optimalizalasa és az aminosav-szelektiv oxidaci6 meghatarozasa mellett azt is
vizsgaltuk, hogy hogyan befolydsoljadk a véddmolekuldk az oxidécio
lejatszodésat. Tanulmanyoztuk, hogy az emlitett vegytiletcsoportok kompeticidoba
1épnek-e a réz(I1)- és cink(Il)ionokért, ezaltal védelmet nytjtva a peptidmodellek,
illetve a fehérjék elvaltozasaval és az oxidacidval szemben.

A fehérjék rossz vizoldhatosaga miatt azok nehezen tanulmanyozhatok,
viszont az oldallancukban kiilonb6z6 funkcios csoportokat tartalmazoé peptidek jol
modellezik a fehérjék koordinacios tulajdonségait, igy a Bioszervetlen Kémiai
Kutatocsoportban elsédlegesen ezen peptidek koordinacios és oxidacios
tulajdonsagait vizsgaljuk. A dolgozatban a bioldgiai szempontbol jelentés human
prion fehérje (103 — 112) peptid fragmens fémion-katalizalt oxidaciojara
Osszpontositunk.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Oxidativ stressz az €16 szervezetben

A sejten beliil a pro-oxidans és antioxidans részecskék kozotti egyensuly
felborulasat a pro-oxidans vegyiiletek iranyaba oxidativ stressznek nevezziik. Az
oxidativ stressz jellemzdi a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS = reactive oxygen
species) mennyiségének jelentds ndvekedése, az elégtelen antioxidans védekezés
¢s a sejt redoxegyenstlyanak nem megfelel6 mitkodése. Ez egyes biomolekulak
megvaltozasdhoz vezet, ami meghatarozza a fellépd betegséget is. Az oxidativ
stresszt gy is jellemezhetjiik, mint a redox-jelatvitel és szabalyozas zavara,
illetve molekuléaris karosodas.” Az egészséges emberi szervezetben a ROS a
szerves peroxidok mitokondridlis oxidativ metabolizmusa soran, a sejtlégzés
kozben kis mennyiségben keletkeznek, és nélkiilozhetetlenek az élethez.® Tobbek
kozott sziikségesek a sejthomeosztazis fenntartasahoz, a jelatvitelhez, a
génexpressziohoz, a receptorok aktivalasahoz, a patogén felismeréséhez és
differencialodasat.” !> Tehat a ROS és a reaktiv nitrogén részecskék (RNS =
reactive nitrogen species) a sejtfolyamatokat szabalyozd enzimekben a
reverzibilis redox valtozasok utjan jelz6 molekulakként viselkednek.!'*'
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A legjelentésebb nagy reaktivitastt ROS és RNS gyokok vagy molekulak
kozott szerepel a hidrogén-peroxid (H»20.), a szuperoxid gyokanion (O,™°), a
hidroxilgyok (¢*OH), a nitrogén-oxid gyok (NO#) és a peroxinitrition (ONNO™).!¢
Az exogén oxidans forrasok kozé sorolhatok tovabba a kdrnyezeti szennyezok.
Ezek alatt értjiik a dohanyfiistot, a méreganyagokat, a nehézfémeket, a kiilonb6z6
kémiai eredetli és hatdsti drogokat, a stresszt, az alkoholt, az allergiat, az
elektromagneses sugarzast és az ionizalo sugarzast, mint példaul az ultraibolya, a
lathaté és az infravords-A sugarzast, illetve a téplalkozasi szokéasok is
befolyasoljak az oxidativ stresszt.!”!” A ROS és RNS mennyiségét az enzimek és
kis molekulatomegti elektrondonor és antioxidans vegyiiletek alacsony szinten
tudjak tartani, de ezen részecskéket nem lehet teljesen eltavolitani a szervezetbdl,
ugyanis kis mennyiségben 1étfontossaguak, viszont nagy feleslegben
felhalmozodva oxidativ stresszként fejtik ki karos hatasukat.?

Az antioxidansoknak tobb tipusat kiilonboztethetjiik meg. Elsddleges
antioxiddnsoknak nevezziik a lancszakitd antioxidansokat. Ezek gyokfogdként
mikodnek, és a reaktiv gyokoket stabilabb gyokokké, anionokkd vagy
molekulakka alakitjak at. A masodlagos antioxidansok kioltjak a szinglett
oxigént, lebontjdk a peroxidokat nemgyoOkos részecskékre, a pro-oxidans
fémionokkal kelatot képeznek, inhibitadljak az oxidativ enzimeket (pl.
lipooxigendz) vagy elnyelik az UV-sugarzast. A masodlagos antioxidansok
els6dleges antioxidansokkal egyiitt szinergikus hatast mutathatnak. Savas
kornyezetet kialakitva stabilizaljak az elsddleges antioxidansokat, vagy éppen
regeneraljak azokat hidrogéndonalassal.?!

Az antioxidansok kozil két nagy csoportot kiillonboztethetiink meg: az
enzimatikus antioxidansokat (mint pl. a szuperoxid-diszmutaz, a katalaz és a
glutation-peroxidaz  enzimek) és a nem-enzimatikus antioxidansokat
(aszkorbinsav, glutation, huagysav, ferritin, karotenoidok, tokoferolok,
flavonoidok).” A szuperoxid-diszmutaz (SOD) enzim két 1épéses folyamatban
diszproporcional két szuperoxid-gydkaniont egy oxigén és egy hidrogén-peroxid
molekulava. Az aktiv centrumban elhelyezkedé fémiontol fliggden négy fajta
szuperoxid-diszmutazt kiilonboztetink meg: MnSOD, FeSOD, NiSOD,
Cu,ZnSOD. Az emberi szervezet szamara a Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz a
legjelentésebb. Az enzim két alegységbol all, és mindkét alegység aktiv
centrumaban megtalalhato a Cu(ll) - és Zn(Il)-ion. A SOD enzim képes
szelektiven a szuperoxid-gyokanion diszproporcidjat katalizalni, Ggynevezett
ping-pong mechanizmusban. Néhany SOD esetében a redukalt SOD H,O,-dal
reakcioba 1épve képes irreverzibilisen inaktivalodni. Ez a peroxidativ reakcid
Fenton-tipust reakcidé eredménye, melyben az aktiv centrumban levé redukalt
fémion redukalja a H,O,-ot, ezaltal hidroxilgyokot képezve. Ennek kovetkeztében
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a reaktiv gyok a kozeli aminosavakkal reakcioba 1ép. Az eukariotakban levo
Cu,ZnSOD ¢és a legtobb FeSOD gyors reakcioba 1ép a H,O»-dal, mig a MnSOD
és a prokaridta Cu,ZnSOD nem. A NiSOD esetében a H,O, szintén képes
inhibitadlni az enzimet, azonban e reakcid ebben az esetben reverzibilisnek
mondhato, hiszen a NiSOD enzim SOD aktivitasa képes helyreallni.?> 2

A masik fontos enzimatikus antioxidansként a kataldz enzimet tartjak
szamon, amely a H>O, bomlasat képes katalizalni. Az enzim tobb mint 500
aminosavbdl felépiild négy polipeptidlancbol 4ll6 tetramer fehérje. Négy Fe(IIl)-
ion tartalma hem molekulat tartalmaz, és az itt talalhat6 vas(Ill)ion reagal a H,O»-
dal kétlépéses diszproporcios reakcidban mikdzben a H>O»-ot lebontja két H,O és
egy O, molekulava. Bizonyos koriilmények kozott a katalaz képes peroxidativ
reakciora is. A katalaz mellett a f6 cellularis H,O»-dal reagaldé enzimek a
tioredoxin, peroxiredoxin, glutaredoxin, SOD ¢és az aszkorbat/glutation ciklus
enzimei (APX, monodehidroaszkorbat-reduktdz, dehidroaszkorbat-reduktaz,
glutation-reduktdz), melyek szabalyozzdk az oxidans felhalmozodast és
kompartment-specifikus modu jelatvitelt. Egylitt ezen redox-rendszerek felelsek
a H»O, atalakitasaért, ami kritikus a cellularis redox-egyensuly és intracellularis
jelatvitel fenntartasaban.*

Az enzimatikus vagy nemenzimatikus antioxidansok négy modon
nyujtanak védekezést a reaktiv oxigén szarmazékok ellen.

1) A preventiv antioxidansok visszaszoritjak a reaktiv részecskék
képzodését.

2) A gydkfogo antioxidansok visszaszoritjak a reakcidlanc inicialésat
elektrondonalas altal. Ilyenek példaul a hidrofil antioxidansok: az aszkorbinsav, a
glutation, a hugysav, és a lipofil a-tokoferol és ubikinol.

3) A helyreallit6 antioxidansok a szabad reaktiv részecskék altal okozott
sériillések megjelenése utan 1épnek miikodésbe. Sériilt DNS-szalat, lipidet és
fehérjét helyreallitd enzimek alkotjak ezt a csoportot. Ezen antioxidansok képesek
lebontani és eltdvolitani a sériilt fehérjét, lipidet és DNS-szalat, ezzel meggatolva
a sejten beliili felhalmozodasukat. A DNS-helyreallité enzimek kozé tartozik a
plomeraz, a glikolazok ¢és a nukleazok, valamint a proteolitikus enzimek
(peptidazok, proteazok és proteinazok), amelyek az emlés sejtekben mind a
mitokondriumban, mind a citoszolban megtalalhatok.

4) Az adaptaciés mechanizmusra tdmaszkodo antioxidansok megel6zik a
szabad gyokok képzddését vagy olyan reakciok lejatszodasat, amelyekben szabad
gy0kok vesznek részt.’

A kronikus oxidativ stresszt alatamasztjdk a biomolekuldkban
bekovetkezd poszt-transzlacios oxidativ modositasok: lipid-peroxidacio, fehérje
karbonilezés, aldehid vagy keton karbonil-addukt képz6dés, nitralas,
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szulfoxidacié, DNS-karosodds, mint a szalszakadas, vagy a nukleobazis
ez a biokémiai miikddés veszteségéhez vezet. A lipidek peroxidacioja telitett és
telitetlen karboniltermékeket eredményezhet, mint példaul a malondialdehidet és
4-hidroxi-2-nonenalt.?> 2 A lipidb8l szarmazé karbonilvegyiiletek nagy
reaktivitasi elektrofil molekuldk, és képesek reagilni a nukleofil
aminosavakkal.’”* A lipid-peroxidaciobol szdrmazo aldehidek és ketonok
kolesonhatasba 1éphetnek a fehérjékkel és nukleinsavakkal, ami kovalens addukt-
képzbddéshez vezet. Ezen reakciok tobb mechanizmus szerint is lejatszodhatnak.
A karbonil funkcidéscsoportok attol fiiggden, hogy milyen reakcié megy végbe
akar érintetlenek maradhatnak, ilyen eset a konjugalt kettds kotésen keresztiili
addicio is.*® A fehérje karbonilacio kifejezés olyan reakciot jelent, ami fehérjéhez
kotott karbonilcsoportokat, mint példaul aldehid, keton és laktam képzddését
eredményezi.’> 3! Ezen fehérjéhez kotott karbonilcsoportok —kiilonbdzd
folyamatokat eredményezhetnek, elsddlegesen az aminosavak kozvetlen
oxidacigjat. Ilyen példaul a lizin e-aminocsoportjdnak oxidativ deaminizacioja,
ami aminoadipin szemialdehidet eredményez. Kozvetlen fehérjemodositas is
végbe mehet, f6leg lipidek vagy szénhidrogének oxidalt termékeinek
szarmazo o,B-telitetlen karbonilvegyiiletek (példaul 4-hidroxi-2-nonenal)
Michael-addicioja a cisztein vagy hisztidin aminosavakkal, vagy lizin €s arginin
aminosavak reakcidja a lipid-peroxidaciobol vagy a glikoz autooxidacidjabol
szarmazo dikarbonilvegyiiletekkel.>*** Tovabba az arginin-, lizin-, prolin- és
treonin oldallaincok karbonilezése intracellularis fehérje keresztkotésekhez
vezethet.?*” Mindezen poszt-transzlaciés modositdsok hosszi tdvon sulyos
kovetkezményeket okozhatnak az életminéségben. Epp ezért az oxidativ stressz
lefolyasanak feltérképezése és megértése maig fontos téma a biokémiaban.

2.2. Az aszKorbinsav
Az aszkorbinsav, avagy a C-vitamin a

vizoldhato vitaminok és elsddleges
antioxidansok koz¢ tartozik. Az emberek
szamara létfontossagu. Szerkezete az 1.
dbran lathato. Legismertebb
hianybetegsége a skorbut. 1932-ben

Szent-Gyorgyi Albert izolalta eldszor, 1. abra: Az aszkorbinsav (C-vitamin)

amiért 1937-ben az orvosi Nobel-dijjal | szerkezeti képlete
jutalmaztadk. Szerepe van a szOvetek
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helyreallitasaban, a sebgyogyulasban, valamint a porc, a csontok és a fogak
fenntartasaban. Tovabba javitja a vasfelvételt és biztositja a bor, az inak és
inszalagok, illetve az erek mitkddését. Kitiing elektrondonor, ezéltal a gyokoket
stabil részecskékkeé képes atalakitani. Hatékony gyokfogoként viselkedik a reaktiv
oxigén és nitrogén részecskék ellen, mint példaul a szuperoxid-gyokanion, a
hidroxilgyok, az alkoxigyok, a hidrogén-peroxid és a szinglett oxigén ellen.
Semlegesiti a szabad gyokoket, igy védelmet nyujt a DNS, a fehérjék és a lipidek
szdmara az oxidativ kdrosodéassal szemben. Megvédi a sejtkomponenseket a
reaktiv gyokok indukalta bomlastol. Annak ellenére, hogy elsédlegesen vizes
fazisban van szerepe, képes regeneralni a tokoferol aktiv antioxidans formajat,
ezaltal hozzajarul a lipid-védekezéshez. Elosegiti a kollagénszintézist ¢és
stabilizalja a kollagén harmadlagos szerkezetét. Inhibitalja a karcinogén
nitrézamin szintézisét és csokkenti egyes kronikus betegségek megjelenésének
esélyét.

A reaktiv oxigén részecskék ellen nyujtott védekezésének egyik fontos
tényezdje, hogy a reakcio6 soran képz6do aszkorbilgyok-intermedier alacsonyabb
potenciallal rendelkezik, mint a peroxil-, alkoxil- ¢és alkilgyokok. Ez
megmagyardzza, miért képes az aszkorbinsav hidrogéndonalassal az oxidativ
részecskéket kioltani, mikdzben 6 maga dehidroaszkorbatta oxidalodik. Az
aszkorbinsav elektrondonorként képes fémionokat is redukalni, mint példaul a
Fe(Ill)-iont Fe(Il)-ionna, illetve a Cu(Il)-iont Cu(I)-ionna. Ezen redukcios
folyamat kdvetkeztében Fenton-rendszer alakul ki, ami indukalja a szabad gyokok
képzOdését a (1) — (4) egyenletek szerint.’® * Epp ezért az aszkorbinsav pro-
oxidans hatéssal is rendelkezik.

MU + AgcH ~—— M@ + AgcHe €))
MID + 1,0, — MU + «OH+ -OH ©)
M(IH/H) + H202 (_)[M(IH/H) _(Hoz)]2+/+ + H+ (3)
MOV _(HO,) 2 — M + «OOH 4)

2.3. Az aminosavak és fehérjék oxidacidja

A fehérjék a sejtekben, plazmaban és a szovetekben nagy gyakorisaggal
fordulnak eld, és a nagy reakcioképességiik miatt fontos célpontjai az oxidalo
agenseknek. A fehérjék kolcsonhatasa a reaktiv oxigén részecskékkel az
aminosavoldallancok vagy a fehérjelanc oxidacidjat, a karbonilcsoportbol
szarmazo vegyliletek képzodését ¢és fehérje-fehérje keresztkapcsolodast
eredményezhet.** A fehérjék oxiddcidja sordn a nagy reaktivitisu gyokok
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tamadasakor tobb oldallanc és a peptidvaz karosodasa is bekdvetkezhet. Az
aminosavak mindségétol és térbeli elhelyezkedésiiktol fliggben a kevésbé reaktiv
részecskék tdmadédsakor nagyobb szelektivitds érhetdé el az oxidacidban. A
modosulds nagyobb oldallanc-hidrofilitast, oldallanc- és fehérjevaz-hasadast,
kovalens keresztkapcsolast okozhat, illetve hidroféb kolcsonhatasok
kovetkeztében aggregéciot, a fehérje kitekeredését, megvaltozott konforméaciot és
mas biomolekulakkal megvaltozott kdlcsonhatast eredményez.*!

A biomolekuldk karosodasanak mértéke tobb tényezotdl fiigg. Ezek a
target molekulak koncentracidja, az oxidaloszer és a target molekula kozotti
reakcio reakciosebessége, a biomolekula és az oxidaloszer egymashoz
viszonyitott helye, a masodlagos karositd események (beleértve a lancreakciok
el6fordulasat), az intra- és intermolekularis transzferreakciok, valamint a
helyreallitd és oxidaloszer-megkotd reakciok lehetsége és mértéke. Ezen
kiilonb6z6 tényezok relativ hozzajarulasat nem lehet konnyen altalanositani és
rangsorolni, azonban az elsé kettd, vagyis a target molekula koncentracioja és az
oxidaloszer és a molekula reakcidjanak reakciosebessége egyértelmiien kritikus
fontossagu. Mivel a legtobb bioldgiai rendszerben a vizen kiviil a fehérjék a 6
komponensek, - a plazmaban megkoézelitdleg 1-3 mM, a sejtekben koriilbeliil 5-
10 mM koncentracioban lelhetok fel - igy ezek a legvalosziniibb célpontjai az
oxidaloszereknek.*

A reaktiv gyokok az aminosavakkal, peptidekkel és fehérjékkel képesek
hidrogénelvonasra, elektrontranszferre, addicios, fragmentacios, atrendezodéses,
dimerizacids, diszproporcids és szubsztiticios reakcioba 1épni.*! A fehérjéket
alkotd 20 esszencialis aminosav szerkezeti sokfélesége, valamint a peptidvaz,
mint potencialis reakcidpartner jelenléte kovetkeztében a fehérjéken szamos
reaktiv gyok alakulhat ki. A szabad aminosavakkal is el6fordulhat oxidativ
reakcid, de mivel a fehérjékhez képest ezek sokkal kisebb mennyiségben vannak
jelen a szervezetben, igy ezen reakciok kevésbé gyakoriak. A fehérje fémion-
katalizalt oxidacion is keresztiilmehet atmenetifémionok jelenlétében, mint
példaul a Fe(Il)- és Cu(I)-ionokkal. Ezen fémionok a fehérje fémionkotohelyéhez
kotédnek, majd hidrogén-peroxiddal reagalva hidroxilgyokot képeznek, ami
képes megtamadni a fémionkotShelyhez kozeli aminosavakat.? Ennek
eredményeként a fehérjék oxidativ sériilése megvaltoztathatja azok fizikai vagy
kémiai tulajdonségait, mint az oldhatdsagot, a szerkezetet és enzimaktivitast.*

A fehérjeoxidacio révén képzodott termékek mennyiségének novekedését
szamos kiilonb6zo betegség esetén tapasztaltak, tobbek kozott az Alzheimer-
kornal, cukorbetegségnél és a sziirkehalyog esetében is. 446

Az, hogy milyen gyok keletkezik a fehérjéken a tamadd gyok
reaktivitasatol és természetétdl fiigg. Az elektrofilgyokok, mint a hidroxilgyok és
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mas oxigéntartalmu gyokok, példaul az alkoxi- és a peroxilgyok, sokkal
gyakoribbak in vivo a nukleofilgyokoknél, illetve ezen gyokok elsédlegesen a
molekula elektronban gazdag helyeit oxidaljdk. Az egyik f6 utvonal a
hidrogénatom elvonasa a C-H vagy a cisztein esetében az S-H kotésrol. Az aromas
aminosavoldallancok esetében foleg a gytirtin jatszodik le addicid, mig a metionin
¢s cisztein esetében a kénatomon képzddik az addukt. A fehérjevaz oxidaciojakor
elsOként az aminosav és a reaktiv gyok 1ép kdlcsonhatasba egymassal, ami egy
hidrogénatom eltavolitasat eredményezi az aminosav o-szénatomjardl mikézben
alkoxi-peroxil-gyok jon létre. Ekkor a szénkdzponti gydk egy masik
szénkOzponti gyokkel reakcidoba lépve, oxigén hidnyaban, fehérje-fehérje
keresztkotést tud létesiteni. Egy masik reakcid a fehérjék karbonilacidja. Ez
irreverzibilis, és a fehérjeaktivitds elvesztését okozhatja a megvaltozott
peptidlanc-szerkezet miatt.” A karbonilszarmazékokat gyakran hasznaljak
biomarkerként a fehérjék oxidativ karosodasanak meghatarozasara. Tipikus
reakciokoriilmények esetén a hidroxilgyok elsddlegesen a fehérjék
aminosavoldallancait tamadja meg, mivel az a-szénatom tamadasa sztérikusan
gatolt. Azonban a fehérjelanc hasadasa is bekovetkezhet a peptidvaz a-
szénatomjanak kozvetlen tdmadasakor, illetve az oldallancon levd reaktiv gyok
vandorlasakor.

A szabad aminosavak esetében az oldallancok karosodésa jellemzobb,
mint az o-szénatomon bekdvetkezd véltozas.*® Az aminocsoport befolydsa a
tavolsaggal csokken, igy a nagyobb oldallancu aminosavaknal, mint a valin, a
leucin és az izoleucin a karosodas a tavolabb elhelyezked6 oldallancok felé
iranyul, amit az elérhetd C-H kotések szdma és a kialakulo szénkozponta gyok
stabilitisa is befolyasol.*" ¥ A tamadas szelektivitisa tovabba fiigg a
funkcioscsoportoktol, amelyek képesek stabilizalni vagy destabilizalni a képz6do
gyokoket, vagyis a hidrogénatom-elvonds kedvezOen a szerin és a treonin
hidroxilcsoportok kozelében fordul €l6.”° Ezzel ellentétben a lizin protonalt
aminocsoporti  oldallancan a C-2 pozicioban kedvezdtlen a tamadas, a
hidrogénatom-elvonas a C-4 és C-5 atomokat részesiti elényben.’" 3> Minden
esetben ezen reakciok szénatomkdézponti gyokokhoz vezetnek. Az addicios
reakciok tipikusan gyorsabban mennek végbe, mint a hidrogénatom elvonasaval
jardé reakciok. A fenil, tirozin, triptofan és hisztidin aminosavak, illetve a
kénatomot tartalmazod metionin esetében elsdsorban ezen addicios reakciok
jellemzok. 4!+
Alifas aminosavak esetén, mint példaul a valin, a leucin és az aszparagin,
gyakori folyamat az alkoxigyokok [-hasitasa. A reakcié sordn formaldehid,
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aceton, izobutiraldehid (2-metil-propanal) és glioxilsav karbonilvegyiiletek
képzddhetnek.” Az aszparagin, glutamin, treonin, illetve szerin aminosavak
oxidacigja szintén kevésbé jelentds, a hidroxilgydkkel szemben kis reaktivitast
mutatnak. Mig a prolin oldallanc oxidacidja bizonyitottan a peptidvaz hasadasat
okozhatja.>*

A fehérje- vagy peptid-alkoxigyokok képzddése a molekula C-terminalis
részének dekarboxilacidjat eredményezheti. Hasonldoan a savas karakterii
oldallanccal rendelkezd aminosavakhoz, mint a glutaminsav és az aszparaginsav,
a karboxilcsoport melletti szénatomoknal hidrogénatom-elvonas kdvetkeztében
az oldallanc dekarboxilacidja kovetkezhet be, amely sordn a megfeleld
karbonilvegyiiletek képzédhetnek, illetve el6fordulhat a peptidvaz hasadasa is.>>
56

A bazikus aminosavoldallanccal rendelkezé aminosavak oxidaciojat is
tanulmanyoztak. Az arginin oxidacidja soran egy karakterisztikus oxidacios
termék képzodését mutattak ki. Az oxidacid soran az ESI-MS spektrumon egy 43
Da-os vesztés figyelheté meg, ami az oxidalt termék guanidino-csoportjanak
vesztéséhez €s az ezt kovetd y-glutamil-szemialdehid képzédéséhez kothetd. Mig
a lizin aminosavoldallancanak fémion-katalizalt vagy y-radiolizissel végbemend
oxidacidjakor a hidroxi-lizin és a-amino-adipil-szemialdehid keletkezésérdl
szamoltak be.>!37- 3 Példak a keletkezd termékek szerkezetére a 2. dbrdn lathatok.
Alifas aminok esetében, mint ahogy a lizinnél is, vizes oldatban a hidroxilgyokkel
végbemend reakci6 er6sen pH filiggé. Bazikus korilmények kozott az
aminocsoport és az alifais amin a-szénatomja a hidroxilgyokok elsodleges
célpontjai a tamadaskor, aminek kovetkeztében hidrogénelvonas torténik. Ezzel
ellentétben savas koriilmények kozott az aminocsoport protonalt, ezért az erds
induktiv effektus miatt csdkken a mellette levd szénatom elektronsiiriisége, ami
kedvezbtlenebbé teszi a hidroxilgyok okozta elektrofil sajatsagu hidrogén
elvonasat, épp ezért inkabb a tdvolabbi szénatomokon kovetkezik be reakcio.*®

H
o]
HzN
NH, 2
OH HoN
OH
0 ’ HO.
Ox

y-glutamil- NH;

szemialdehid hidroxi-lizin ~ c-amino-adipil-szemialdehid
2. abra: Az arginin és lizin oxidacidja soran keletkezo f6bb termékek
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Az aromas oldallanct aminosavak oxidacidjanal a hidroxilgydk
els6dlegesen az aromas gytriit timadja. ESI-MS méréseknél egy vagy tobb +16
Da-os tomegii termék keletkezését detektaltak, ami oxigénaddicionak felel meg.
A képzb6do termékek szerkezetét a 3. dbra mutatja be. A fenilalanin esetében az
oxidacid helyét tekintve nem szelektiv. Az oxidacids koriilményektdl fiiggben a
fenilalaninb6l a tirozin kiilonbdz6 sztereoizomerei képzddnek, illetve a
tobbszords hidroxilacio dihidroxi-fenilalanin (DOPA) vagy akar trihidroxi-
fenilalanin (TOPA) képzddését eredményezheti. A tirozin esetében az aromas
gylrin a mar meglévé hidroxilcsoport miatt szelektivebb az oxidacio. A
fenilalaninhoz hasonld termékek képzdodnek, tovabba a termékek képesek
egymassal keresztkotést kialakitani a hidroxilcsoporton keresztiil. Az elébb
emlitett aminosavakkal szemben a triptofan oxidacioja kevésbé feltérképezett és
annal Osszetettebb. Szarvasmarha a-krisztalin fehérjén elvégzett fémion-katalizalt
oxidacios kisérletek soran hidroxi-triptofan, N-formilkinurenin, kinurenin és 3-
hidroxikinurenin képzddését figyelték meg.>* ¢

H
OH o
o o] NH, NH,
NHz -ono, *OH/O,
OH OH

HO
fenilalanin tirozin dihidroxi-fenilalanin
(DOPA)
OH 0, OH o H . OH
o
H,N
2 HoN HoN
H,N
AN o o
/ | — OH o]
N P HN H.N
H L HaN 2
\o OH
hidroxi-triptofan N-formilkinurenin kinurenin 3-hidroxikinurenin

3. dbra: A fenilalanin és triptofdan oxiddcioja soran keletkezd f6bb
termeékek

A hisztidin az egyik legjelentésebb aminosav a fehérjék és enzimek
miikddése tekintetében. Hajlamos az oxidéciora, mely soran Osszetett termékek
keletkezhetnek. A hisztidin oxidacidja foleg fémion-katalizalt oxidacio és Il-es
tipust fotooxidacid kovetkeztében megy végbe.®! A hisztidin és az aminosavat
tandem tomegspektrometriaval. A vizsgalatok soran szamos karakterisztikus
terméket megfigyeltek, koztiik a -22 Da vesztéssel jard aszparaginsav képzodését
a hisztidin atalakulasa soran, illetve egy +16 Da-os részecske megjelenését, ami a
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2-oxo-hisztidin képzddéséhez kothetd, és megegyezik a hisztidin fémion-

“ ey

crer

oxidalt termékét azonositottak. A f6 oxidalt termékek a 2-oxo-hisztidin, az
aszparagin és az aszparaginsav.>* A hidroxilgyok kezdetben az imidazolgyirti 2-
gyok képzodik. Ezen gyokok képesek az oxigén megkdtésére és tovabbi reakcion
mennek keresztiil, ami szamos kiilonb6z6é terméket eredményezhet a reakcid
koriilményeitél fiiggden.*® A irodalomban javasolt f6 termékek a hisztidin
oxidacidjakor a 4. abran lathatok.®

Hoo oo no9 uo 9 H 0 Ho0
_N Ho-fo, N ~N ~N ~N
— — + )y + + y + 0
= HN,__NH
hig OH NIL ]]}H\JH =0
0 :
a b c d g e

NVNH

+16 Da -22 Da -23 Da +5Da -10 Da

4. abra: A fehérjealkoto hisztidin oxidaciojakor keletkezd fobb termékek: a) 2-oxo-
hisztidin, b) aszparaginsav, c) aszparagin, d) aszpartil-karbamid, e) formil-

aszparagin

srcr

jelentésen fiiggenek a reakcié koriilményektdl, azon beliil is a pH-t0l.%' A
fehérjékben és peptidekben bekovetkezo oxidacigjat tobben is igazoltak, tobbek
kozott a glutamin-szintetaz, a human novekedési hormon,* és a szarvasmarha
Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim esetében.®®> Az amiloid-B esetében
megfigyelték, hogy a hidroxilgyok foleg az N-terminalis aminocsoportot és a
kiilonb6z6 hisztidin aminosavakat tamadja meg, ami a rézion koordinacids
szférajanak modosulasat okozza.®® Korabban kimutattak, hogy a Cu(Il)/aszkorbat
rendszerben oxidalt rekombinans SHa(29 — 231) prion fehérjében a hisztidin
oxidacidja jellemzobb volt, mint a metionin aminosav oxidacioja, tovabba a 2-
megfigyelték.®’

A kénatomot tartalmaz6 cisztein és metionin a legreaktivabb aminosavak
az oxidacido szempontjabol. A cisztein az egyik legjelentésebb aminosav a
fehérjék és enzimek miikddésében, valamint a fémionkotések kialakitasaban.
Részt vesz szamos enzim katalitikus aktivitasaban, illetve a fehérjeszerkezetben
fontos diszulfidhidak épitésében. Konnyen oxidalédik. A szabad aminosav
oxidacidjakor Osszetett termékek keletkeznek, koztiik szulfonsav (RSOsH),
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szulfinsav (RSO,H), diszulfid (RSSR”), illetve a szulfanilcsoport vesztésével a
cisztein dehidroalaninna és szerinné képes atalakulni.®? A fehérjékben a cisztein
oxidacidjakor kezdeti 1épésként a reaktiv oxigén szarmazékok hidrogénelvonassal
RSe gyokot alakitanak ki.®® ¢ Ezt két, egymadssal versengd reakcid koveti a
molekulédris oxigén vagy tiolat részvételével, amelyben az oxigén és tiol
koncentracigjatol fiiggden tiil-peroxil gyok (RSOOe) vagy konjugalt
diszulfidgyokanion képzodik.”™ "' A tiil-peroxil gyok a reakciok soran a
szulfénsav, szulfinsav, szulfonsav, diszulfid és szerin termékek prekurzora.®®

A kéntartalmi metionin
a hidrofob aminosavak kozé

tartozik, épp ezért altalaban a /H /n

fehérje szerkezetét tekintve a

hidrofob bels6é részen talalhato.

A  kénatom miatt az egyik O
legérzékenyebb  aminosavnak /S% o /5\\\ o
szamit az oxidacio a b

szempontjabol. Elsédlegesen
metionin-szulfoxid a képzddd
termék, ami tovabb oxidalhato

5. dabra: A fehérjealkoto  metionin
oxidaciojakor keletkezé fébb termékek: a)
metionin-szulfoxid, b) metionin-szulfon
metionin-szulfonna. A metionin | szdrmazékok

oxidaciokor keletkez6 termékek
szerkezeti képlete az 5. abran lathato. A reakcio kezdetén a metionin kénatomjan
a hidroxilgyok addicidja hidroxi-szulfuranilgyok képzodését okozza, ami
valdsziniileg egy O.-molekula elvonédsaval, majd ezt kovetéen egy hidroxilgyok
vesztésével a metionin-szulfoxid képzddéséhez vezet.** A metionin-szulfoxid
erélyesebb koriilmények kozott (pl. oxon) tovabb oxidalodhat metionin-
szulfonnd. Metionint  tartalmazé peptidek és  fehérjék  oxidacigjat
tomegspektrometriaval vizsgalva egy karakterisztikus 32 Da-os vesztést figyeltek
meg, mely egy aldehidtermék képzddése kdovetkeztében a CH3;SOOe--molekula
vesztéséhez kothetd.

Az oxidativ stressz jelenlétét harom kiilonb6z6 modon lehet vizsgalni: (1)
ROS koézvetlen mérése, (2) a biomolekulakban keletkezd karosodas mérése,
illetve (3) az antioxidans szint detektalasa.”” Kozvetleniil nehéz mérni a reaktiv
oxigén szarmazékok szintjét, mivel szamos részecske nagyon instabil. Emiatt a
kutatasok soran a fehérjék, DNS, RNS, lipidek vagy mas biomolekulakban
bekovetkezo karosodast mérik.”® Annak ellenére, hogy ez egy kozvetett modszer,
sok oxidativ stresszmarker nagyon stabil, és igy sokkal megbizhatébb modszernek
mindsiil. Egy masik megoldas az oxidativ stressz mérésére a sejtekben az
antioxidans enzimek és mas redoxmolekuldk szintjének mérése. Elérhetoek olyan
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mérési modszerek, amelyek specifikus antioxidans enzimek, mint példaul a
katalaz vagy a szuperoxid-diszmutaz aktivitasat mérik.”

A fehérjék oxidativ karosoddsa kovetkeztében a fehérjealkotd
aminosavak valtozasat kiilonboz6 analitikai modszerekkel hatarozzak meg. Ezen
modszerek kozé tartozik a HPLC, a fluorometria és az LC-MS.”* Egy masik
oxidativ stressz-biomarker a kis molekulatomegli tiolok oxidéacioja. Példaul a
glutation (GSH) tobb termékké is oxidalodhat, mint példaul glutation-diszulfidda
(GSSG), vegyes diszulfidda vagy glutation-szulfonamiddd. A glutation-
reduktazok a diszulfidokat glutationna redukaljak. Ez a valtozas
spektrofotometriasan kovethetd.”> Az aminosavak valtozasanak meghatarozasan
kiviil, a fehérjekarbonilok, a diszulfidok (-S-S-), a szulfinsav (-SO.H) ¢és a
szulfonsav (-SOsH) a leggyakrabban hasznalt biomarkerek kozott szerepelnek a
fehérjék oxidativ karosodasanak meghatarozasara.’

Az oxidacidé okozta fehérjemodositdas mennyiségi meghatarozasat az
aminosavak vesztésével mérhetjilk. Az instabil intermedierek képzddése és a
stabil termékek keletkezése miatt ezt leggyakrabban HPLC-MS, GC-MS kapcsolt
technikakkal és Western blot/ELISA teszttel végzik.”

2.4. A prion betegség és a prion fehérje

A prion betegségek jelenleg gyodgyithatatlan, halalos kimenetelii, ritka
idegrendszeri megbetegedések, melyek az emberre €s az allatokra is veszélyt
jelentenek. Ezen neurodegenerativ rendellenességeket altalanosan fert6zo
szivacsos agyvelogyulladasnak nevezik (TSE = transmissible spongiform
encephalopathy), viszont a megbetegedés, illetve a fertézés modja alapjan tobb
tipusa is létezik. A juhok és kecskék esetében a betegséget surlokornak, a
szarvasmarhaknadl a  betegséget kergemarhakérnak  vagy  szivacsos
agyveldgyulladasnak nevezik (BSE = bovine spongiform encephalopathy). Az
embereknél fellépd kor kialakulasa és tipusa alapjan tobbféle prion betegséget
kiilonboztethetiink meg, tobbek kdzott a kuru betegséget, a Creutzfeldt-Jakob-kort
(CJID = Creutzfeldt-Jakob disease), a Gerstmann-Straussler-Scheinker szindromat
(GSS = Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome) és a fatalis familiaris
inszomniat (FFI = fatal familial insomnia).”” Elséként a kuru betegséget fedezték
fel 1957-ben Uj-Guineaban.”

A fertézés oka egyetlen fehérjének, a cellularis prion fehérjének (PrP¢) a
rendellenes szerkezetvaltozasa (PrPS¢ = prion protein scrapie) és az ezt kovetd
aggregacioja, amely amiloid plakkok kialakuldsat okozza. Az amiloid plakkok
lerakddasa az agyban és a gerincvel6ben sejthalalhoz és szovetkarosodashoz
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vezet.” A cellularis prion fehérje egy sejtmembranhoz kotott glikoprotein.
Szamos szervben jelen van, de kiilonosen gyakori a kozponti idegrendszerben,
ahol a szinaptikus membranokhoz k6tddik. Minden emlds szervezetében a fehérje
egy glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI)-horgonyon keresztiil kotodik a gerincveld
és az agy gliasejtjeihez.%’ A prion betegségnél a fehérje aggregacios folyamatéanak
kezdete és terjedése kiillonb6zé modon mehet végbe. A sporadikus Creutzfeldt-
Jakob-kor (cCJD) esetében az endogén modon expresszalodott prion fehérje
spontan szerkezetatalakuldson és aggregacion megy keresztiil, mig az 6roklédo
prion betegségek esetében, mint amilyen a fatalis familiaris inszomnia (FFI), a
betegséggel tarsitott fehérjemutaciok segitik el6 az aggregaciot. A fertozéssel
elkapott prion betegségek esetén, mint példaul a varians Creutzfeldt-Jakob-kor
(vCJD), a surlds prion fehérje a taplalkozas altal vagy egyéb kiilsé uton keresztiil
inicialja a normal prion fehérje aggregacios kaszkadjat.8!-*?

A prion betegségek sulyos kognitiv és motorikus funkciok karosodasahoz
vezetnek. Az idegrendszer miikddésében jatszott szerepe a PrP¢ fehérjének még
nem teljesen ismert, de legnagyobb mennyiségben az agyban expresszalodik,
ezért a fehérje csokkenése jelentds idegrendszeri véltozésokat okozhat.3* A
betegségek 6 jellemzdje a stlyos idegsejtveszteség, melyhez tovabbi tiinetek
tarsulnak, és ez mind a kozponti idegrendszer (CNS) eldrehaladott szivacsos

A prion fehérjék fertdzoé patogének, melyek molekulalakjukban taroljak
az informaciot, amit képesek egyik molekulardl atadni egy masiknak. A fert6zo
PrP% 4gensrdl végzett vizsgalatok, illetve Kkorlatozott szama emberi prionon
elvégzett kisérletek azt mutatjak, hogy ezen patogének olyan kezeléseknek is
ellenallnak, melyek inaktivaljak a nukleinsavakat és virusokat, mint példaul az
alkohol, a formalin, az ionizald sugéarzas, a proteazok és nukleazok.*® Azonban
inaktivalhatok fehérjék miilkodését zavard kezeléssel, példaul fenollal,
detergensekkel és extrém pH-koriilmények alkalmazasaval.®’

A cellularis prion fehérjét a PRNP gén kodolja, és koriilbeliil 250
aminosav épiti fel. A sejtmembranhoz a C-terminalis rész iranyabol kapcsolodik
a glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) horgonyon keresztiil. A fehérje negyedleges
szerkezete egy hosszu, rugalmas, rendezetlen N-terminalis részbdl all, amely a 23-
as és 124-es aminosavak kozotti tartomanyt foglalja magéaban, és egy globularis,
rendezett C-termindlis részbol. A C-terminalis rész harom a-hélixet tartalmaz a
(144 — 154), a (175 — 193) és a (200 — 219) aminosav-tartomanyokban, valamint
két rovid antiparallel allasu B-reddt, melyek a 128-tol 131-ig és 161-t6l 164-ig
talalhatd aminosavaknal helyezkednek el.®® 8 A két rovid antiparallel B-redd
térben az elsd a-hélix két oldalan helyezkedik el, igy azt oldalrol kozre veszik és
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megtamasztjak.”® °' Emellett a fehérje tartalmaz egy metastabilis B-redds
hajlammal rendelkezd aldomént a (113 — 120) kozotti aminosavrégional.”? A
fehérje f6 fémionkotohelye az N-termindlis részen talalhatd négy ugynevezett
oktarepeat tartomany a 61-es és 91-es aminosavszekvencianal. Az oktarepeat
tartomany a négyszer ismétlddé -PHGGGWGQ- peptidegységbdl all, és az ezen
szegmensekben  talalhaté  hisztidinek  szolgalnak a  fehérje {6
fémionkdtohelyeiként. Minden egyes oktarepeat régioban talalhatd hisztidin
képes egy réz(Il)ion megkotésére.”® Tovabba a fehérje (90 — 111)
aminosavszekvenciajaban talalhaté még a His96 és Hisl11, melyeket a prion
fehérje oktarepeat région kiviili, tovabbi két réz(Il)ion kotohelyeként tartanak
szdmon. Az oktarepeat tartomany kozelében talalhato a (113 — 120)
aminosavszekvencianal az -AGAAAAGA- palindromikus motivum, melyrél
ismert, hogy képes a PrP¢ szerkezetatalakulasat inicidlni. A fehérje C-terminalis
részén talalhato egy diszulfidhid is, amely a Cys179 és Cys214 aminosavakat koti
ossze, illetve a masodik és harmadik o-hélixet.’® ¥ A fehérje szerkezetének
tanulmanyozasakor kimutattdk, hogy a hajlékony N-terminalis tartomany és a
globularis C-terminalis rész k6zott harmadlagos kolcsonhatas jon 1étre, amikor a
PrP¢ réz(Il)ionhoz vagy cink(Il)ionhoz ko6tddik az oktarepeat tartomanyon
keresztiil.”* Az N- és C-termindlis kozotti szerkezeti korrelaciot az oktarepeat
tartomanyon kiviili régié kozvetiti, ami horgonyként szolgal a fehérje két része
kozott.”> A fehérjében tovabba két glikolizacids szakasz is talalhatd, melyeket
diverz N-0sszekotott glikanok modositanak.”

A prion réz(Il)ionokhoz torténd koordinacidjat mar széles korben
tanulmanyozték és Osszefoglaltak.”” A réz(Il)ion kotédése az oktarepeat
tartomanyhoz harom kiilonb6z6 koordinacidos modon johet létre a réz(Il)ion-
koncentraciotol, illetve a pH-t6l fiiggden. Kis réz(Il)ion-prion arany esetén a
fémion harom vagy négy hisztidinhez kotédik. Nagyszama fémion-
koordinacional az oktarepeat tartomanyon beliill minden hisztidin egy
réz(Il)ionhoz koordinalodik az imidazoliumcsoporton keresztiil. Tovabbi
réz(Il)ion megkotésére képes még az oktarepeat tartomanyon kiviili His96 és
Hisl11 is.'%1%* Kutatasi eredmények alapjan a réz(Il)ion kotéséhez sziikséges
legrovidebb szakasz a (92 — 96) -GGGTH- aminosavszekvenciaju peptid.
Fiziologiés kortilmények kozott a képzddo réz(11)-komplexek koordindcidos modja
fiigg a pH-t6l. A pH-tdl fliggden az ekvatorialis geometriaju részecskék a hisztidin
imidazolcsoportjan, két amidnitrogénen és a peptidkotésen talalhatd egyik
karbonilcsoport oxigénjén keresztil vagy még egy tovabbi amidnitrogén
koordinacidjaval képzdédnek, [Nim, N, N, O] vagy [Nim, N, N, N ]
koordinaciés modot kialakitva.'® 19 A His111-nél a His96-hoz hasonld
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koordinacios modok figyelhetok meg semleges pH-n, ahogy ezt a HuPrP (106 —
115) -KTNMKHMAGA- peptid fragmens tanulmanyozasakor szerkezetvizsgalati
modszerekkel is  kimutattik.'® Ujabb kutatdsi eredmények  alapjan
szerkezetvizsgalati modszerekkel két modellt javasolnak a réz(Il)ion oktarepeat
tartomanyon kiviili koordinacidjara. A két modell koziil az 1-es tipusu
koordinacié ugynevezett ,zart” konforméciot mutat. Az 1l-es tipusu
koordinacioban a réz(Il)ion a 95-0s szerin, a 98-as glutamin, a 109-es metionin és
a 111-es hisztidin aminosavoldallancokhoz k6t6dik. Ez a modell a TSE-rezisztens
részecskékkel hozhatd kapcsolatba, valdszinlileg az oktarepeat kiviili régio
nagyobb stabilitisa miatt. A 2-es tipusu réz(Il)ion koordinicié esetén egy
vizmolekula [ép be a koordinacios szféraba, kiszoritva ezzel a 95-0s szerint, igy
ez egy kevésbé rendezett és az oldOszerhatasnak jobban kitett oktarepeat
tartomanyon kiviili koordinacidhoz vezet. A koézlemény szerint a 2-es tipus esetén
az oktarepeat région kiviili nyitottabb konformacio sokkal hajlékonyabba teszi az
N-terminalis részt, és a PrP¢ fehérje hajlamosabb lesz a koros PrP5¢ atalakulashoz
kothetd szerkezeti atalakulasra.'°® Nemrégiben felfedezték, hogy a prion fehérje
N- és C-terminalis doménje kozott cisz kolesonhatas van, aminek a megzavarasa
107. 108 Elektron paramagneses rezonancia (EPR)
szerkezetvizsgalati modszerrel igazoltak, hogy az N-terminalis és C-terminalis

neurotoxicitashoz vezet.”*

domén kozotti cisz kolesonhatast a réz(IT)ion stabilizalja. Ujabb kutatasok alapjan
aréz(Il)ion a C-terminalis részen levo His140 és His177 aminosavakhoz is képes
kotodni. Arra a megallapitasra jutottak, hogy a cisz kdlcsonhatas stabilizalasaban
részt vevo C-termindlis hisztidin nem axialisan kotodik az 6todik koordinacios
helyhez, hanem az egyik ekvatorialisan elhelyezkedé N-terminalis hisztidint
szoritja ki.!?

Tanulmanyoztak a fehérje patogén mutacioinak hatdsat az oktarepeat
tartomanyon kiviili réz(Il)ion megkotésre és megallapitottak, hogy a megvaltozott
koordinacio el6segiti in vitro, illetve sejtmodellekben a prion rendellenes

szerkezetatalakulasat.!'% !

Tovabba megfigyelték, hogy a H96Y mutécio
megvaltoztatja a réz(Il)ion koordinaciojat, és ez idegsejt-tenyésztett sejtekben a
koros PrP5¢ fehérjéhez hasonlé szerkezet képzddéséhez vezet.!'! A patogén
mutansok vizsgalataval kimutattak, hogy a His96 és Hisl11 aminosavaknak
szerepe van a réz(Il)ion kotésében. Tovabba a fémion betdltottségének szerepe
konformaciovaltozast idéz eld, illetve nagy valdszinliséggel a C-terminalis
doménnel is kolcsonhatasban van.'?

A normal, egészséges PrPC fehérje szerkezeti atalakulasanak folyamata a
koros PrP5¢ szerkezeti formava még tisztazatlan, de az ismert, hogy a koros
szerkezeti forma okozza a megbetegedést, illetve hogy a koros PrP5¢ templat
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hatassal kényszeriti a PrP¢ fehérjét a szerkezetvaltozasra, igy terjesztve a
fertdzést. Ezen folyamatban a templatolt és a templalt polipeptidek amino- és
karbonilcsoportjai kozott 1étrejové hidrogénkotések nagy valdszintiséggel
meghatarozo szerepet jatszanak,''> '3 emellett szamos kornyezeti tényezd is
hozzajarul a konformaciovaltozas indukaldsahoz. Habar a koros PrPs° szerkezeti
forméanak még nem sikeriilt feltérképezni a negyedleges szerkezetét, a jelenlegi
bizonyitékok arra utalnak, hogy elsddlegesen a fehérje N-termindlis részén
torténik a koros forma kialakuldsdhoz vezetd valtozds. Tobbek kozott az N-
terminalis rész (90 — 121) aminosavszekvencidjanak a szerkezeti valtozasa
kovetkezhet be B-redové, és feltételezhetéen az elsd a-hélix szakaszé, ahol a
szerkezetatalakito folyamat soran szintén B-redok alakulnak ki.''* A két szerkezeti
forma biokémiai tulajdonsigaiban kiilonbozik. Mig az egészséges PrPC jol
oldhato, protedzszenzitiv, B-red6kben szegény, addig a PrP> konformacio
oldhatatlan, hidroféb, részben proteazrezisztens, globularis szerkezettel
rendelkezik és B-redékben gazdag.'” A megnovekedett B-redd tartalom a (90 —
140) aminosavakat tartalmazé hidrofob tartomany nagy szerkezetatalakulasanak
koszonheto, feltételezhetéen a fehérje negyedleges térszerkezetének valtozésa
okozza az ezt kdvetd aggregaciot, amely amiloid fibrillek kialakulasahoz vezet.!

A cellularis prion fehérje szamos proteolitikus folyamaton megy keresztiil
az ¢lo szervezetben. A fehérjében a Lys110 és His111 aminosavak kozott o-
hasitas mehet végbe. Ennek eredményeképp egy ugynevezett C1 C-terminalis
fragmens ¢és a hozza tartoz6 N1 N-terminalis fragmens képzddik. A prion fehérje
szintén hasithat6 az oktarepeat tartomanyon beliil vagy annak kozelében a Trp89
¢és Gly90 kozott, és a megfeleld C2 C-termindlis fragmens, illetve a hozzatartozd
N2 N-terminalis fragmens képzddik. Ezt a hasitast 3-hasitasnak nevezik, és az
eddigi eredmények alapjan a hasitasban a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) is
részt vesznek.!!”- '8 A B-hasitas az oktarepeat tartomanyt nem tartalmazé fehérje
esetében nem megy végbe, illetve a B-hasitds nélkiil né a sejt érzékenysége a
reaktiv oxigén szarmazékok irant. Ez arra utal, hogy a PrP¢ B-hasitasa fontos
folyamat lehet a sejtek oxidativ stressz elleni védelmi mechanizmusaban.!''” A B-
hasitast patogén korilményekhez tarsitottak, mivel a C2 fragmenst nagy
mennyiségben  detektaltdk  Creutzfeldt-Jakob-korban  elhunyt  betegek
agyszoveteiben.'?122 A B-hasitds gatolja az o-hasitast, ezaltal az N1 és C1
fiziologias feladatait is, illetve ezaltal a PrP¢ bizonyos receptoraktivitasait is.'?> A
hasitasok soran az N1 és N2 fragmensek az extracellularis térbe és a testnedvekbe
keriilnek. Ujabban egy masik hasitasi folyamatot is leirtak, a y-hasitist. Ez a
fehérje és a membrantipusi matrix metalloproteazok kozotti kolesdonhatasabol
ered és egy nagyobb N3 és kisebb C3 fragmenst eredményez. A hasitas
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feltételezhetden a (170 — 200) aminosavak kozotti tartomanyon belill jatszodik
16.124’ 125

A PrP€ (111 — 115) peptid fragmensen vizsgaltik az a-hasitis hatdsat a
réz(Il)ion koordinaciojara. A hasitast kovetden a szabad aminocsoport jelenléte a
His111-nél nagyban befolyasolja a réz(Il)ion kotését ezen koordinacids

kornyezetben.'?

Szintén vizsgaltdk a [(-hasitds hatasat a réz(ID)ion
koordinaciojara a (90 — 115) peptid fragmens védett és az N-terminalis részen
szabad aminocsoportot tartalmazd molekula esetén, illetve a His96 és Hisl11
jelenlétében, és kiilon-kiilon az egyik hisztidint nem tartalmazé mutansokkal is.
Az eredmények azt mutattak, hogy a His111 hidnyaban a szabad aminocsoport
részt vesz a fémion koordinaciojaban a His96-tal egyiitt, viszont a H96 A mutacio
esetén a szabad N-terminalis aminocsoport nem koordinalodik, és a Hisl11 az
egyediili aminosavoldallanc, ami részt vesz a koordinacioban. Ezen eredmények
arra utalnak, hogy a [-hasitas nem befolyasolja a Hisl11 réz(Il)ion kotését,
azonban ez a His96 esetében nem igaz.'?” A B-hasitas megvaltoztatja az oktarepeat
tartomanyon kiviili hisztidinek koordinacios preferenciajat. Mig a teljes PrP¢
esetén a réz(Il)ion koordinacioés szempontbol a Hisl11-et részesiti elonyben a
His96-hoz képest,' 126 addig a B-hasitason atesett fehérjének és a megmaradt C2
fragmensnek a szabad aminocsoport jelenléte miatt pont ennek az ellenkezdjét
mutatja, vagyis His96 > Hisll1. Azonban fontos megjegyezni, hogy a
koordinacios izomerek jelenléte nem zarhato ki, viszont az alkalmazott kisérleti
koriilmények kozott ezen részecskék jelenlétét nem tapasztaltak.'?’

Magéanak a prion fehérjének a feladata és funkcidja egyelére még
tisztazatlan. Feltételezések szerint szerepet jatszhat az alvasszabalyozasban és a
sejtadhézioban is. Kimutattak, hogy a PrP¢ a szuperoxid-diszmutdzhoz hasonlo
aktivitassal rendelkezik, ami ahhoz a feltevéshez vezetett, hogy a fehérje szerepet
jatszhat a sejtek oxidativ valaszaban, illetve az oxidativ stressz elleni védelemben.
Az oxidativ stressznek a prion betegségekben is dontd szerepe lehet, mivel a
szabad gyokok altal okozott sériilések novekedését figyelték meg prion fertdzott
agyszovetekben.'” Az antioxidans viselkedés kapcsolatban allhat a prion
betegségek soran létrejovo neurodegenerativ elvaltozasokkal. A fehérjérol
kimutattak, hogy a (23 — 27) és a (101 — 110) aminosavak kozotti N-terminalis
régiok a DNS-sel és az RNS-sel is kdlcsonhatasba lépnek, mig a fehérje C-
terminalis régidja csak a DNS-sel.!*-13! Egyesek szerint, mivel bizonyitott a
fehérje nagy affinitasa a réz(Il)ionhoz, szerepet jatszhat a fémion szallitasaban.
Azonban ez kevésbé tiinik valosziniinek, hiszen a szervezetben talalhatok mas
fehérjék, amelyeknek a réz(Il)ion-szallitas az elsddleges feladata. A prion
fehérjéhez kotott réz(Il)ion funkcidja sem egyértelmil. Meggy6z6 bizonyitékok
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utalnak arra, hogy a prionnak Cu(Il)-kozvetitett idegrendszeri véddszerepe lehet
a S-nitrozilaci6 és a szinaptikus plaszticitds modulatoraként.!3?> Masok szerint a
réz(Il)ion szerepe a prion szerkezeti atalakuldsanak segitése vagy éppen annak
mérséklése lehet.!””- 13 Tovabba az oktarepeat tartomanyon kiviili rész és a
palindromikus motivum kozelsége egymashoz kapcsolatot sugall a réz(Il)ion
kotoédése és a prionatalakulas kozott.!** A fehérjérdl szintén ismert, hogy a
réz(Il)ion koncentraciojatol fiiggben szabalyozza az ioncsatornak miikodését a
szervezetben. !> 136 Kimutattak, hogy a sejtekhez szallitott réz(Il)ion részlegesen
megvédi a sejteket a PrP¢ N- és C-terminalis doménje kozotti hidrofob szegmens
a PrP¢ neuroprotektiv szabalyozasat a réz(Il)ion iranyitja.

Kapcsolat lehet a prion fehérje €s az amiloid-f kozott is. Feltételezések
szerint a prion fehérje kdzrejatszhat az amiloid-f oligomerek korokozd hatasaban.
A prion fehérje (95 — 110) aminosavszekvenciaja meghatarozonak bizonyult az
amiloid-pB fehérjéhez valo kotddésében.'*® Tovabbi érdekesség, hogy az o-
szekretdz, ami az amiloid prekurzor fehérje (APP) hasitasaval részt vesz az
amiloid-f3 képzddésben, hasitja a prion fehérjét a 111-es és 112-es aminosavak
kozott, igy lehasitva a sejtmembranrdl a PrPC azon részét, amihez az amiloid-B
kotodik.' Kimutattdk azt is, hogy a PrP¢ szubsztochiometrikus mennyiségben
gatolja az amiloid-f polimerizaciojat, viszont ehhez a rendezett C-terminalis
domén sziikséges.'** Egy masik kutatéds szerint a tubulin fehérje is kotédik a PrP¢
Creutzfeldt-Jakob-korért és Gerstmann-Straussler-Scheinker szindromaért felelds
prion mutansrol, a recPrP (106 — 126) esetében kimutattak, hogy gatolja a
mikrotubulusszintézist.'*?

2.4.1. A metionin oxidacidja a prion fehérjében

Szamos kdrnyezeti hatasrol bizonyitottak, hogy indukalja a prion fehérje
destabilizaciojat és elbsegiti a kezdeti szerkezetatalakulast. Fiziologias
koriilmények kozott az oxidativ stresszt €s a reaktiv oxigén szdrmazékokat tartjak
az egyik felelésnek a PrP¢ destabilizacidjanak indukalasaért.'** A megnovekedett
ROS-termelést a prion betegségek, az Alzheimer-kor, a Huntington-kor és a
Parkinson-kor egyik patolodgiai jellemzbjeként tartjak szamon.'**'4 A metionin
egyediilalléan érzékeny a reaktiv oxigén szarmazékok okozta oxidaciora. Az
oxidacid soran képz8d6 metionin-szulfoxid a PrP¢ szerkezetatalakulasahoz és ezt

crcr
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A metionin oxidacioja indirekt modon is kdzre jatszhat a prion betegségek
lefolyasaban. A legtobb fehérje az oxidativ karosodassal szemben a reverzibilisen
oxidalhaté metioninnal védekezik. Ezt egy specialis enzimrendszer, a metionin-
szulfoxid reduktdz (Msr) enzimcsalad segitségével teszi.'*’> ¥ A metionin-
szulfoxid reduktaz sztereospecifikus modon redukalja az oxidacié soran képz6dod
metionin-szulfoxidot metioninna. A katalitikus aktivitdsuk sztereospecifitdsa
alapjan két alcsalad 1étezik: az MsrA, amely a metionin-szulfoxid S-enantiomerét,
illetve az MsrB, ami az R-enantiomert redukalja. A metionin-szulfoxid reduktaz
elektrondonorként viselkedik, mikozben a fehérjében levé metionin-szulfoxidot
metioninna redukalja. A reakcié terméke a metionin oldalldinc és a metionin-
szulfoxid reduktaz diszulfidos cisztein intermediere. Az oxidalt enzim katalitikus
aktivitasat ezt kovetdéen a diszulfidos cisztein intermedier redukciojaval a
tioredoxin és tioredoxin-reduktaz allitja helyre. A folyamatban a NADPH
terminalis elektrondonorként vesz részt, mikozben katalitikus ciklusonként egy
molekula NAD" képzddik.'*

A metionin a masodik legritkabb aminosav a gerinces ¢l6lényekben
talalhatd fehérjékben, altalanosan mindossze 1,8%-ban lelheté fel a
proteomokban. Ennek ellenére az emberi prion fehérjének a tobbi proteomhoz
képest szokatlanul magas a metionintartalma, hiszen &sszesen 12 metionin
talalhato benne.'®® Hét metionin aminosav taldlhato a rendezett C-terminalis
részen, amely a protedzrezisztens PrP% aggregatumok magjat képezi. A hét
metionin kozil a M129, M134, MI154 és M166 a fehérje negyedleges
szerkezetének feliiletén talalhatok. Ezen aminosavak sokkal jobban ki vannak téve
a ROS oxidacionak, mig a M205, M206 és M213 aminosavak részlegesen vagy
teljesen fedettek.®* A M112 és M129 polimorfikus az emberi prion szekvencidban,
elsddlegesen metionin vagy valin aminosav foglalja el ezt a helyet. Egyéb
emlésok és allatok prion fehérjéiben a 112-es és 129-es poziciokban valin
talalhato.

A prion fehérjében talalhatdé metionin aminosavak oxidacidjanak
detektalasa és a novekvo érdekldédés az oxidativ stressz €s a neurodegenerativ
betegségek kapcsolata kozott szamos kutatdst inditott el a metionin oxidacio
lehetséges szerepének feltérképezése érdekében.!>! Molekularis dinamika
kisérletek kimutattak, hogy a Met205 hidrofob karaktere miatt sziikséges a fehérje
elsé és harmadik a-hélixe kozotti kolesonhatas stabilizacidjahoz. Tovabba a
hidrogén-peroxid is enyhe valtozast okoz a prion fehérje termodinamikai
stabilitasaban. Elsodlegesen a metionin oxidaciojat figyelték meg metionin-
szulfoxidda, illetve azon egyéb aminosavakban tortént valtozas, melyek a C-
terminalis hidrofob részen a moddosult metioninok kozelében helyezkedtek el.
Képz6do reaktiv oxigén szarmazékokhoz kothetd szerkezeti valtozasokat
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figyeltek meg 2D NMR analizissel réz(Il)ion katalizis mellett hidrogén-
peroxiddal kezelt PrP¢ fehérjénél. Szerkezetvizsgéalatok kimutattdk, hogy a
Met206/213 oxidaciojat kdvetden megnd a fehérje ezen részének rugalmassaga.'>
A PrP¢ oxidacioja hidrogén-peroxiddal és réz(Il)ionnal erélyesebb koriilmények
kozott nagyon instabil, nagy B-red6 tartalmu intermedier képzddéséhez vezet, ami
hajlamosabb oligomerek képz&désére, mint a PrPse.!>

Az orokletes Creutzfeldt-Jakob-korral kapcsolatba hozott E200K prion
fehérje mutdnson elvégzett oxidacids kisérletek azt mutattdk, hogy a feliileten
elhelyezkedd6 Met109/112/129/134/154/166  aminosavak hidrogén-peroxid
hatasara viszonylag rovid inkubacids idot kovetéen oxidalodtak, mig a térben
szerkezetileg beliil elhelyezked6 Met205/206/213 aminosavak oxidaciojara
hosszabb i1d6 sziikséges. Ezen felil a [-redés harmadlagos szerkezet
kialakulasahoz sziikséges a nem felilleti metioninok oxidacidja is. Ezen
eredmények arra utalnak, hogy a felilleti metioninok oxid4cioja a PrP¢
szerkezetvaltozasanak kezdeti 1épéseit indukalhatja, majd a kezdeti
szerkezetvaltozassal a térben beliil elhelyezked6 metioninok elérhetébbé valnak a
reaktiv oxigén szarmazékok szamara, majd ezek oxidacidja, kiillonosen a Met213
aminosavé, elegendd a fehérje teljes konformaciovaltozasidhoz, illetve a mutans
PrP stabilitdsanak jelentds csokkenéséhez.'>*

A metionin oxidacidja akar kozvetleniil is hatdssal lehet a PrP¢
aggregacioés utvonalara. Amiloidogén peptidekkel végzett kisérletek soran
megfigyelték, hogy a két feliileti metionint (Met109, Metl112) tartalmazo HuPrP
(106 — 126) peptid fragmens amiloidogén tulajdonsagai jelent6sen csokkennek
oxidacié hatasara.'™> Egyes feltételezések szerint a réz(Il)ionnal kotdtt prion
fehérje antioxidans mechanizmusaban a kdtéhelyhez kozeli aminosavak fémion-
katalizalt oxidacioja is részt vesz a folyamatban. A rendezetlen N-termindlis
doménban levé aminosavak koziil a Met109/112 ¢és a His96/111 lehet a
legérzékenyebb a fémion-katalizalt modositasra. Az egyik feltételezés szerint a
PrP¢-ben a metionin és hisztidin aminosavak oxidicioja aldozati oxidansként
jatszhat szerepet, ezaltal csokkentve a réz(Il)ion altal generalt ROS diffuzidjat és
reaktivitasat.'>

Kutatocsoportunkban korabban vizsgaltak a HuPrP (103 — 112) fragmens
¢s mutansainak fémion-katalizalt oxidaciojat Cu(Il)/H.O, rendszerben. A
metionint nem, csak hisztidint tartalmaz6 mutans peptid esetén fragmentalodast
figyeltek meg, mig a metionint tartalmaz6 mutansoknal a peptid oxidalodott €s
nem tapasztaltadk a peptidlanc hasadéasat. Az oxidacio kovetkeztében metionin-
szulfoxid ~ képzddott  termékként.'”  Tovabba  vizsgaltdk az  Ac-
PHAAAGTHSMKHM-NH; tridekapeptid fémion-katalizalt oxidaciojat, amely
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tartalmazza a prion fehérje His85, His96 és Hisl11 kotési helyeit. A peptid
fémion-katalizalt oxidaciojanak vizsgalata soran mind a metioninok, és mind a
hisztidinek oxidacigjat kimutattdk. Tomegspektrometrias vizsgalatok alapjan a
metioninok és hisztidinek egyszeres oxidacidja mellett a hisztidinek tobbszords
oxidacigjat is tapasztaltdk. A kutatds sordn sikeriilt feldllitani a hisztidinek
oxidacidjanak tendencigjat. Kimutattak, hogy a His96 oxidécioja a legkedvezdbb,
amit a His85 oxidacioja kovet, és a His111 oxidacigja csak csekély mértékben
kovetkezik be. Erdekesség azonban, hogy ezzel ellentétben a peptid a réz(II)ion
megkotésekor a His111 ~ His96 > His85 tendenciat koveti. '

2.5. Kelatorok

A fémhomeosztazis helyreallitasara alkalmazott kémiai agensek, mint a
kelatorok is, alkalmasak lehetnek gydgydszati haszndlatra. Az ismert kelatorok
koz¢€ tartozik tobbek kozott a deferoxamin és a D-penicillamin is, amelyeket a vas-
¢s a rézionfelesleg okozta hemokromatézis ¢és Wilson-kor kezelésére
alkalmaznak. Mig ezen kelatorok komplexek kialakitasaval képesek a
felhalmozott fémionokat a szovetekbdl kiiiriteni, addig azok a neurodegenerativ
betegségek kezelésére nem feltétleniil alkalmazhatok. Ahhoz, hogy idegrendszeri
betegségek kezelésére hasznalhato legyen egy fémkelator, a molekulanak at kell
jutnia a vér-agy gaton, ami csak kis méretli hidrofob vegyiiletek szdmara atjarhato.

A fémion-kelator agensek szerves vagy szervetlen molekuldk, amelyek a
fémionokhoz kotédnek és gytiriis szerkezetii molekulak képzodéséhez vezetnek.
Donoratomok altal kovalens €s koordinacios kotések [étrehozasara képesek. Ezen
donoratomok altalaban a kén-, a nitrogén- és az oxigénatomok, melyek
leggyakrabban tiol-, diszulfid-, amino- és hidroxil- funkcidscsoportként talalhatok
meg a molekuldban. Ahhoz, hogy a fémkelator hatékony legyen, kis
molekulatomegiinek kell lennie. Sziikséges, hogy nagy szelektivitasu legyen, és
olyan tulajdonsagokkal rendelkezzen, hogy 4t tudjon jutni a fiziologias és a
membran gatakon keresztiil a toxikus fémionokat koncentralt mennyiségben
tartalmazo6 szovetekbe. A fémionnal komplexet képezve tavolitja el a fémiont a
felhalmozott teriiletrdl. Fontos, hogy komplexe legyen artalmatlan és mas
fémionok homeosztazisara ne legyen hatssal.’> A dolgozatom kutatasi témajaban
aroil-hidrazonokat és modositott szalan tipusu vegyiileteket, mint fém-fehérje
kolcsonhatast gyengitd kelatorokat vizsgaltunk.
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2.5.1. Aroil-hidrazonok

Az aroil-hidrazonok olyan szerves

Schiff-bazis ligandumok, melyek Q
molekulaszerkezetét az —-NH-N=CH-csoport &s Ar1\c ¢N\ \ )J\A
a >C=0 karbonilcsoport jellemzi, és funkcios H H r2
csoportjaikhoz aromas szegmens kapcsolodik, 6. dbra: Az aroil-hidrazonok
altalanos szerkezeti képletiik a 6. dbrdn lathato. dltalanos szerkezeti képlete

Altalaban egy savhidrazid és egy aldehid
kondenzacios reakcidjaval allithatok eld.'> A ligandum az dtmenetifémionokhoz
két donoratomjan, a karbonilcsoport oxigénatomjan és a Schiff-bazis azometin
nitrogénatomjan keresztiil kapcsolodik. A hidrazonhoz kapcsol6dd szegmens
tovabbi donoratomokat tartalmazhat, ami befolyasolja a ligandum kotédését a
fémionhoz, ezaltal valtozatosabb koordinacios mod kialakitasara is lehetéség van.
Az atmenetifémiontol és a ligandumtol fiiggéen oktaéderes, tetraéderes és
siknégyzetes geometriaju komplexek is kialakulhatnak.'® 1° Ezenfeliil az aroil-
hidrazonok egyik érdekes tulajdonsaga, hogy oldatokban keto-enol tautoméria
jellemzi 6ket. Ez azt jelenti, hogy a hidrazin N-donoratomrol képes egy proton a
szomszédos karbonilcsoport O-donoratomjahoz vandorolni, amely soran
imidkotés alakul ki, A ligandum fémkomplexének tautomer formaja fiigg a kozeg
pH-jatol és a fémiontol, ez a komplex koordinacids modjat is befolyasolja.!®1-162
A tridentat aroil-hidrazonok hatékony fémion-kelatorok biologiai rendszerekben.
Tipikusan biszkomplexeket képeznek, viszont monokomplexek kialakuldsa és
izolalasa sem példatlan.'>- 1** A kis molekulatomeg, a kozepes lipofilitis és a
fémionokhoz valé nagy affinitis mind befolyasolja az aroil-hidrazon
sejtmembranon keresztiili atjutasat, illetve a fémionmegkdtést. Ezen molekulak
kiilonbdz6 bioldgiai felhasznalhatosdggal rendelkezhetnek. Tobbek kozott
gorcsoldo, véralvadasgatld, antidepresszans, fajdalomcsillapitd, antioxidans,
daganatellenes, antimikrobialis és virusellenes hatasaik is lehetnek.!'6% 165167
Ujabban szamos aroil-hidrazon analdgot tanulmanyoztak az oxidativ stressz
csokkentése, illetve az Alzheimer-kor kialakulasaért felelosnek tartott amilod-3
fémion-kozvetitett aggregacid gatlasanak érdekében. Szintén igéretesnek tlinnek
idegrendszeri betegségek kezelésére, mint fémion-fehérje kdlcsonhatast gyengitd
molekuldk (metal-protein attenuating compounds = MPACs). Az MPACs
vegyiiletek olyan kelatorok, melyek mérsékelt affinitassal rendelkeznek bizonyos
megel6zni, illetve a képz6dd amiloid plakkok toxicitasat csokkenteni, ezaltal
megelozve a betegség lefolyasat. Az MPACs vegyliletek a fiziologias
fémionhomeosztazis helyreallitasara torekednek, elsddlegesen a réz(Il)- és
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cink(IT)ionok specifikus megkotése révén. Igy lokalisan csokkentik az abnormalis
kolcsonhatast a fehérjével, megelézve annak oligomerizaciojat és a ROS
kozvetitette toxicitast.!®> 198172 Tovabba, az oxidacidval szembeni nagy
stabilitasuknak kdszonhetéen fémkomplexeik nagy potencialt mutatnak hatékony
oxidacios katalizatorként is.'>% 163173

2.5.2. Szalan tipusu vegyiiletek

A szalan tipusu vegyliletek a széles korben ismert és alkalmazott szalén
molekulak redukalt formai. A szalén- és szalan-komplexeket katalizatorként,
gyogyaszati felhasznalasra, népszerii bioszervetlen modellvegyiiletekként és
funkciondlis enzim mimikumokként is alkalmazzak. Ezenfeliil a biologiai
aktivitasuk és gazdag fotofizikai tulajdonsagaik miatt szamos javaslat sziiletett
felhasznalasukrdl terapias vegyliletekként és bioszenzorként. Kutatasok folynak
alkalmazasukra kelatterapia céljabol is, ezaltal bizonyos fémionok és
biomolekulak kozotti, potencidlisan toxikus kolesonhatasok megzavarasara és a
szervezetben a fémionok Ujra-eloszldsdnak és kiliriilésének eldsegitésére. Egyes
komplexek in vitro antioxidans és antimikrobidlis aktivitassal, daganatellenes
tulajdonsaggal rendelkeznek, illetve maga a ligandum is rendelkezhet
szabadgyokfogd sajatsaggal.!’*'76 A Schiff-bazis tipusi szalén fémion-
kotéhelyként két imin-N- és két fenolat-O-donoratomot tartalmaz. Ezen
donoratomok mindsége ¢€s elhelyezkedése felelds a jo kelatképzo tulajdonsagaért.
Komplexeikben csatolt (5,6,5) -tagh kelatgyurit alakit ki.

Pozitiv tulajdonsagaik ellenére alkalmazhat6sagukat korlatozza, hogy a
Schiff-bazisok hajlamosak a hidrolizisre.!””-17® Ezzel ellentétben a szalén redukalt
formaja, a szalan (7. dbra), ami két amin-N-donoratomot tartalmaz az imin-N-
atomok helyett, sokkal ellenallobb a hidrolizissel szemben. Az imin-N-atomoknal
bazikusabb amin-N-donoratomok jelenléte miatt a szalan vegyiiletek sokkal
jobban kotddnek a fémionokhoz, ezéltal stabilabb és rugalmasabb szerkezetii
komplexeket képesek kialakitani. Mig a szalén fémkomplexei planaris

geometriaval és transz konfiguracioval rendelkeznek, addig a szalan komplexek
snse 1174

—N N=— NH HN
S

7. abra: A szalen (bal) és redukalt formdja, a szaldan (jobb)
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2.6. A cink és réz koordinacios kémiaja és bioldgiai jelentosége
2.6.1. A réz

A réz létfontossaghh fémion a legtobb €16 rendszerben. Mennyisége
atlagosan 80 és 120 milligramm kozé tehetd egy 70 kg-os felndtt esetében. Az
emberi szervezetben legnagyobb részt a majban, az epében, az agyszovetekben €s
a szivben talalhato. Az emberi szervezetben a harmadik leggyakoribb
atmenetifém a vas és a cink utan. Mind a hidnyahoz, é¢s mind a felhalmozddasahoz
betegségek kothetok. Tobb mint 15 mg felett heveny toxicitast okoz. A
legismertebb rézanyagceseréhez kothetd betegségek a Menkes-kor (rézhiany) és a
Wilson-kor (rézfolosleg). A szervezetben a legnagyobb stabilitasti komplexeket a
fehérjékkel alkotja, és kizardlagosan réztartalmu fehérjékben fordulnak el6. A
fehérjékhez els6dlegesen a hisztidin, cisztein és metionin oldallancokon keresztiil
kapcsolodik.

Komplexeiben a réz foleg +2-es oxidacidos formdban van jelen. A
réz(I)ion elektronszerkezete d°, egy parositatlan elektronnal rendelkezik, emiatt
komplexei paramagneses tulajdonsaguak és szinesek. Sziniik fiigg a kapcsolodo
donoratomok mindségétdl és szamatol, de komplexei leggyakrabban kék szintiek.
Komplexei jellemzden tetragonalisan torzult oktaéderes geometridjuak.
Termodinamikailag stabil, nagy affinitdsu komplexeket képez mind az S-, N- és
O-donoratomokkal, a donoratom preferencia S > N >O iranyban csokken.
Jellemzden a kelatképzo és makrociklusos ligandumokat részesiti elonyben, mig
erésen soft tipusu ligandumokkal gyakran redoxireakciok is lejatszodhatnak. A
+1-es oxidacios formaja szintén eléfordul az €16 szervezetekben. A réz(I)ion
elektronszerkezete d'°, komplexei szintelenek és diamagnesesek. A réz(I)ion
erdsen soft karakterti, épp ezért stabil komplexeket csak soft ligandumokkal alakit
ki. Els6dlegesen linearis, de trigonalis és tetraéderes geometriai elrendez6désii
komplexek is el6fordulhatnak. Ritkan +3-as oxidacids formaban, réz(I1l)ionként
is el6fordulhat. A Cu(Ill) elektronszerkezete d® és diamagneses, komplexei
jellemzden siknégyzetes koordinacids geometriajuak. Komplexei nagyon erélyes
oxidaloszerek.

Az €16 szervezetben a rézfehérjéknek szamos funkcidja lehet. Feladatuk
lehet redoxifolyamatok katalizise, illetve részt vesznek az elektrontranszfer
folyamatokban. Ezek kozé sorolhaté a Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz enzim, a
citokréom c-oxidaz, a tirozinaz és a plasztocianin fehérje. A puhatestiick esetében
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a réztartalmi hemocianin felel az O, szallitasaért és tarolasaért. A réz tarolasaért
¢s szallitasaért felel tobbek kozott a metallotioenin és a ceruloplazmin fehérje.

2.6.2. A cink

A cink az ¢l6 szervezetek egyik létfontossagu fémionja, azon beliil is az
é16 rendszerekben a masodik leggyakoribb nyomelem. Atlagosan egy 70 kg-os
felnott ember szervezetében 2 és 4 gramm kdzotti mennyiségben van jelen, foleg
az izomszoOvetekben €és a csontokban talalhatd, illetve szamos enzimben és
fehérjében is eléfordul. Az enzimekben a cink elsddlegesen szerkezetalakitd
feladatot tolt be. A cinket tartalmazd enzimek kozé tartozik tobbek kozott a
Cu,Zn-szuperoxid-diszmutdz, a karboxi-peptiddz €s a szénsav-anhidraz is.
Mindemellett a cink egyik legfontosabb feladata a cink-ujj fehérje szerkezetének
kialakitasa. A fehérje feladata a DNS bazisszekvencidjanak felismerése, tovabba
a genetikai informacié atadasanak szabalyozasaban is részt vesz. Bizonyitottan
szerepe van az idegrendszeri betegségek lefolyasaban is. Kutatdsok kimutattak,
hogy Alzheimer-korban szenvedd betegek agyszoveteiben a cink normalis
értéknél nagyobb koncentracidban van jelen. Ezen eredmények szerint a cink
kialakulasahoz.

A cink az é16 szervezetekben féleg komplexként van jelen. A cink d'%-es
elektronszerkezete kovetkeztében komplexei szintelenek és diamagnesesek,
komplexeiben +2-es oxidaciés szammal talalhatd. Koordinacidos geometridja
nagyban fiigg a hozza kapcsolodo ligandumoktol, mind oktaéderes, és mind
tetraéderes geometriaji komplexek is kialakulhatnak. Kelatképz6 ligandumok
esetén a komplexek geometriaja torzulhat. Merev szerkezet(i ligandumok esetében
trigonalis planaris geometriai elrendezddésti komplex is képzodhet, valamint a
ligandum szerkezetétdl fliggden siknégyzetes geometriaju komplex kialakitasara
is képes. Termodinamikailag kozepes stabilitasu, kinetikailag labilis komplexek
alkot6ja. Mind a hard, és mind a soft donoratomokhoz egyarant jol kotédnek.
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3. Kisérleti koriilmények és alkalmazott modszerek

3.1. A mérésekhez hasznalt vegyszerek

A kisérletek soran analitikai tisztasagli vegyszereket hasznaltunk fel. A
pH-potenciometrias mérésekhez hasznalt KOH-, KCl-, illetve a pH-allitashoz
hasznalt kalium-hidrogén-ftalat oldat szilard vegyszerekbdl késziilt, mig a HCI-
oldat tomény sav higitasaval, melyet haromszor ioncserélt vizzel végeztiink. A
mérésekhez hasznalt KOH- ¢és HCl-oldatok pontos koncentracidjat
potenciometrias titralas alapjan hataroztuk meg.

Az oldategyenstlyi vizsgalatokhoz hasznalt CuCl, és ZnCl, oldatok és az
oxidacios kisérleteknél hasznalt Cu(NOs),, FeCls és Na,EDTA oldatok a Reanal
Finomvegyszer Zrt. vegyszereibdl késziiltek haromszor ioncserélt vizben oldva.
hataroztuk meg. A KOH, KCI, aszkorbinsav és HEPES puffer szilard
vegyszereket a Merck Kft. gyartotta. Az oxidacids kisérleteknél hasznalt tomény
H>O, oldat a Molar Chemicals Kft. cégtdl szarmazik. A kisérletek soran
felhasznalt kalium-hidrogén-ftalat, dimetil-szulfoxid, acetonitril, trifluorecetsav
¢és 37 % -os tomény HCl vegyszereket a VWR International Kft. forgalmazza.

Az oxidacids vizsgalatokhoz hasznalt Ac-SPKTNMKHA-NH;, Ac-
SKPKTNMKHA-NH; és Ac-SKPKTNMKHM-NH; szekvenciaji peptideket a
Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék Bioszervetlen
Kémiai Kutatocsoportjaban allitottak eld. A peptidek szerkezeti képlete a 8. dbran
lathato.

A 9. dbran feltiintetett aroil-hidrazon vegyiileteket Nicolas Rey
(Pontificia Universidade Catolicado Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazilia)
kutatocsoportja szintetizalta, mig a /0. abran lathaté modositott szalan és szalan
tipusu vegyiileteket George Kostakis (University of Sussex, Brighton, Egyesiilt
Kiralysag) kutatocsoportjaban szintetizaltak. A vizsgalt vegytileteket nemzetkozi
egylittmiikodés keretein beliil hasznalatunkra bocsatottak.
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3.2. Vizsgalt vegyiiletek

o o o o o o o
Ac-SPKTNMKHA-NH; l‘:fﬂfc‘:u—t!fnf(‘:ﬁ—g7H7CH—lt‘:fnffu—gfﬂfc‘:ﬂ—gfnfclm—g7H7ﬁ:ﬁ—c‘frm,
ﬁ " ‘ﬁ (‘IHz (‘:H—OH l‘tHa TH, ?H; CH, CHy
“sc_c_"_‘l:"‘c_'“ CH, CHy c=o0 CH, CH,
‘f"z (‘IHZ llle 5'; (‘IHZ N\L\
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NH, NH;
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HyG—C—N—GH-C—N—CH-C—N CH, CH; C=0  CH, CH,
CH; GHz oH NH s o, N by
T Y 2 2 1 S S
OH GHa CHy CH; GHy
GHa NH;, NH;
CH,
NH,
Ac-SKPKTNMKHM-NH:
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o C—N—CH:C—N—CH C—N—CH-C—N—GH-C—N—H-C—N—CH C—N—CH—C—NH,
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8. dbra: A vizsgalt peptidek szerkezeti képlete
O\/ o | i I
AN N NS ”\N o
H ‘ H |
=N /
HPCIH HPCFUR
[o]
1/ '\( N S / T N i o
N = ~n = ~Nn
N
H H
| \/ | \ /
X1THIO X1FUR
9. abra: A vizsgalt aroil-hidrazonok szerkezeti képlete
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/TN
NﬂN NﬂN NH HN
oy ol om0
OH
OH HO OH HO OCF; —
Salan 4CF30 -Salan Salquin
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NH HN
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dw Ho NH HN NH HN
Cro D v
dizh-Salan Salpyran 4F-Salpyran
NH HN — —
Q:OH }\:\> NH HN X NH HN ,
. — F30’0 OH _\ 0 OH 7\
6F-Salpyran 4CF30-Salpyran MetO-Salpyran
S AN
N7 N7
OH HN H HN
HzNj H,Nji
AEtQ ACyQ
10. abra: A vizsgalt szalan tipusu vegyiiletek szerkezeti képlete

3.3. pH-potenciometria

A modszer segitségével meghatarozhatdak a ligandumok protonalodasi
allandoéi és a fémionnal képz6dé komplexeik stabilitasi allandoi. A H'-ion és a
fémion (M™") kozott lejatszodd komplexképzddés soran fellépd kompetitiv
reakciot altalanosan az (5) egyenlettel jellemezhetjiik:

n HL + M™ = ML,™* + n H (5)
Mig vizes oldatokban a komplexképzOdési folyamat brutté egyenletét (6) a
kovetkezd Osszefiiggés irja le (a konnyebb kezelhetdség érdekében a részecskék
toltése nincs feltiintetve):
pM+qL+rH=M,LH: (6)
ahol M: fémion, L: teljesen deprotonalt ligandum, H: proton, p, q, r:
sztochiometriai egyiitthatok.
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Az egyenlet alapjan a képzod6 komplexek stabilitasi szorzata:
MpLgH,

Poar = [nilf[ﬁq[ﬁ]]f 0
A kisérleti adatokbol a PSEQUAD!” szamitogépes program segitségével
meghataroztuk a komplexek stabilitasi szorzatat. A mérés kozben kapott térfogat
(V) — pH adatparok mellett sziikséges a komponensek és az asszociatumok (a
ligandum kiilonb6z6 protonaltsagi fokt részecskéi, a kiilonb6zé M,LH;
fémkomplexek és hidroxidokomplexek) szdmat is megadni. Emellett az M, H és
L komponensekre nézve (p, g, r) meg kell adni a komplexek dsszetételét, illetve
az asszociatumok ismert protonalodasi allandoit vagy stabilitasi szorzatat, mig az
ismeretlenekre becsiilt értéket adunk meg. A programba tovabba be kell vinni a

c g ey

crer

faktort. Az utdbbira azért van sziikség, mert a diffizios potencial kikiiszobolésére
az Irving és munkatarsai altal kidolgozott modszert alkalmaztuk.'® A keresett
stabilitasi szorzatok értékeit a kiinduldsi komponensekre felirhaté anyagmérleg-
egyenletek (8-10) megoldasai adjak.

Cy = [M] + Z?:lpi .qur[M]lp[L]?[H]f 3
c, =[L]+ Z?:l a; ﬂpqr[M]f)[L]?[H]: ©
cu = [H] + ZiLi7i Bpgr [MITILI] [H]} (10)

ahol n a rendszerben képzddd asszociatumok szamat, a p, g, r jelolések a
sztochiometriai egylitthatokat jelolik. A program a kiinduldsi paramétereket
felhasznalva a Newton-Raphson iteracioval kozelit a keresett ismeretlen stabilitasi

szorzatok értékeihez, amig a ¥.(Visre — Vsgamitor) - Szamérték, ahol a ¥ az ismert
minimumot elérve megkapjuk az egyes stabilitasi szorzatok finomitott értékeit és
az azokhoz tartozo hibat. A kozelités pontossagat az illesztési paraméter, azaz a
|Vinert — Vszamitore| atlagértéke adja meg. A stabilitasi szorzatok megadasakor az
utolséd értékes jegy hibajat zarojelben tiintetjik fel. A program a szamitott
¢és a standard deviaciot a titralasi gorbe egyes pontjaiban. A program ezutan
abrazolja a részecskék koncentracio-eloszlasat a pH fiiggvényében egy altalunk
kivalasztott komponensre vonatkozoan, ez a komponens altalaban a fémion. A
dolgozatban szerepld koncentracio-eloszlas diagramokat a MEDUSA
programmal'®! készitettiik. Ehhez a kiindulasi komponensek koncentracioja és a
stabilitasi szorzatok megadasa sziikséges.

Az altalunk vizsgalt vegyiiletek egyrésze vizoldhatd volt, mig a szalan
tipusu vegyiiletek kozott vizben rosszul vagy egyaltalan nem oldodo vegytileteket
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is vizsgaltunk. Ezen indokbol kifolyolag a pH-potenciometrias kisérleteket vizes
oldatokban, illetve viz:dimetil-szulfoxid (30:70 V/V%) elegyben végeztiik el. A
vizoldhatd ligandumok esetében a mérésekhez szamitdogép altal vezérelt 0,500
cm?® végtérfogat Hamilton iivegfecskenddvel felszerelt Mol-AcS mikrobiirettaval
ellatott MOLSPIN pH-mérét hasznaltunk, amihez 6.0234.100 Metrohm
kombinalt iivegelektrodot csatlakoztattunk. A pH-potenciometrias méréseket 2,5
és 11,5 kozotti pH tartomanyban végeztiik. A mintak allandd ionerésségét 1,0
mol/dm?® koncentracioji kalium-klorid oldattal 0,2 mol/dm?-re allitottuk be. A
titralando minta térfogata vizes kdzegben 3,00 cm? volt. A mérdoldat adagolasat,
a titralas soran mért adatok rogzitését MOLSPIN szamitdgépes program vezérelte,
illetve végezte. A viz : dimetil-szulfoxid (H,O:DMSO) 30:70 V/V% elegyben
végzett pH-potenciometrias titralast Mettler-Toledo T50 pH-méré késziiléken
végeztik, melyhez Metrohm 6.0234.100 kombinalt iivegelektrodot
csatlakoztattunk. A mintdk allandé ionerésségét szilard KCl vegyszer
hozzaadasaval Aallitottuk be 0,2 mol/dm’-re. A titrdlandé minta térfogata a
H,O:DMSO elegyben 4,00 cm® volt. A pH-potenciometrias mérések el6tt a pH-

crer

ftalat oldatot hasznaltunk, melynek pH-értéke az alkalmazott homérsékleten

cre

4,005. A titralast pontosan meghatéarozott 0,2 mol/dm® koncentracidju, argon gaz

rrrrrrrr

srcr

crer

megallapitottuk a vizionszorzatot ¢és az Irving-faktort. A koncentraciok
meghatarozasat a titralasi gorbék Gran-féle linearizalasaval végeztiik. A vizsgalni
kivant ligandumok torzsoldatai szilard anyagok bemérésével késziiltek. A
ligandumok koncentracioi a mintdban 1x10— — 2x10— mol/dm® koncentracio
tartomanyba estek. A ligandumok protonalddasi allandoit és a mintabeli pontos
koncentraciot a titralasi adatokbol a SUPERQUAD!'$? nevii szamitdgépes
programmal szamoltuk ki, figyelembe véve a titralds sordn bekdvetkezd
térfogatnovekedést is. A fémion-ligandum aranyt 1:2 és 2:3 kozott valtoztattuk,
mig a vegyes ligandumu minték esetén a fémion-ligandum arany 1:1 volt minden
esetben. A fémkomplexek stabilitasi szorzatainak kiszamitasara a kordbban
emlitett PSEQUAD'” programot alkalmaztuk. A mérések sordn a mintdk
folyamatos kevertetéséhez VELP magneses kever6t hasznaltunk. A termosztalést
(25°C) Julaba F12 ultratermosztat biztositotta. Az oxigén és szén-dioxid gazok
kizarasa érdekében a minta légterébe argon gazt vezettiink be.
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3.4. UV-Vis spektrofotometria

Az 4tmenetifém-komplexekben d-d 4atmenetek jatszédnak le. A
fémkomplexek képzddése soran a kozponti fémion d-palyai a ligandum
elektromos tere miatt eltérd energidjuak lesznek, ez a d-palydk felhasaddsat
jelenti. A jellemzd fényelnyelést az igy keletkez6 d-palydk kozotti
elektronatmenetek, azaz a d-d atmenetek kovetkeztében alakul ki. A képz6do
komplexek a kapott spektrumok elemzésével jellemezhetdk, ezaltal megadhat6 a
koordinacioban részt vevd donoratomok szama ¢és mindsége. Ez alapjan
kovetkeztethetiink a komplex szerkezetére és geometridgjara is. A réz(Il)-
komplexekre jellemzd tetragonalisan torzult, oktaéderes geometriaju térben az 6t
d-palya négy energiaszintre hasad. A kétszeresen elfajult e, palyak koziil a dyo-y2
magasabb, mig a d,, alacsonyabb energiaszintre keriil, mik6zben a haromszorosan
elfajult to; palyak is felhasadnak. A dxy magasabb, mig a dx, és dy, alacsonyabb,
egyenld energiaszintre keriilnek. A 1étrejévo négy energiaszint kozott harom d-d
atmenetnek megfeleld sdvot varunk a spektrumban, a dx, (dy,)— dx2y2, @ dxy —
dioy2 és a dp — dyo.y atmeneteket. Az egyes savok a spektrumon legtobbszor
széles savként jelennek meg, az intenzitdsuk pedig fligg a koordinacios szféraban
levd donoratomok szamatdl és mindségétdl, illetve a kialakuld komplex
ekvatoridlis sikban koordinalt donoratomok rendelkeznek nagy hatassal az
abszorpcios spektrumra, az axialisan koordinalt donoratomok nem. Az N-, illetve
kisebb mértékben az O-donoratomok a rovidebb hullamhosszok felé toljak el az
abszorpcidos maximumot. Tovabba azt is megfigyelték, hogy a donoratomok
koordinalasahoz rendelheté hatds additiv. Ezaltal, az axialis koordinacid
kivételével a Siegel és Martin'® altal felallitott empirikus egyenlet (11) alapjan
kiszamolhaté a maximalis elnyelési hullamhossz becsiilt értéke. Az Osszefiiggés
azonban nem veszi figyelembe a kelatgylirli méretét, az axialisan koordinald
donoratomokat, illetve a ligandumhoz ko6tédo, de a fémkomplex kialakitdsaban
nem részt vevo szubsztituenseket.

1000 [ m]

n .
i=1%i

Amax = (11)

xi: hozzajarulasi tényez0, melyet szamos spektrofotometrias mérés
eredményeként adtak meg aminosav és peptid donoratomokra. '3

n: azon donoratomok szama, melyek hatassal vannak a Amax értékre.

Tovabba a koncentracio kiszamithato az elnyelési sav intenzitdsabol is. Azonban,

ha az oldat nem mutat szelektiv abszorpciot, akkor a koncentracio szamithato az
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abszorpcids koefficiens haszndlataval is, melyek kozott az Osszefiiggést a
Lambert-Beer torvény irja le:

A=lgo=g.cl (12)
ahol az £ a molaris abszorbcids koefficiens (M'em™), ¢ a koncentracio (mol/dm?),
[ a kiivetta hossza, ez altalaban 1,000 cm. A molaris abszorbcios koefficiens az
anyagi mindségre jellemz6, koncentraciotol fliggetlen érték.

A spektralis vizsgalatokat a réz(I)ionokat tartalmazd rendszerekkel
végeztik 200-900 nm hullimhossz  tartoméanyban. Az UV-lathato
spektrofotometrias méréseket Perkin Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras
fotométerrel, illetve VWR UV-1600 PC tipust egysugaras spektrofotométerrel
végeztik 1,000 cm-es kvarckiivettakat hasznalva. Hasonléan a pH-
potenciometrias kisérleteknél alkalmazotthoz, a mintdkban a ligandum
koncentracioja 1x10—> — 2x10 mol/dm’ tartomanyba esett. A hulldmhossz —
abszorbancia adatparokat a gyartok altal biztositott szoftverrel regisztraltuk, mig
a spektrumok abrazolasa MS Excel szoftverrel tortént.

3.5. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkdépia

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia egyike azoknak a
spektroszkopiai modszereknek, amelyek a polarizalt fény és egy optikailag aktiv
anyag kolcsonhatasan alapulnak. Az €16 szervezetek altal szintetizalt molekulak
donté tobbsége, igy a fehérjék is optikailag aktivak, azaz az oldatukon
keresztiilbocsatott polarizalt fény sikjat elforgatjak. A sikban polarizalt fénysugar
két cirkularisan polarizalt fényre bonthato fel, egy jobbra és egy balra forgd
komponens 0Osszegére, melyek azonos fazisban vannak ¢és amplitidojuk
megegyezik. Ennek a forditottja is igaz, azaz ha két, egymasra merdleges, egyenld
amplitadoja sikban polarizalt fényt adunk 0ssze, amelyek egymashoz képest 90°
faziskiilonbséggel rendelkeznek, ugy cirkularisan polarizalt fényt kapunk. A
mérémuszer is ezen elv alapjan allit eld cirkulédrisan polarizalt fényt. Sikban
polarizalt fényt egyszer(i polarizacids sziird segitségével allithatunk eld. Az
optikailag aktiv anyagok abszorpcids (extinkcios) koefficienssel ¢és
torésmutatoval rendelkeznek a kétféle cirkularisan polarizalt fénysugarral
szemben, emiatt csekély abszorpcios kiillonbség mutatkozik. E kiilonbség
eredményezi az elliptikusan polarizalt kilépo fényt.

A cirkularis dikroizmus (CD) mérés soran AA-t vagy ellipticitast mériink
a hulldmhossz fiiggvényében, amit a feldolgozés soran a koncentracio és a
kiivettahossz megadasaval Ag-ra konvertalunk (A€ = gpa — €jobb), €zt @ hullamhossz
fliggvényében abrazolva megkapjuk a CD spektrumot. Tehat a cirkularis
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dikroizmus, vagy mas néven a Cotton-effektus a sikban polarizalt fény két
Osszetevojének kiillonb6zo abszorpcidja.

Az atmenetifém-komplexek optikai aktivitdsat a komplex molekula
aszimmetriaja, vagy a ligandum sajat aszimmetriaja okozhatja. Kiralis komplexek
altalaban akkor jonnek létre, ha a komplexek kelatgytiriiket tartalmaznak, és az
enantiomerek akkor valosulhatnak meg, ha a komplexben 1évd fémion
kinetikailag inert komplexek kialakitasara hajlamos. A legegyszeriibb mérési mod
arra, hogy kimutassuk egy vegyiilet optikai aktivitdsat, az szolgaltatja, hogy a
sikban polarizalt fény polarizacios sikja elfordul, ha olyan oldaton halad at, amely
tartalmazza vagy az egyik, vagy a masik enantiomert, vagy amelyben valamelyik
enantiomer feleslegben van. A komplex molekula optikai aktivitasat okozhatja a
kozponti atom aszimmetridja, vagy a komplexképzodés hatasara a ligandum
donoratomjan kialakulé aszimmetria. Ha a komplex optikai aktivitdsa a
komplexképzddés alatt alakul ki, akkor a komplexképzddéssel a két enantiomer
racém elegyét kapjuk, melyekhez ellentétes eldjelii, azonos értékii Cotton-effektus
tartozik, igy kioltjak egymadst. Ezeket az enantiomereket csak kinetikailag inert
komplexek esetében lehet egymastol elvalasztani és vizsgalni.

A CD-spektroszkopiai vizsgalatokat JASCO-810 tipusu késziiléken
végeztik a réz(Il)iont tartalmazé ekvivalens aranyu fémion-ligandum vegyes
ligandumrendszerek esetén. A mintak koncentracidja megegyezik a pH-
potenciometrikus vizsgalatok kivitelezésénél alkalmazottal. A spektrumokat
szobahémérsékleten 220-800 nm hullamhossz tartomanyban vettiik fel kiilonb6z6
pH-értékeken. A méréseket 0,100 cm és 1,000 cm tthosszu kiivettakban végeztiik.
A spektrumokat Microsoft Office Excel programban abrazoltuk.

3.6. Oxidacios kisérletek

Az oxidacio lejatszodasanak és  eldrehaladasanak  kovetésére
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat (HPLC: High-Performance Liquid
Chromatography) alkalmaztunk. A vizsgalatoknal 1,00 cm?® mintéat allitottunk
ossze, ahol a peptid koncentracidja 1,0 mmol/dm? volt. Az egyes oxidacios mintak
fémion-peptid ardnyanak megfelelden valtoztattuk a hozzdadott fémion
mennyiségét. Az Ac-SPKTNMKHA-NH, nonapeptid esetében az oxidacio soran
keletkezett termékek meghatarozasa érdekében félpreparativ
folyadékkromatografot hasznaltunk. Az elvéalasztasnal az oxidaciohoz 20 mg
nonapeptidet hasznaltunk fel, mig a t6bbi komponenst ezzel aranyosan adtuk a
mintdhoz. A pH beallitasara ~0,2 mol/dm?, pontosan ismert koncentracidja KOH-
oldatot alkalmaztunk. Az oxidaciot 1%-os H.O, hozzaadéasaval inditottuk el. Az
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aszkorbinsavat tartalmazé mintak esetében az aszkorbinsavat a peptidhez képest
husszoros feleslegben alkalmaztuk. A fémion-katalizalt oxidaciot Na,EDTA-
oldat 6tszoros feleslegével allitottuk le a mintavétel idopontjadban. A vizsgalatokat
pH = 7,4 értéken és 25 °C-on hajtottuk végre. A peptidek oxidaciods termékeinek
azonositasara LC-MS, offline MS, illetve MS/MS méréseket végeztiink.

A mérésekhez haszndlt analitikai HPLC Jasco MD-2010 plus diédasoros
detektorral, mig a félpreparativ HPLC Jasco UV-2077 plus UV-lathato 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 pm).
A félpreparativ kolonndt frakcidszedésre hasznaltuk, ennek paraméterei a
kovetkezok: Grace Vydac Protein and Peptide C18 218TP510 (250 mm % 10 mm,
300 A, 5 um). Elvalasztashoz eluensként vizet (Mobil A) és acetonitrilt (ACN)
(Mobil B) hasznaltunk, amelyek 0,1 % (V/V) TFA-t tartalmaztak. Aramlasi
sebességnek az analitikai HPLC esetén 1,00 ml/percet, mig a félpreparativ
folyadékkromatografias modszer esetén 2,00 ml/percet valasztottunk.

Az alkalmazott folyadékkromatografias modszerek:

o A Cu(ll):Ac-SPKTNMKHA-NH:H>0;:Aszkorbinsav=1:1:4:4 rendszer
elvalasztasara hasznalt gradiens modszer:

1d6 (perc) Mobil A Mobil B
0,0 100 0
15,0 80 20
22,0 80 20
29,5 100 0

o Az Ac-SKPKTNMKHA-NH; peptid oxidacidjanak kovetésére hasznalt
HPLC médszerek a Cu(I1)/H»O; rendszerben a vizsgalt védémolekulak
jelenlétében:

— HPCIH; HPCFUR; XITHIO; Aszkorbinsav

t

(perc) Mobil A Mobil B
0,0 100 0
3,0 100 0
9,0 92 8
24,0 92 8
30,0 100 0
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o Az Ac-SKPKTNMKHM-NH, peptid oxidaciojanak kdvetésére hasznalt
HPLC mddszerek a Cu(I1)/H»O; rendszerben a vizsgalt védémolekuldk

jelenlétében:
—, XIFUR; XITHIO; HPCIH; HPCFUR; Salpyran; 4F-Salpyran
6F-Salpyran AEtQ; ACyQ
(pe‘rc) Mobil A Mobil B (petrc) Mobil A M"Bbll (petrc) Mobil A Mobil B
0,0 100 0,0 100 0 0,0 100 0
3,0 100 3,0 100 0 3,0 100 0
9,0 88 9,0 86 14 9,0 90 10
24,0 88 24,0 86 14 24,0 90 10
30,0 100 30,0 100 0 30,0 100 0
MetO-Salpyran; 4CF30-Salpyran Aszkorbinsay
(petrc) Mobil A Mobil B (petrc) Mobil A Mobil B
0,0 100 0 0,0 100 0
3,0 100 0 5,0 100 0
5,0 88 12 8,0 90 10
16,0 88 12 14,0 90 10
17,0 75 25 15,0 88 12
27,0 75 25 24,0 88 12
28,0 100 0 30,0 100 0
30,0 100 0
3.7. Tomegspektrometria (ESI-TOF-MS)

A peptidek, proteinek és fémkomplexek vizsgalatara széles korben
alkalmazzak az ESI-MS modszert. A termékek fragmentalodasat, hasadasat
vizsgalva tandem MS moddszerrel szerkezeti informaciokra is szert tehetiink. Az
elvégzett oxidacios vizsgalatok termékeinek azonositasara a tomegspektrometria
megfelel6 modszerként szolgal.

A minta komponenseinek gerjesztésére elektroporlasztasos-ionizacios
(ESI) technika hasznalhat6, amely soran a vizsgalt (oxidalt) peptid fragmentacidja
elkeriilhetd, igy ezzel a tomegilik elsddlegesen meghatarozhatd. Ennél a
modszernél a mintat atmoszférikus nyomason, folyadékarammal juttatjuk az
ionforrasba, ahol az ionok az atmoszférikus nyomast térben képzddnek. Az
ionképzddést a porlaszto kapillarisra kapcsolt elektrosztatikus tér eredményezi. A
kapillaris hegye és az ellenelektrod kozott elektrosztatikus tér jon létre, igy a
kapillaris végén 1évo folyadék felszinén toltéstobblet alakul ki, melynek hatasara
a kapillarisbol kilép6 folyadék kupszertien kicsucsosodik. Az elektrolikus
porlasztas eredményeképpen toltott cseppek képzodnek, melyekbdl a szaritogaz

36



Bodnar Nikolett doktori (PhD) értekezés

segitségével az oldoszer elparolog, és gazfazisu ionok keletkeznek. A keletkezd
ionokat el6szor egy elektromos mezo felgyorsitja, majd a nagyvakuum alatt levo
TOF (time of flight, repiilési id6) analizatorba jutva a nagyfesziiltség hatisara
tomeg/toltés (m/z) értékiik alapjan kiilonbozé idoben keriilnek a detektorba.
Tandem MS vizsgalat sordn az oxidalt termék prekurzorionként torténd
is. A kutatas soran elsddlegesen arra voltunk kivancsiak, hogy az oxidacié soran
a peptid szekvencidjdban talalhat6 aminosavak koziil melyek oxidalodnak.

A keletkezett termékek azonositasara LC-MS, offline ESI-MS és MS/MS
technikat alkalmaztunk. A méréseket a Debreceni Egyetem Szervetlen és
Analitikai Kémia Tanszékén talalhaté Bruker MaXis II. ESI-TOF MS késziiléken
Dr. Csire Gizella, illetve az Alkalmazott Kémia Tanszéken Dr. Nagy Lajos végezte
egy MicroTOF-Q tipusu Qq-TOF MS késziilékkel (Bruker Daltonik, Bréma,
Németorszag) és ESI ionforras mellett pozitiv modban. A mintabevitel sebessége
3 ul/perc volt, amelyet egy fecskenddpumpaval (Cole- Parmer Ins. Co., Vernon
Hills, IL, USA) kiviteleztek. A spray fesziiltsége 4 kV-ra lett allitva, a szarit6 gaz
(N2) hémérséklete 200 °C volt, aramlasi sebessége 4 1/perc. A nitrogén iitkozési
gazként is szolgalt az MS/MS vizsgalatoknal. A nyomas az iitkdzési cellaban
1,2:107° mbar volt. A prekurzorionok az MS/MS-nél 5 m/z izolacios szélességben
lettek kivalasztva. Kiils6 kalibraloként ESI koriilmények kozott a natrium-
trifluoracetat oldatbol keletkezd klaszterionok szolgaltak.

3.8. Ciklikus voltammetria (CV)

A ciklikus voltammetria (CV) egy széles kdrben hasznalt elektroanalitikai
mérési technika, amely mindségi és mennyiségi informaciot is képes szolgaltatni.
A modszer a fesziiltség szabalyozasan alapul. Mérés kozben a mintaoldatot
tartalmazo elektrolizis cellaba meritett munkaelektrod és az allandd potenciala
referenciaelektrodok kozott linearisan valtoztatjuk a fesziiltséget, mikdzben
detektaljuk az atfoly6 d&ramot a munka- és az ellenelektrod kozott. A mérés soran
kapott atfolyd aramerdsséget abrazolva a fesziiltség fiiggvényében megkapjuk a
voltammogramot. A felvett voltammogramon abrazolt gorbék szimmetridja, a
leolvasott cstucspotencidlok (Epa ill. E,c) és cstcsaramok (Ip. ill. I,c) mind
informaciot adnak. A gorbe alakja alapjan a redoxireakciok reverzibilitasarol
bizonyosodhatunk meg. Ha a vizsgalt potencialtartomanyban a voltammogramon
nem lathaté az oxidaciés vagy redukcidés cslcs parja, akkor a vizsgalt
elektrokémiai atalakulas irreverzibilis. A moddszer tovabba hasznalhatd
komplexek latszolagos stabilitasi allandojanak meghatarozasara,
reakciomechanizmusok felderitésére. Tovabba az anodos és katodos folyamatok
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soran kapott csucsaramok, illetve az é&ram lépcsémagassaga mennyiségi
meghatarozasra is alkalmazhato.

A méréseket BASI Epsilon EClipse késziiléken végeztiikk, szén
munkaelektrod (CHI104), Ag/AgCl 3 mol/dm? NaCl referenciaelektrod (Ei» =
+209 mV, normal hidrogénelektrodra vonatkoztatva) és platina ellenelektrod
(ALS Co. Japan) mellett. A rendszer kalibralasat Ks;[Fe(CN)s] oldattal végeztiik
(E12 =+458 mV, normal hidrogénelektrodra vonatkoztatva, I = 0,5 mol/dm? KCI).
185 A mérésekhez allando ionerésséget 0,20 mol/dm® KNOjs biztositotta. A vizsgalt
vizes oldatok térfogata 1 cm? volt. Az oldatban a vegyiiletek koncentracidja 1,0
mmol/dm? volt, mig a Cu(Il)-ligandum aranyt korabbi tapasztalatok alapjan 1:5-
re allitottuk be. Az oldat pH-értékét KOH- és HNOs-oldatokkal allitottuk be. Az
X1FUR és Salpyran réz(Il)-komplexeinek ciklikus voltammogramjat 800 — (-
600) mV tartomanyban 100 mV/sec pasztazasi sebességgel vettiik fel 25 °C-on.

3.9. Aszkorbat fogyas kisérlet

A képzodo reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) megakadalyozasanak
mérésére szolgalo egyszer(i indirekt modszer. Az aszkorbinsav, mint redukaldszer
a jelenlevé réz(Il)ionokat redukalja réz(I)ionna, mikdzben reaktiv oxigén
szarmazékok keletkeznek. A reakcid sordn az aszkorbinsav tobbek kozott
dehidroaszkorbinsavva alakul at. Ez a folyamat az UV tartomanyban koénnyen
kovethetd spektrofotometriaval.

A kisérletet Agilent 8453 spektrofotométerrel kovettiik 265 nm
hullamhosszon. A minta 25 °C-os hémérsékletét a fotométerhez csatlakoztatott
Hewlett Packard 89090A termosztat biztositotta. A mintaoldatok végtérfogata
2,50 cm?® volt. Az oldat 100 mmol/dm?® HEPES puffert tartalmazott, és a pH-t 0,2
mol/dm® HCl-oldattal allitottuk be 7,1-re. A HEPES puffer és aszkorbinsav
torzsoldatokat frissen készitettik el. A Salpyran, CuCl, és aszkorbinsav
koncentracidéi a mintaoldatban 12 uM, 10 uM és 100 uM voltak. A
komponenseket a kdvetkezd sorrendbe adtuk az oldathoz: HEPES puffer, HCI,
viz, aszkorbinsav, CuCl, és Salpyran. A Salpyran oldatba juttatdsa minden esetben
a CuCl, hozzaadasa utan 5 percet kdvetden tortént. A kisérletet 25 °C-on és harom
kiilonbozo koriilmény esetén végeztiik el: 1) argonnal kizarva a levegd oxigénjét,
2) lezart kiivettaban, oxigén eltavolitasa nélkiil és 3) nyitott kiivettaban. Az oldatot
folyamatosan 300 rpm fordulatszdmmal kevertettiik. A hasznalt kvarckiivetta
uthossza 1,000 cm volt. A Salpyran nélkiili kontroll kisérleteket 2 6ran keresztiil,
mig a Salpyran ligandum hozzaadasaval végzett kisérleteket 3 oran keresztiil
kovettiik. Az 1) esetben argon gazt vezettiink be minden felhasznalt térzsoldatba,
illetve a HEPES puffert, sdsavat és vizet tartalmazo kiivettaba legalabb 15 percen
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keresztlil. A kiivettat a kisérlet teljes ideje alatt lezartuk kivéve, amikor az
aszkorbinsavat, CuCl,-oldatot és Salpyrant adtuk az oldathoz. A 2) esetben nem
zartuk ki az oxigént, azonban a kisérlet teljes ideje alatt lezarva tartottuk a
kiivettat, mig a 3) esetben a kiivetta nyilasa a kisérlet teljes ideje alatt nyitva volt,
ezaltal biztositva a levegd oxigénjének szabad aramlasat.
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4. Kisérleti eredmények
4.1. Az Ac-SPKTNMKHA-NH; mutéans oxidacids vizsgalata

Kutatasunk egyik célja a fémion-katalizalt oxidacid optimalis
koriilményének meghatdrozasa volt. Ennek érdekében a vizsgalatokra a HuPrP
(105-112) fragmens egy olyan mutansat valasztottuk, melyben a 112-es
pozicidban fellelhetd metionint alaninra cseréltiik, illetve a peptid oldhatdsdganak
novelése érdekében az N-terminalis végen egy szerin aminosav kapcsolodik a
szekvencidhoz. Kutatocsoportunkban korabban mar vizsgaltdk ezen peptid
koordinacios kémidjat réz(Il)ionnal.'® A korabbi oldategyensulyi vizsgalatok
alapjan elmondhat6, hogy az Ac-SPKTNMKHA-NH; terminalisan védett peptid
esetében a komplexképzddési folyamatban az imidazolil-oldallinc ¢és a
deprotonalt amidnitrogének vesznek részt. A pH-potenciometrids titralassal
meghatarozott savi disszociaciés allandok és a Cu(ll):Ac-SPKTNMKHA-NH;
rendszerben képz6d6 komplexek és stabilitasi allandoik az [. tdblazatban
lathatok.

1. tablazat: Az Ac-SPKTNMKHA-NH; szekvenciaju peptid deprotondlodasi allandoi és

réz(Il)-komplexeinek stabilitasi dllanddi'®

Ac-SPKTNMKHA-NH>

pKim 6,25
pPKvrys1 9,90
pKiys2 10,71
[CuLHz]** 24,32
[CuL]* 12,62
[CuLH-]* 5,36
[CuL.H-2] -4,57
[CuLH-3]~ -15,0

A réz(Il)ionnal végzett oldategyensulyi vizsgalatok soran keletkezett
fémkomplexek meghatarozasara a pH-potenciometria mellett UV-lathato
spektrofotometria és CD-spektroszkdpia modszereket alkalmaztak a komplexek
koordinacios modjanak és szerkezetének meghatdrozasara. A komplexképzodés a
réz(Il)ionhoz a hisztidin deprotonalt imidazolium gytriijén keresztiil kezdddik el,
kialakitva a [CuLH,]*" komplexet. A [CuL]** komplexben az imidazol
nitrogénatom mellett az N-terminalis részen talalhaté két amidnitrogén és a
metionin tioétercsoportja vesz részt. A nagyobb pH-tartomanyban képz6do

40



Bodnar Nikolett doktori (PhD) értekezés

[CuLH-]*, [CuLH-,] és [CuLH-3] komplexekben egy harmadik amidnitrogén
koordinalodik a fémionhoz, mikdzben a tioétercsoportot kiszoritja a koordinacios
szférabol. Ezen komplexek koordinacios mddja [Nim, N-, N-, N-], melyek csak a
lizil-oldallancok protonaltsagaban térnek el. Az oxidacios kisérleteknél
alkalmazott 7,4 pH-értéknél majdnem azonos aranyban a [CuL]*" és [CuLH-]"
komplexek vannak jelen a rendszerben.

A vizsgalt Ac-SPKTNMKHA-NH: (késobbiekben: nMKHA) peptid két
aminosavat is tartalmaz, melyek bizonyitottan érzékenyek az oxidaciora hidrogén-
peroxid jelenlétében: egy hisztidint és egy metionint. Az oxidaciot egyes
fémionok, mint példdul a réz(Il)- és vas(Ill)ionok képesek katalizalni. Az
optimalis oxidacios korilmények felderitése érdekében a mutans peptid
oxidacigjat hidrogén-peroxiddal, illetve a hozzaadott fémionnal és L-
aszkorbinsavval (C-vitamin) kiilonb6z6é aranyokban vizsgaltuk. Az oxidécio
lejatszodasat  folyadékkromatografiass  modszerrel — kovettilk, megadott
1d6kozonként mintat véve a reakcidelegybdl. A kromatogramok segitségével a
folyamat nyomon kovetése mellett a keletkezd termékek szama is megadhato,
viszont a termékek azonositasahoz maga a HPLC modszer nem elegendd.

Az nMKHA - hidrogén-peroxid 1:4 aranyu reakcidelegy esetén az
oxidacio lejatszodasat tapasztaltuk, azaz maga a H>O, is képes oxidalni a peptidet,
nem sziikséges a redoxaktiv fémion jelenléte. A kapott kromatogramok alapjan
egy termék képzddott a reakcio soran. A Cu(Ill):nMKHA:H>O, = 1:1:4 arényt
rendszert vizsgalva az elébbivel megegyezo retencios idejii termék keletkezett,
azonban a folyamat gyorsabban jatszodott le, ami bizonyitja a réz(Il)ion
katalitikus hatasat az oxidaciora. Az el6zével megegyez0, azonban tizszeres
hidrogén-peroxid arany esetén az oxidacié a vartak alapjan még gyorsabban
jatszodik le, vagyis a hidrogén-peroxid koncentracioja is befolyasolja az
oxidaciot. A peptid oxidaciojara az aszkorbinsav hatasat is megvizsgaltuk. A
folyadékkromatografias kisérlet eredményei alapjan az nMKHA:AA = 1:20
oldatban nem kovetkezett be valtozas egy ora elteltével sem, ugyanez igaz a
Cu(I):nMKHA = 1:1 esetén is. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a levegdben
levo O, — csak Cu(ll) vagy aszkorbinsav jelenlétében — nem elegendd az ez id6
alatt bekovetkez6 oxidaciohoz. Azonban a Cu(Il))nMKHA:AA = 1:1:20
reakcidelegyben mar bekovetkezik a peptid oxidacigja O; jelenlétében is, €s tobb
termék képzodését is detektaltuk. Ezen reakcional fontos megjegyezni, hogy az
aszkorbinsav jelenléte a Cu(Il)-iont Cu(l)-ionna redukalja, mikoézben <OH
keletkezik, ami erélyesebben oxidalja a peptidet, mint az O,. Epp ezért nem
meglepd, hogy ugyanezen rendszer vizsgalata esetén hidrogén-peroxidot is
hozzaadva a reakcidelegyhez a keletkezett termékek szamanak €s mennyiségének
novekedése tapasztalhato.

41



A human prion fehérje (103 — 112) fragmens fémion-katalizalt oxiddaciojat
befolyasolo tényezok

A folyadékkromatografias kisérletek az oxidacio lejatszodasarol és a
keletkezett termékek szamarol adnak informacidt, viszont arrdl nem, hogy mely
aminosavak oxidalodtak, illetve

_01% 1 Grace vydac Protein and Peptide C18
mi a keletkez6 termékek Zoa E@E?:UWM A S nitn
szerkezete. Az oxidacio soran %01 -
keletkezett termékek | £
meghatarozasa érdekében D'OG ) )
folyadékkromatografidval N AMIOIKHA R | e
kapcsolt tomegspektroszkopiat ‘ MMKHZOA
(LC-MS) és tandem oo

0

tomegspektroszkdpiat . ; . 4 (pem){3

(MS/MS) hasznaltunk. Az LC- | 71, gbra: A félpreparativ  folyadék-
MS kisérleteknél egyes jelek | kromatogrdfiaval oOsszegyiijtitt  frakcick —és
intenzitasa tal kevésnek terméekek 30 perces mintavételi idénél; pH =7,4,

! . T = 25°C, [nMKHA] = 1 mM, [Cu(ID)] = I mM,
bizonyult online  MS/MS | 1161 = 4 1447 = 4mM. [EDTA] = SmM
mérések végzéséhez. Ezért az

oxidacié soran keletkez6 termékek szerkezetének felderitése érdekében a
Cu(Il):nMKHA:H>0;:aszkorbinsav = 1:1:4:4 ardnyt mintdban képzddo
termékeket félpreparativ folyadékkromatografiaval elvalasztottuk egymastol, és
az egyes csucsoknal gyiijtott frakciokat kiilon vizsgaltuk MS és offline MS/MS
modszerekkel. A 1. abran lathato frakciokbol négy oxidalt terméket sikeriilt
azonositani a nonapeptid mellett.
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12. abra: A peptidek fragmentalodasa soran keletkezo termékek és azok jelolései

A peptid fragmentalodasa soran keletkez6 termékek jelolését a 12. abra
mutatja be egy tetrapeptid példajan keresztiil. A toltés helyzetétdl fliggden
kiilonb6zo fragmens ionokat kiilonboztetiink meg. Ha a toltés az N-terminuson
marad, akkor az a, b €s c ionokrol beszéliink, melyek a peptidlancban bekovetkezo
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hasadas helyében kiilonboznek. Ha a tdltés a C-terminuson marad, akkor x, y és
betiikkel jeloljiik a termékionokat. Ha a peptidlancon a kotés hasadasa az a-
szénatom ¢és az amidkdtés karbonilcsoportja kozott jon 1étre, az ionokat ,,a” és
»X”" betiikkel jeloljiik. Ha a hasadas az amidkdtés kozott torténik, akkor ,,b” €s
»y7-nal jelolt ionok képzddnek, illetve ha az a-szénatom és az amidnitrogén
kozott hasad a peptidlanc, a termékionokat ,,¢” és ,,z”-vel jeloljiik.'*’
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13. dabra: Az [nMKHAJ*" ion tandem MS spektruma (CE = 30 eV)

Az Ac-SPKTNMKHA-NH, peptid ([nMKHA1*") 527,777 m/z értéknél
jelenik meg (szamitott: 527,777 m/z) kétszeres pozitiv toltéssel. A peptid MS/MS
spektruma a 13. dbran lathaté. A peptid fragmentacidja soran 828,444 m/z
értéknél (szamitott: 828,451 m/z) az [y7]"-ion, 700,353 m/z értéknél (szamitott:
700,356 m/z) az [ys]", 599,298 m/z értéknél (szamitott: 599,308 m/z) az [ys]*
egyszeresen pozitiv toltésti ionok jelei lathatok. Az [ys]" iont 354,221 m/z
(szamitott: 354,225 m/z), az [a3]" iont 327,204 m/z (szamitott: 327,203 m/z)
értékeknél észleltiik, az eldbbi termékion NHs vesztésével egyiitt 337,190 m/z-nél
(szamitott: 337,198 m/z). Az nMKHA fragmentalodasi utvonalanak tobb
kétszeresen protonalt formajat is detektaltuk: a [bs]*" iont 483,745 m/z-nél
(szamitott: 483,745 m/z), az [ys]*" iont 463,259 m/z értéknél (szamitott: 463,256
m/z), illetve ugyanezen ionok NH; vesztését is. Az MS/MS spektrumon tovabba
lathatd még az [y7]*" termékion 414,732 m/z (szamitott: 414,729 m/z) és az [a;]*
ion is 401,211 m/z (szamitott: 401,218 m/z) értékeknél.
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14. abra: Az nM(O)KHA tandem MS spektruma (CE = 30 eV)

Offline tomegspektrometrids méréssel megallapitottuk, hogy az elsd
frakcioban egy egyszeresen oxidalt termék talalhato. Az nMKHA ligandum
oxidacidjakor keletkez6 [yo+O]** ion ((nMKHA+O]*") az 535,773 m/z (szamitott:
535,774 m/z) értéknél detektalhatd, melynek felvett MS/MS spektrumat a /4.
dbra mutatja be. Az [nMKHA+O]*" fragmentacidja alapjan megallapitottuk, hogy
a keletkezett oxidacios terméknél a metionin oxidaldédott metionin-szulfoxidda. A
fragmentacié az N-terminus iranyabdl indul. Az MS/MS spektrumon a metionin
oxidaciojat hatarozottan bizonyitja az [ys]" ion ([KHA]") jelenléte 354,224 m/z
(szamitott: 354,225 m/z) értéknél, tagjai a lizin, hisztidin és alanin, és a részecske
nem tartalmaz az Osszetételénél tobb oxigént. A metionin oxidacidjat tobbek
k6z6tt bizonyitja még az [M(O)K]* és [NM(O)]" ionok jelenléte, 276,138 m/z
(szamitott: 276,138 m/z) és 262,085 m/z (szamitott: 262,086 m/z) értékeknél. A
mérés alapjan talaltunk még CH3;SOH 6sszegképletii, 63,998 Da-hoz kothetd
tomegvesztést, amely az oxidalt termékr6l hasad le. Ezt 0sszesen harom ion
esetében figyeltik meg, tobbek kozott a 439,253 m/z-nél megjelend [ys+O-
CH3SOHJ*" ionnal, melynek szamitott 439,254 m/z értéke jO egyezésben van a
mért eredménnyel. A fent emlitett 63,998 Da vesztés karakterisztikus a metionin-
mas kutatocsoportok is leirtdk a fent emlitett karakterisztikus vesztést,
vizsgalataik eredménye és az altalunk kapott eredmények mind a metionin

oxidaciojara, illetve metionin-szulfoxid keletkezésére utalnak.'8% 1%
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15. dbra: Az nMKH(O)A tandem MS spektruma (CE = 30 eV)

A harmadik frakcioban keletkez6 oxidalt terméket 535,773 m/z
(szamitott: 535,774 m/z) értéknél detektaltuk. Az oxidalt részecske, [yo+O]**
([nMKHA+O1*), az els¢ frakcidban taldlhatd termékkel megegyezd
molekulatomeggel rendelkezik, azonban a tandem MS mérés fragmentaciods
utvonala alapjan az oxidacid a hisztidinnél kovetkezik be. A 15. dbran lathato,
hogy a 471,252 m/z-nél (szadmitott: 471,253 m/z) az [ys+O]** ion esetében egy
C3HsN2O 0sszegképletii, 88,062 Da vesztés megy végbe és egy 427,221 m/z
értéki jel (szamitott: 421,221 m/z) detektalhatdé. A hisztidin oxidacidjat a
kovetkez6 ionok egyértelmiien alatamasztjak: az [ys+O]" ion 370,219 m/z-nél
(szamitott: 370,220 m/z) és a [KH(O)]" ion 282,156 m/z-nél (szamitott: 282,156
m/z). Az [y»+O]" ion 242,125 m/z értéknél (szamitott: 242,125 m/z) szintén
bizonyitja a hisztidin egyszeres oxidacidjat, mivel a termékion a [HisAla-
NH>+O]" szekvencianak felel meg. A hisztidinen 1évé oxigén jelenlétét tovabba
bizonyitja még egy [MetLys]" ion 260,142 m/z értéknél (szamitott: 260,143 m/z),
ami megerdsiti, hogy a metioninon nem talalhaté oxigén. Ezek alapjan
hatarozottan mondhatjuk, hogy a frakcioban levé oxidalt termékben a hisztidin
egyszeresen oxidalodott, az irodalom alapjan feltételezheten 2-oxo-hisztidinné.

Tandem MS mérés soran azonos fragmentacios utvonallal rendelkezd
vegyiiletek megkiilonboztethetok, ha a karakterisztikus iitkdzési energiajuk kozott
jelent6s a kiilonbség. A karakterisztikus titkdzési energia meghatarozasa céljabol
az alkalmazott {itkdzési energidkat valtoztatva ismét megmértik ESI-MS/MS
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modszerrel a metionin-szulfoxid oldallanct nM(O)KHA és a 2-oxo-hisztidin
oldallancat nMKH(O)A oxidalt termékek MS/MS spektrumat. Az egyes iitk6zési
energidkra a kapott MS/MS spektrumbol tulélési hdnyados (survival yield (SY))
érté¢ket szamoltunk a /3. képlet alapjan, ahol az I, a prekurzorion és a ). I az

0sszes termékion intenzitasa.

__1I
SY = 5 (13)

Az SY a prekurzorion intenzitdsanak ¢és az Osszes termékion
intenzitasanak az ardnya az MS/MS spektrumban, illetve a tomegspektrometria
egyik eszkdze a prekurzorion stabilitisanak és bels§ energiajanak
megallapitasara.'®® A kisérletileg szamolt SY értékek segitségével meghataroztuk
a CEso értéket, ami az a kritikus titk6zési energia, ahol a prekurzorion 50%-ban
fragmentalédik. A moddszert eldzéleg mar hasznaltak sztereoizomerek
megkiilonboztetésére, és azt talaltak, hogy abban az esetben, ha a két vegyiilet
fragmentacids utvonala ugyanaz, viszont a karakterisztikus litkozési energidjuk
kozott jelentés a kiillonbség, akkor ezen sztereoizomerek egymastol jol
megkiilonboztethetdek tandem MS mérés soran.'”! A 16. dabra a két 535,774 m/z
értékll oxidalt termék kisérlet altal meghatarozott tulélési hanyados (SY) értékeit
mutatja be az alkalmazott {itk6zési energiak fiiggvényében. A szdmolt adatok
alapjan kapott szigmoid gorbék lathatdéan elkiiloniilnek egymastol. Az
interpolacioval meghatarozott CEsy értekek nM(O)KHA esetén 22,15 eV, mig
nMKH(O)A esetén 21,44 eV. A két CEso érték kozotti kiillonbség 0,71 eV. Ez a
kiilonbség elég nagynak mondhat6 ahhoz, hogy tandem MS méréssel a két oxidalt
termék egymastol megkiilonboztethetd legyen.

1,00 5 NM(O)KHA: CEq=22,15 eV
SY nMKH(O)A: CEz,=21,44 eV
0,80
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16. abra: Az nM(O)KHA és az nMKH(O)A ionok SY
értékei az iitkozesi energiak fiiggvényében

A félpreparativ HPLC mérés soran a masodik frakcioban tobb egyméshoz
nagyon kozeli csucsot gylijtottiink 6ssze, ezért a frakcioban levo termékeket LC-
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MS/MS modszerrel probaltuk azonositani. Tandem MS alapjan megallapitottuk,
hogy mindkét termék két oxigént tartalmaz, viszont az oxigének helyzete
kiilonboz8. Az nMKHA oxidacidjakor keletkezd [yo+20]** ion az egyik
terméknél 543,771 m/z (szamitott: 543,772 m/z), mig a masik terméknél 543,765
m/z (szamitott: 543,772 m/z) értéknél detektaltuk. A termékek szerkezetét az
MS/MS vizsgalatok bizonyitottak.
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17. abra: Az nMKH(20)A termék tandem MS spektruma (CE = 28 eV)

A 17. abra a masodik frakcidoban levé 543,771 m/z (szamitott: 543,772
m/z) értéki ion MS/MS spektrumat mutatja be. Az oxidalt termékben a hisztidin
kétszeresen oxidalodott, vagyis mindkét oxigén a hisztidinen talalhatd, és az
nMKH(QO0)A termék keletkezett. Ezt hatarozottan bizonyitja az [y,+20]"
termékion jelenléte 258,119 m/z-nél (szamitott: 258,120 m/z), ami a [HisAla-
NH,+20]" szekvencidnak felel meg, és két oxigént tartalmaz. A metionin
oxidaciojanak hianyat bizonyitja az oxigént nem tartalmazd [PKTNMK]*" ion
350,694 m/z értéknél (szamitott: 350,694 m/z). A 17. dbrdn feltiintetett [yo+20]>"
és [ys+20]*" ionok esetében egy 45,022 Da vesztést is megfigyeltiink, amely a
CH;NO osszegképlethez kothetd. Az [yo+20]*" ion esetében ez a vesztés
kétszeresen is végbemegy és egy 498,751 m/z értékii (szamitott: 498,750 m/z)
termékion képzddik. Az 543,771 m/z részecskének fragmentacids utvonalat
tovabba NHs, illetve H,O vesztések is alatamasztjak.
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Az 543,765 m/z (szamitott: 543,772 m/z) értékili, szintén a masodik
frakcioban talalhato kétszeresen oxidalt termék tandem MS spektruma a /8. dbran
lathatd. A mérések eredményeibdl arra kovetkeztettiink, hogy ennél a
részecskénél mind a metionin, mind a hisztidin oxidalodik. Ezt bizonyitja az
[yst20]" ion 631,290 m/z (szamitott: 631,298 m/z) és az [y>+O]" ion 242,118 m/z
értékek (szamitott: 242,125 m/z) egyiittes jelenléte a spektrumon. Az elébbi
termékion szekvenciaja [AsnMetLysHisAla-NH»+20]", amely két oxigénatomot
tartalmaz, mig az utobbi ioné [HisAla-NH,+O]", ahol a hisztidin oxidalodik. Az
el6zéekben emlitett metionin oxidaciora jellemz6 64 Da vesztést itt is
megfigyeltiik az [ys+20]", az [ys+20]*" és az [yo+20]*" ionok esetében. Tovabba
az [ys+20]*" termékionnal egy 44,034 Da tomegii CHoNO, illetve egy 88,060 Da
tomegli C:HgN3O 6sszegképletekhez kothetd egységek hasadasa is kimutathato
volt. Ezen termékionok is aldtdmasztjdk a hisztidinen bekovetkezd oxidaciot,
egyuttal bizonyitva azt, hogy az oxidacié folyaman az nM(O)KH(O)A termék
képzodott, melyben a metionin €s hisztidin oldallancok metionin-szulfoxidda és
2-ox0-hisztidinné oxidalodtak.
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18. abra: Az nM(O)KH(O)A termék tandem MS spektruma (CE = 28 eV)
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A masodik frakcioban tovabba egy harmadik termék is elualddott,
amelyhez a 614,784 m/z értékii [yo + CeHsOs-2H]*" termék tartozik. A 19. dbran
lathatdé MS/MS spektrumbdl arra kovetkeztetiink, hogy az nMKHA ¢és az
aszkorbinsav egy kétszeresen protonalt adduktot képez. A keletkezé addukt
osszegképlete: CasH71N5013S*CeHsO6st2H", melynek a Bruker Isotope Pattern
nevll programmal szamolt 614,785 m/z értéke jo egyezést mutat a mért értékkel.
A terméket az 18. abran lathatdé MS/MS spektrumon a fragmentacios tvonal is
alatdmasztja. A fragmentacio6 soran az adduktbdl els6dlegesen az nMKHA peptid
képzodik. Ez a viselkedés karakterisztikus az adduktokra ESI-MS/MS mérési
koriilmények kozott. A spektrumon a [yo + CeHsOs-2H]*" ionnak a H>O és NHj
molekulak vesztése is detektalhatdé 605,778 m/z és 597,265 m/z értékeknél
(szamolt értékek: 605,780 m/z; 526,769 m/z). A peptidhez kothetd [yo-2H]*" ion
NH3 és H,O vesztése is lathato a spektrumon 518,259 m/z (szamolt: 518,256 m/z)
€s 509,249 m/z (szamolt: 509,250 m/z) értékeknél. Tovabba 462,244 m/z értéknél
detektalt (szamolt: 462,248 m/z) [ys-2H]*" ion is jelen van a spektrumon.
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19. dbra: Az [y9 + CcHsO6-2H1*" addukt tandem MS spektruma (CE = 28 eV)

Az el6zbéekben bemutatott termékeken kiviil a Cu(Il):nMKHA:H,0, =
0,1:1:10 rendszerben egy haromszorosan oxidalt terméket is azonositottunk.
Katalitikus mennyiségii réz(Il)ion és hidrogén-peroxid nagy feleslege jelenlétében
lejatszodo oxidacio soran 551,767 m/z (szamolt: 551,769 m/z) értékii jelet
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detektaltunk. A 20. dbrdn lathatdé MS/MS spektrum egy haromszorosan oxidalt
terméknek, a kétszeres pozitiv toltésti [nMKHA+30]*" ionnak felel meg. Az ion
tandem MS mérése alapjan a keletkezd termékben a hisztidin kétszeresen, illetve
a metionin egyszeresen oxidalodik, vagyis a termék [nM(O)KH(20)A]**
Osszetételnek felel meg. A szerkezetet egyértelmtien alatamasztja a 258,120 m/z
értéknél jelentkez6 [y>+20]" és a 276,137 m/z értéknél (szamolt: 258,120 m/z és
276,137 m/z) detektalt [M(O)K] ionok jelenléte a tomegspektrumon.
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20. abra: Az nM(O)KH(20)A termék tandem MS spektruma (CE = 30 eV)

Az éltalunk elvégzett kisérletek alapjan elmondhatd, hogy az Ac-
SPKTNMKHA-NH; peptid hidrogén-peroxiddal t6rténd oxidacioja soran, illetve
ekvimolaris aranyt réz(Il)ion jelenlétében elsodlegesen a metionin oxidalddik
metionin-szulfoxidda. A hisztidin oxidacidjahoz és a tobbszordsen oxidalt
termékek keletkezéséhez a réz(Il)ion mellett sziikséges az aszkorbinsav jelenléte.
A 21. abran bemutatott oszlopdiagram az nMKHA, az egyszeresen oxidalt
nM(O)KHA ¢és nMKH(O)A, valamint a kétszeresen oxidalt (nMKHA+20)
termékek folyadékkromatografidval meghatarozott teriiletaranyait szemlélteti
egymashoz képest 30 perc oxidacios ido elteltével. A peptid csak aszkorbinsav
jelenlétében, - a vartnak megfelelden, - nem oxidalodik. Az oszlopdiagramon az
aszkorbinsavat az ,,AA” roviditéssel jeloltem. Hidrogén-peroxid jelenlétében
bekovetkezik a metionin oxidacidja metionin-szulfoxidda, azonban aszkorbinsav
jelenléte mellett a folyamat lelassul. Egy ora elteltével a metionin-szulfoxid
aranya fele akkora, mint aszkorbinsav nélkiil. A Cu(ll))nMKHA:H,0O, = 1:1:4
rendszerben a metionin oxidacioja jelentOsen felgyorsul, mig tizszeres feleslegben
alkalmazott hidrogén-peroxid mellett 30 perc alatt a peptid teljes mennyisége
oxidalodik metionin-szulfoxid szarmazékka. Aszkorbinsav jelenlétében vizsgalt,
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fémiont is tartalmazo rendszerek esetén az nM(O)KHA termék mellett megjelenik
az nMKH(O)A termék is, amelyben a hisztidin 2-oxo-hisztidinné oxidalodik.
Réz(I)ion és aszkorbinsav jelenlétében a kordbban megfigyelthez képest a

crer

srer

100% o

80%

60%

A .Y

40%

20%

21. abra: Az nMKHA és a képz6dé oxidacios termékek aranyai egymdshoz képest 30
perc oxidacio elteltével

Tovabba, mint az €16 szervezetben nagymértékben fellelhetd katalitikus
peptid 1:1 ardny esetén a Fe(Ill)-ionok hidrolizisét tapasztaltuk, igy ezen arany
esetén nem torténtek vizsgalatok. Katalitikus Fe(Ill)-ion hozzaadasakor szintén
gyorsabban jatszodik le a metionin oxidacioja metionin-szulfoxidda, mint fémion
jelenléte nélkiil; azonban aszkorbinsav jelenlétében sokkal lassabban és
mennyiségében kevesebb oxidalt termék keletkezik, mint ugyanazon
rendszereknél réz(Il)ion esetében. A Cu(ll):nMKHA:H»0,:aszkorbinsav =
0,1:1:4:20 rendszerben négy oxidalt terméket tudtunk azonositani, melyek koziil
harmat tudtunk folyadékkromatografidsan elkiiloniteni egymastol. Az emlitett
termékek ezen arany esetén képzddtek a legnagyobb mértékben. Az oxidalt
termékek aranyainak véaltozasat egymashoz képest a 22. dbra szemlélteti.
Katalitikus mennyiségli Cu(ll)-ion jelenlétében mar a kezdeti mintavételi
idépontban (< 1 perc) a peptid jelentds mennyisége (kb. 31 %- a) oxidalodott az
nM(O)KHA termékké. Emellett kis mennyiségben a 2-oxo-hisztidin szarmazék
(nMKH(O)A) és a kétszeresen oxidalt termék is megjelenik. Harminc perc
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elteltével az nM(O)KHA mennyisége 14 %-kal n6, mig az nMKH(O)A kozel 29
%-kal né. Az egyszeresen oxidalt termékek mennyiségének novekedésével
parhuzamosan né a kétszeresen oxidalt termékek aranya. Egy ora elteltével az
egyszeresen oxidalt termékek mennyiségének novekedése csokkend tendenciat
mutat; azonban 30 perc és 60 perc mintavételi idopont kdzott a kétszeresen oxidalt
termékek aranya (nMKHA + 20) megduplazodik.

nMKHA | =<1 perc

Intenzitas (V)

Teriilet (%)

70,0 ot o= y
60.0 W e e e
50,0
40,0 Mintavételi
30,0 idépont
20,0 60 perc
10,0 30 perc
0.0 <1 perc
’ nMKHA nM(O)KHA nMKH(O)A nMKHA+20

< 1 perc 60,8 31,3

® 30 perc 17,7 457 35 s 81

60 perc 8,1 54,5 37,5 16,1

22. abra: Az Cu(ll):nMKHA:H>0::AA = 0,1:1:4:20 rendszerben az nMKHA és
oxidalt termékei aranyanak idobeli valtozasa, pH = 7,4, T = 25°C, [nMKHA] = 1
mM, [Cu(ll)] = 0,1 mM, [H>0;] = 4 mM, [AA] = 20mM, [EDTA] = SmM

Osszefoglalasként megéllapithatd, hogy a Fe(Ill)- és Cu(Il)-ionokat
tartalmazo rendszereket ugyanazon aranynal Osszehasonlitva a Cu(Il)-ionokat
tartalmazo rendszerek esetén az oxidacio nagyobb mértékben megy végbe. Ennek
oka a fémion peptidhez torténd koordinaciojanak affinitasaban keresendd. Mivel
a vas(Ill)ionok kisebb affinitassal koordinalodnak a vizsgalt peptidhez, mint a
réz(Il)ionok, igy feltételezhetéen az oxidacio katalizise is kisebb mértékii. Ezt
alatamasztja az is, hogy a Fe(Ill)-ion stabil komplexet fb6leg hard O-
donoratomokat tartalmaz6é aminosavoldallancokkal képez, mig az daltalunk
vizsgalt peptidben hisztidin, illetve metionin oldallancok talalhatéak, melyek soft
karakterti donoratomokat tartalmaznak, és ezekhez a Cu(Il)-ion nagy affinitassal
kotédik, ezzel is elosegitve az oxidaciot.
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4.2. Az X1THIO és X1FUR aroil-hidrazonok koélcsonhatasai a HuPrP
(103-112) fragmenssel Cu(Il)- és Zn(IT)ionok jelenlétében

A kutatas egyik célja a fémion-peptid kolcsonhatast gyengitd
kismolekuldk hatasanak tanulmanyozésa volt a HuPrP (103-112) fragmens
fémion-katalizalt oxidacidjara. Ezért nemzetkdzi egylittmiikodés keretében
Nicolas Rey (Pontificia Universidade Catolicado Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brazilia) kutatdcsoportjaval egyiittmikddve kiilonbozd aroil-hidrazonok hatasat
vizsgaltuk a peptidek oxidacidjara. Az oxidacid soran az oldatban fellépd
kolesonhatasok megértése érdekében a két vizoldhato aroil-hidrazonnal
oldategyensulyi vizsgalatokat végeztiink réz(Il)- és cink(Il)ionok jelenlétében,
illetve vizsgaltuk a prion fragmens/aroil-hidrazon vegyes ligandum rendszerek
komplexképzddési folyamatat. A két tanulméanyozott vizoldhat6 aroil-hidrazon,
az XI1THIO (1-metil-1H-imidazol-2-karboxaldehid-2-tiofenil hidrazon) ¢és
X1FUR (1-metil-1H-imidazol-2-karboxaldehid-2-furanil hidrazon), egymastol
csak a hidrazid részhez kapcsolodo csoportban kiilonbdzik, az X1THIO 2-tiofenil
csoportot tartalmaz, mig az X1FUR 2-furanil csoportot. A vegyiiletek szerkezete
a 9. abran lathato.

4.2.1. Az X1THIO és X1FUR aroil-hidrazonok és réz(II)- és cink(II)-
komplexeik

Az aroil-hidrazonok pH-potenciometriaval meghatarozott protonalodasi
allandoi a 2. tabldazatban lathatok. Az 1-metilimidazol csoport deprotonalodasa
pH ~ 4,5-nél kezdddik, melyet a hidrazon azometin nitrogénatomjan levo
hidrogén deprotonalodasa kovet pH 9 koriil. Fiziologias pH esetén vizes oldatban
mindkét aroil-hidrazon semleges formaban van jelen. A két vegyiilet pK értékei
nagyon hasonldéak, viszont az XIFUR esetén a hidrazoncsoport
deprotonalodasahoz kothetd érték kis mértékben nagyobb, ez a 2-furan
szubsztituens jobb elektronkiild6 képességéhez kithetd.
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2. tablazat: Az XITHIO, X1FUR és a HuPrP(103-112) protonalodasi allandoi (Igf) és
réz(Il)- és cink(Il)-komplexeik stabilitasi allandoi [I1 = 0,2 M (KCI), T =25 °C, ¢p =2
mM]

HuPrP (103-112)
1gp (Ac-SKPKTNMKHM-NH,) X1T10 X1FUR
HL 11,16 (3) 9,64 (1) 9,75 (1)
H:L 21,39 (3) 14,98 (1) 15,08 (1)
HiL 31,22 (4) — —
HL 37,38 (5) — —

Cu(Il) Zn(dl) Cu(l) Zn() Cu(dl)  Zn(D
MLH;  3495(3) 34,13(5) — — _ _

MLH: — 26,50 (7) — — — —
MLH  2341(2) — — 11,88 (5) — 12,21 (9)
ML 15,89 (2) — 1128(1) 678(3) 11,03(2) 6,71 (3)
ML:H — — 25,19 (3) — 24,77 (7) —

ML — — 20,13(5) 13,52(8) 17,79(8) 12,99 (6)

MLH:  6,08(3) — — — — —
MLH: 4,17(3) — — — — —
MLH3  -1523(3) — — — — —

12 -
A 12 -
o | A oH] B
10 4 10 -
8 4 8 -
6 - ——X1THIO pK 6 _ ——X1FUR pK
]  cumxiTHIO= 1 ——Cull):X1FUR=1:2
4 o : a4 ——Cu(l):X1FUR=1:1
Cu(ll):X1THIO=1:2 ) ——2Zn(ll):X1FUR=1:2
2 ——Zn(l:X1THIO=1:1 ——2Zn{ll:X1FUR=1:1
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Lugekvivalens Lugekvivalens
23. abra: Az A) XITHIO rendszerek és B) az X1 FUR rendszerek lugekvivalens gorbéi
[I=02M(KCI), T=25°C, c,=2mM]

A pH-potenciometrids vizsgalatok soran az XITHIO vegyiilet
komplexképzddését pH 3-5 tartomanyban tudtuk meghatarozni, mivel pH 5 felett
sarga pelyhes csapadék képz6dését tapasztaltuk, amely nagyon lugos pH-n (pH >
11) sem oldodott fel. A képz6do komplexek stabilitasi allandoit is a 2. tdbldzatban
tiintettem fel. 4 23. A) dbran lathatd lagekvivalens gorbéken feltlintetett fekete
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vonal a csapadék kivalasat jelzi, melyet a titralasi gorbén a pH csokkenése is
szemléltet. A titralasi adatok alapjan pH 3 €s 5 kozott harom komplex képzodését
tudtuk leirni. A rendszerekben mar pH < 3 értéknél elkezdddik a
komplexképzddés a Cu(X1THIO) kialakulasaval. Ezt a 24. dbran a részecskék
eloszlasa is szemlélteti.

100% - A) 100% 1)
90% 1 ¢ o Cu(X1THIO) 90%
80% 1 80% 1
70% 4

2 60% A

=50% A

Cu?

70% | Cu(X1THIO)
2 60%

=50% 4

3 40% A 3 a0% 1 Cu(X1TH|O)2—H_ ~

30% 30% -

20% Cu(X1THIO),H 20% - CU{X1THICQ?',.--

10% 1 --- . % 1 T T e

0% = rassasssssstth s ) 0% =T r )

3,0 35 4,0 45  pH50 3,0 35 4,0 45 pH 50
24. abra: A Cu(1l):X1THIO rendszerek eloszlasdiagramjai A) 1:1 és B) 1:2 ardanyok
esetén

A komplexképz6dés sordn az aroil-hidrazon (N,N,0) koordinacids
moddal kialakitott (5,5) csatolt kelatrendszert hoz 1étre a réz(Il)ionnal. A fémion
az 1-metilimidazol N-donoratomon, illetve a Schiff-bazis tipusii azometin N-
donoratomon ¢s a karbonilcsoport O-donoratomon keresztiil koordinalodik. A
komplexképzodési  folyamatot UV-lathato fotometridas modszerrel s
alatamasztottuk. A spektrumban a réz(Il)ion koordinaciojahoz kotheté d-d
toltésatviteli sav abszorpcidos maximuma fiziologias pH-értéken 676 nm. A 24.
abra a képz6d6 komplexek eloszlasat mutatja be a vizsgalt oldatokban.
Ekvimolaris aranynal a Cu(X1THIO), biszkomplex kialakuldsa pH ~ 4 kortil
kezdddik, mely a szamolt tartomanyban csak maximalisan 10%-ban van jelen. Az
1:2 arany esetén a Cu(X1THIO),H részlegesen protonalt komplex legnagyobb
aranyban pH 4,6-nal van jelen, kortilbeliil 40%-ban képzddik. A pH novelésével
a részlegesen protonalt biszkomplex deprotonalddasaval elkezdédik a semleges
toltéstt Cu(X1THIO), biszkomplex képzddése. Feltételezhetéen ezen komplexhez
kothet6 a sarga csapadék megjelenése is.

Idegrendszeri betegségek esetén a réz(Il)ionhoz hasonloan a cink(Il)ionok
felhalmozodasa is jellemzé a szinaptikus résben. Epp ezért 6sszehasonlitasként a
cink(IT)ionnal is vizsgaltuk az aroil-hidrazonok komplexképzdodését. A cink(IT)ion
esetében pH 3 — 6 kozott tudtuk szadmoldssal meghatdrozni a komplexeket. A
komplexképzddés pH 4,5 koriil kezdédik el a Zn(X1THIO)H és Zn(X1THIO)
egyidejii képzodésével, majd a semleges Zn(X1THIO), biszkomplex pH 5,5 koriil
jelenik meg a rendszerben. A réz(Il)-komplexhez hasonldan a cink(Il)-komplexek
koordinaciojaban szintén az 1-metilimidazol N-donoratomja és a hidrazoncsoport
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azometin N-donoratomja, valamint a karbonil O-donoratomja vesz részt.
Hasonléan a réz(II)-komplexhez, a biszkomplex halvanysarga csapadékként valik
le vizes oldatban.

A hasonl6 szerkezet ellenére a 2-furanil csoportot tartalmazé X1FUR
aroil-hidrazon esetén a teljes pH-tartomany titralasi adataibdl tudtunk szamolni.
Csapadékképzodést csak 10,5-0s pH felett tapasztaltunk. Az X1THIO vegyiilettel
megegyez6 komplexeket tudtuk leirni a rendszerekben. A fentiekhez hasonloan a
komplexképzddésben az X1FUR (N,N,O) koordindcios moddal (5,5) csatolt
kelatrendszerti komplexet alakit ki a réz(Il)- és cink(Il)ionokkal. A komplexek
stabilitasi allandoi szintén a 2. tabldzatban lathatok. A vizsgalt Cu(Il):X1FUR
rendszerekben a kezdetleges halvanysarga oldat szine a titralas folyaman intenziv
sarga lett, a komplexképz6dés hasonléan az X1THIO-hoz mar pH 3 koriil
elkezdédik. Ekvimolaris koriilmények kozott az oldat pH 9,5-nél barnassarga
szine pH ~ 10,8-nal halvanybarna sziniivé valtozott, illetve kis mennyiségii barna
csapadék levalasat tapasztaltuk. A csapadék mennyisége a ltigosabb tartomanyban
egyre nott. A 25. A) dabran lathatd eloszlasdiagram is szemlélteti, hogy a
rendszerben a f6 komplex a Cu(X1FUR). Fiziologias pH-n (pH = 7,4) a rendszer
kozel 100%-ban a Cu(X1FUR) részecskét tartalmazza. Ezzel ellentétben
ligandumfelesleg esetén, 1:2 aranynal az oldat mar semleges pH-tartomanyban
barnassargava valtozott, viszont barna szinli csapadék kivalasat csak pH 11 kortil
tapasztaltuk. A 25. B) abrdn a 1:2 rendszer eloszlasdiagramja szemlélteti, hogy
pH 4 koriil a Cu(X1FUR) képzodik a legnagyobb mennyiségben, majd pH 5 felett
a Cu(X1FUR):H, pH 7 felett pedig a Cu(X1FUR), biszkomplex a dominans
részecske.

A keletkezd komplexek jelenlétét ESI-MS vizsgalattal is azonositottuk. A
pozitiv modban végzett tomegspektrometrids mérés soran a komplexek protonnal
képz6d6 adduktjait detektaltuk. A CioHoNsO,Cu 6sszegképletii [Cu(X1FUR)]*
részecskét 280,003 m/z értéknél, mig a (CioHoN4O;),CuH 0sszegképletii
[Cu(X1FUR)H]" részecskét 498,084 m/z értéknél detektaltuk. A részecskék
jelenlétét a szamolt és mért jelek izotopeloszlasanak egyezése is alatimasztja.
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100% 1) 100% -

90% 90% 1

80% Cu(X1FUR) 80%

70% 70%
260% 260%
=50% =50% -
3 40% 340% A

30% 30%

20% CU(X1FUR)H CUX1FUR), v |

10% B R S R R R 10% 1

T
0% . e . 0% . . ' ' —
3,0 5,0 7,0 9,0 pH 3,0 5,0 7,0 9,0 pH
25. abra: A Cu(1l):XIFUR rendszerek eloszlasdiagramjai A) 1:1 és B) 1:2 aranyok
esetén

Hasonldéan az X1THIO vegyiilethez, az X1FUR komplexképzddési
folyamatat is vizsgaltuk Zn(Il)-ionokkal 1:1 és 1:2 fémion-ligandum ardnyok
esetén. A 23. B) abran lathato titralasi gorbék alapjan a komplexképzodés pH 5
koriil kezdédik. Ligandumfelesleg esetén pH 3 — 11 k6z6tt szintelen volt az oldat,
majd pH 11 felett halvanysarga szinii csapadék valt ki. Az ekvimoldaris rendszert
vizsgalva 7,5-6s pH-nal a szintelen oldat halvanysarga szinlivé valt, pH 8,3-nal
halvanysarga csapadék valt le, és a pH novelésével a csapadék mennyisége nott.
Mindkét arany esetén harom komplex van jelen a rendszerben, a Zn(X1FUR) és
protonalt formaja, a Zn(X1FUR)H,
illetve a Zn(X1FUR), biszkomplex. 132:
A komplexek részecskeeloszlasa 80% 1
alapjan (26. abra) ligandumfelesleg | . :27 :
esetén a Zn(X1FUR) pH 6,5 koriil | S50% ;

e . N 40% | Zn(X1FUR)
maximalisan  van  jelen a 30% | ;
rendszerben, a Zn(X1FUR), fgj: | znxiFurm
képzédése pH 5,5 koril kezdddik, o el .
1 Kk I 1 H 3,0 5,0 7,0 9,0 pH
melynex mennylsege no-a p 26. dbra: A Zn(I1):XIFUR = 1:2 rendszer
novelésével. eloszldsdiagramja

4.2.2. A HuPrP (103-112) és aroil-hidrazonok vegyes ligandumu rendszerei
réz(I)ionnal

Az egyedi rendszerek mérését kdvetden a vizsgalatokat kiterjesztettiik a
Cu(II)/Ac-SKPKTNMKHM-NH>/aroil-hidrazon rendszerekre. Az
oldategyensulyi és spektroszkdpias vizsgalatoknal a peptid és az aroil-hidrazon
mennyisége a Cu(Il)-ionhoz képest ekvimolaris. Korabban a kutatocsoportunkban
mar tanulmanyoztak a HuPrP (103-112) fragmens (Ac-SKPKTNMKHM-NH,)
koordinicios kémiajat a réz(Il)ionnal.'>” A vegyes rendszerek tanulmanyozasdhoz
elvégzett pH-potenciometrias kisérletek alapjan kapott deprotondlodasi allandok
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¢s a réz(Il)-komplexek stabilitasi 160 - —pHe39
allandoinak eredményei jol egyeznek a 140 | _:::f
korabban meghatarozott értékekkel. A ::sg E—
dekapeptid meghatarozott | 5 g | s
protonalddasi  allandoi a hisztidin | = eo | —pH=114
imidazolil-oldallancdhoz és a héarom :2

lizin oldalldncon talalhaté ; \‘

aminocsoportok egymassal  atfedo 300 400 500(om)600 700 800

1épésben torténd deprotonaldédasahoz 2 ; dbr ""Iff?”({])&‘f/MgHM Ztl 1
. , . rendszer uggo -V1is SpeKkiruma
rendelhetdk. A peptid a réz(Il)ionnal /1= 022 A/f (chgg cL=2m Mp ceum =2

oktaéderes geometridjju =~ CuLHj; mM]

komplexet alakit ki a réz(Il)ion
egyfogu koordinacidjaval a hisztidin imidazolnitrogénjén keresztiil, mig a harom
lizil-oldallanc protonalt formaban van jelen. Ezt kovetéen a pH novelésével, pH
< 6-nal a Cu(Il)-ion két amidnitrogén egyidejii deprotonalddasat indukalja, ezaltal
kialakitva a CuLH 6sszetételii komplexet. A peptidkdtés kialakitasaban résztvevo
amidnitrogének koordinaciojat tdmasztja ala a 27. dbran lathato UV-VIS
spektrumban az abszorpcios maximum ndvekedése a pH novelésével, illetve
annak eltolodasa a kisebb hullamhosszok felé. A harmadik amidnitrogén
koordinacidjaval képz6dé Cu(dMKHM)H komplexet tamasztja ala az 530 nm
koriili abszorpciés maximum megjelenése, amelyben a koordindciés mod a
kovetkez6: (Nim,N,N,N7), és a lizin oldallanc protonalt. A pH novelésével
képz6do tovabbi részecskékben a koordinacidés mod nem valtozik, egyediil a lizil-
oldallancok deprotonaltsagaban kiilonboznek. Fiziologias pH tartomanyban, pH
7,4-nél a CuLH ¢és CuL &sszetételii komplexek kozel 50-50%-ban vannak jelen,
vagyis a harmadik amidnitrogén Cu(Il)-ionhoz vald koordinacioja még nem teljes
a rendszerben.

Az egyedi rendszerekben levd Cu(ll)-komplexek stabilitasi allanddinak
ismeretében modelleztiik az

. L. L, 100% -
ekvimolaris arany( vegyes rendszer

. . r r 80% 1
hipotetikus részecskeeloszlas

diagramjat az ismert térzskomplexek | =80%

segitségével. (A dAMKHM peptidet A,
az X1THIO aroil-hidrazont B betiikkel 20% -
jeloltem.) Ahogy az a 28. dbran 0% |

feltiintetett hipotetikus 40 50 60 70 B0 90,,100
28. abra: A Cu(ll)-ion és a torzskomplexek

; N . hipotetikus eloszlaisa a dMKHM (A4) és
tartomanyban kdzel 90%-ban a CuB | x 7570 (B) vegyes rendszer esetén

komplex van jelen, vagyis az

U]

Cu

40% A

eloszlasdiagramon is lathato, a savas
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12 - 100%
pH

10 4§

—X1THIO pK
—Cu(ll):X1THIO=1:1
=—Cu(ll):dMKHM:X1THIO=1:1:1

—dMKHM pK
—Culll):dMKHM=1:1 4,0 5.0 6,0 7.0 80 pH 9

0 2 4 6 10 12

Lugekvivalens 4 . . . =

29, dbra: A Cu(ll):dMKHM-XITHIO = | 30 dbra: 4 Cu(ll):dMKHM:XITHIO -
1:1:1 rendszer  részecskeeloszlds

1:1:1 rendszer lugekvivalens gorbéje : .
1= 0.2 M (KC), T = 25 °C, c1 = 2 mM] diagramja [dMKHM (4), XITHIO (B)]

XI1THIO szinte a teljes fémion mennyiséget megkoti. A részecskeeloszlasban
nagymértékii valtozas pH 6,5 koriil varhatd, ahol csokken a CuB monokomplex
mennyisége, ezzel egyidejileg ndvekszik a CuB, biszkomplexé, illetve pH 7-es
érteken a peptid CuAH komplexe maximalis mennyiségben van jelen. A pH
novelésével 8,4-ig a CuB, biszkomplex mennyisége kozel allando értéken marad,
ezzel egyidejlileg megkezdddik a harmadik amidnitrogén deprotonalddasa és a
CuA komplex kialakuldsa, amely maximalis mennyiségben pH 8,6-nél van. Ezen
megfontolasok alapjan vegyes ligandumu komplex jelenlétét pH 6 — 8 kozott
varhatjuk, mig a fémion-peptid kizardlagos kolcsonhatasa a nagyobb pH
tartomany felé tolodik el. A két ligandum réz(Il)ion-megkotd képességének
Osszehasonlitasa  érdekében  Osszegeztik a  torzskomplexek — egyiittes
hozzajarulasat. Ezeket a gorbéket 2-X1THIO és 2-dMKHM elnevezéssel jeloltem.
A diagramon ezen gorbék is jol szemléltetik, hogy pH 6 alatt kizar6lagosan az
X1THIO-hoz kotédik a fémion, illetve fiziologias pH-n is ez a kedvezményezett
ligandum a réz(Il)ion szdmara. A Cu(Il):dMKHM:X1THIO = 1:1:1 oldat titralasa
esetén a komplexképzodés pH 2,8-nal elkezddédik, ezt az oldat kezdeti citromsarga
szine is jelzi. Az oldat szine csak lagos pH-n valtozik, koriilbeliil 8,4-es pH-n a
barna arnyalati oldatban sarga csapadek valik ki. Ezt a 29. dbran is lathato
lugekvivalens gorbén is szemlélteti a pH csokkenése. A titralas folyaman a pH
emelésével a megjelent csapadék szine bebarnult, egészen lugos, 11 feletti pH-n
az oldat halvany lila szin lett, és kis mennyiségili barna porszerl csapadék valt ki.
A csapadék megjelenése miatt a SUPERQUAD programmal a szamolast pH 3,0
— 8,5 kozott végeztiik és a titralasi adatok és az illesztés alapjan egy vegyes
komplexet tudtunk leirni. A szamolt Cu(dMKHM)(X1THIO)H; komplex 1gf
érteke 47,08 (7), kicsit nagyobb, mint a Cu(X1THIO) és a Cu(dMKHM)H;
torzskomplexek Osszegének érteke. A vegyes komplex ezért széles pH-
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tartomanyban jelen van ¢és az

oldatban pH 4,5 - 7,8 kozott ez a ::3
dominans részecske. Az illesztés 100 -
alapjan készitett 30. dbrdn lathato | 80 -
részecskeeloszlas-diagram D60
bemutatja, hogy a Cu(X1THIO) E:::i
komplex nagyon savas pH- N 0

400 500 600 76ox(nm)sﬁo
31. dbra: A Cu(ll):dMKHM:X1THIO =
) . 1:1:1 rendszer UV-VIS spektruma
megjelenik a vegyes komplex, | 7= 2 M (KCl), ¢, = 2 mM, ccum =2 mM]
amelyben a peptid a hisztidin

egyfogu koordinacidjaval vesz részt a komplexképzodésben, a tovabbi harom
koordinacios helyet az aroil-hidrazon (N,N,O) koordinaciés moddal foglalja el. A
részecske 6,5-0s pH-n maximalis mennyiségben van jelen a rendszerben, a pH
novelésével csokken a vegyes komplex, ezzel egyidejlileg n6 a Cu(X1THIO),
biszkomplex és a  peptid Cu(ll)-komplexeinek  mennyisége. A
Cu(Il):dMKHM:X1THIO = 1:1:1 rendszer UV-VIS spektrumat a 31. dabra
mutatja be. A spektrumon pH 4-nél megjelenik a Cu(Il)-X1THIO rendszerben is
lathato d-d toltésatviteli sav, melynek abszorpciés maximuma 700 nm koriil van.

tartomanyban van jelen az
oldatban. A pH ndvelésével

A molaris abszorpcios koefficiens (¢) a pH emelkedésével nd, az abszorpcios
maximum ezzel egyidejilleg a kisebb hulldmhossz felé tolodik. Ezen pH-
értekeknél a réz(Il)ion a CuABH; 0Osszetételii komplexként van jelen a
rendszerben. A spektrumon 8,5-6s pH-n 745 nm-en megjelenik egy izobesztikus
pont, amely a koordinaciés mod folyamatos atrendezédéséhez kothetd, viszont
magasabb pH-értéken a vegyes komplex (Nim, N, N, O) koordinaciés mddjanak
stabilitdsa kisebb, mint a (Nim, N°, N*, N") koordinaciés moda Cu(Il)-peptid
komplexé. A spektrumon lathatd, hogy 8,5-60s pH-n kezd eltolédni az eddigi
abszorpcios sav. Nagyobb pH-n a kisebb hullamhossz értékeknél megjelenik a
Cu(Il)-peptid komplexre jellemzo elnyelési sav 530 nm koriil egy vallal, amit a
peptid Cu(Il)-komplexeinek és az X1THIO biszkomplexének egyidejii jelenléte
okoz.

A Cu(Il):dMKHM:X1FUR = 1:1:1 vegyes rendszer vizsgalatakor a pH-
potenciometriads mérés soran nem tapasztaltunk csapadékképzodést, igy ezen
rendszer esetén a teljes pH-tartomanyban tudtunk szadmolni. A komplexképzddés
a korabbiakban elmondottakhoz hasonldéan savas pH-n elkezdddik, a
lugekvivalens gorbe lefutasa az X1THIO vegyes rendszerhez hasonlo. A titralasa
soran az oldat szine is hasonloan valtozik. A kezdeti halvany sarga szin pH 5-nél
erés citromsarga lesz, majd pH 8,8 koriil a vizes oldat zdldesbarna szintivé
valtozik a koordinacios mod valtozasaval egyidejiileg. A pH tovabbi emelésével
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pH 10 koril a halvanybarna szinii oldat pH 11-nél halvanylila szinii lesz. Ezt a
valtozast feltételezhetéen a peptid Cu(ll)-komplexének jelenléte okozza. Az
XITHIO vegyes rendszerhez hasonléan az X1FUR esetén is modelleztik az
egyedi rendszerekben levé Cu(ll)-komplexek stabilitasi allandoi alapjan a
torzskomplexek részecskeeloszlasat a vegyes rendszerben. A modellezett
hipotetikus eloszldsdiagram alapjan a savas tartomanyban kozel 90%-ban a
Cu(X1FUR) komplex van jelen, vagyis az X1FUR szinte a teljes fémion
mennyiséget megkdti. A rendszerben a komplex maximalis mennyiségben pH 5,3
koriil van jelen. A Cu(X1FUR),H biszkomplex képzddése pH 3,0 koriil szintén
elkezddédik, mig a deprotonalt biszkomplex kialakuldsa pH 5,0-nal kezd6dik, mely
maximalis mennyiségben §8,4-es pH-n taldlhatdé meg a modellrendszerben. A
hipotetikus eloszlasdiagram alapjan a Cu(dMKHM)H ¢és Cu(dMKHM)
komplexek képzddése 5,0-0s, illetve 6,0-os pH-értéken kezdddik el. A Cu(I)-ion
pH 6-ig kizar6lagosan az X1FUR-hoz kotédik, és fiziologias pH-tartomanyban is
ez az elsddleges koordinacio. A Cu(Il)-peptid komplexek mennyisége csak pH 8
felett jelentds.

3. tablazat: A HuPrP (103-112) (dMKHM) és az XITHIO és XIFUR aroil-hidrazon
vegyes rendszerek Cu(Il)- és Zn(Il)-komplexeinek stabilitasi allandoi [1 = 0,2 M (KCI), T
=25°C, c.=2mM]

A = Ac-SKPKTNMKHM-NH,
B = X1FUR, X1TIO

Cu(Il) Zn(ID)
128 XITIO XIFUR XITIO XIFUR
MABH; 47,08(7) 4597(5) — —
MABH: —  3785(14) — —
MABH — 2900(9) —  23,52(10)
MAB — 19,08 (9) — —

A titralasi adatok alapjan négy vegyes komplexet tudtunk szamolni,
melyek a 3. tdblazatban vannak feltiintetve. A Cu(dMKHM)(X1FUR)H3 komplex
esetén a peptid a hisztidin egyfogl koordinacidjaval vesz részt a
komplexképz6désben, a tovabbi harom koordinacidés helyet az X1THIO
vegyiilethez hasonldan itt is az X1FUR az 1-metilimidazol és az azometin
nitrogén-donoratomjain és a karbonilcsoport oxigén donoratomjan keresztiil
kialakitott (N, N, O) koordinaciés moddal foglalja el, igy 1étrehozva az (Nim, N,
N, O) koordinacids modot.
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A tovabbi vegyes komplexekben a koordinaciés modban nincs valtozas, a lizil-
oldallancban talalhatdo e-aminocsoport deprotonalodasa kovetkezik be. A 32.
abran feltiintetett tényleges eloszlasdiagramon lathaté, hogy a Cu(X1FUR) a
kezdeti savas pH-n megjelenik a rendszerben, a Cu(dMKHM)(X1FUR)H3
komplexképzoédése pH 3,0 koril kezdddik el, a részecske maximalis
mennyiségben pH 6,5 koriill van jelen. Semleges pH koriil kezdddik el a
Cu(dMKHM)(X1FUR)H;, a Cu(dMKHM) ¢és a Cu(X1FUR), komplexek
keépzddése. A Cu(dMKHM)(X1FUR)H: pH 8,0 koriil, mig az utobbi két komplex
pH 9,0-nél maximalis mennyiségben van jelen. A pH tovabbi novelésével a masik
két lizil-oldallanc g-aminocsoportja deprotonalodik.

100% -
Cu(ll)
80% -

hmax
- 700

60% - | 600
40% 1
; L 500
20% {

-------

0% - — — ; =1 400
3 4 5 6 7 8 9 10pH1
32. abra: A Cu(ll).dMKHM:XIFUR = 1:1:1
rendszer részecskeeloszlas diagramja és a Amax
értékek valtozdsa a pH fiiggvényében
[dMKHM (4), XIFUR (B)]

A vegyeskomplex jelenlétét mind UV-lathato, mind CD-
spektroszkopidval bizonyitottuk, illetve ESI-MS modszerrel is. A fotometrids
mérés soran kapott spektrum az XITHIO vegyiiletet tartalmazd vegyes
rendszerrel szinte megegyez0 spektralis képet mutat. Ezen rendszer esetén is
koriilbeliil pH 8,0-nadl az abszorpcios sav eltolodasa figyelheté meg az
alacsonyabb hullamhosszok felé, ami a Cu(Il)-peptid és Cu(X1FUR), komplexek
egyideji képzddéséhez kothetd. Ezen komplexek mennyiségének ndvekedése a
nagyobb pH tartomanyban 530 nm koriil egy vallal rendelkezé abszorpcios
maximum megjelenését okozza, hasonléan a 31. dbran lathatohoz. Fiziologias
koriilmények kozott elsddlegesen az aroil-hidrazonhoz, illetve a vegyes
komplexhez koordinaldédik a réz(Il)ion. A Cu(Il):dMKHM:X1FUR = 1:1:1
rendszer eloszlasdiagramjan (32. dbra) a pH fliggvényében feltiintetett maximum
hullamhossz értékek jol szemléltetik, hogy a bazikus pH tartomanyban, ahogy a
peptid Nim és a harom Namia koordinacidja kedvezobbé valik, ugy csokken a
maximalis hullamhossz is. Tovabba az is megfigyelhetd, hogy az amidnitrogének
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deprotonalodasa a nagyobb pH
értékek felé tolodik el, ez a
folyamat koriilbeliil pH 9,0-nal
kezdodik el. A
Cu(dMKHM)(X1FUR)H3 vegyes
ligandumit komplex jelenlétét
cirkularis dikroizmus
spektroszkopidval is vizsgaltuk. A
33. abran lathaté CD-spektrumon
a szaggatott vonallal jelolt Cu(Il)-
dMKHM 1:1 aranyu és a folytonos
vonallal jelolt Cu(Il)-dMKHM-

1,50

Cu(ll):dMKHM:XI1FUR = 1:1:1 aranyu

pH=9,0

Cu(ll):peptid

33. abra: A Cu(ll):dMKHM = 1:1 és

rendszerek CD-spektruma
[eL =2 mM, ccuap = 2 mM]

X1FUR = 1:1:1 aranyt rendszerek

cirkuléris dikroizmus spektrumai lathatok kiilonbozé pH értékeknél. A Cu(Il)-

dMKHM

esetén az amidnitrogének

réz(Il)-indukdlt deprotonacidja és

koordinaciojuk a peptidhez koriilbeliil pH ~ 6-nal elkezdodik. Ezt bizonyitja a
spektrumon 530 nm-en a (Nim, N*, N7) réz(Il)-koordinaciohoz rendelhetd pozitiv
Cotton-effektus megjelenése. A harmadik amidnitrogén deprotonalédasa és
koordinacidja a Cu(ll)-ionhoz pH 7 koriil kezdédik el. Ehhez a valtozashoz a
spektrumon 650 nm-nél megjelend pozitiv Cotton-effektus tarsithatd. Ezzel
ellentétben a folytonos vonallal jel6lt Cu(Il)-dMKHM-X1FUR rendszer esetén a
réz(Il)ion és az amidnitrogén koordinacié lugosabb pH tartomany felé tolodik el.

A (Nim, N7, N") réz(Il)-koordinacidéhoz
kothetd Cotton-effektus koriilbeliil pH
8,5-nél jelenik meg. Ezen eredmények a
részecskeeloszlas-diagrammal is
O0sszhangban  vannak. A  vegyes
ligandumu komplex altalunk feltételezett
szerkezete a 34. abran lathato. Tovabba
a Cu(dMKHM)(X1FUR)H;
jelenlétét ESI-MS spektroszkopiaval is
bizonyitottuk. A pH 6,5-nél jelenlevd
[Cu(dMKHM)(X1FUR)H; + 2 HJ**
komplex kétszeres toltésti iont hidrogén
adduktként detektaltuk 761,328 m/z

komplex

o HC ° g HZc\ N )J\
| H HC HC NHA
CH _N_H e
N c N 7
H | o NH
[+] CH, —
HoG” N
| i
s T
HsC/ {:& -c:\
/ —N o
A
HN /

34. dbra: A Cu(dMKHM)(XIFUR)H;

komplex szerkezete
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értéknél. A kisérleti és szamolt izotopeloszlasok jo egyezése alapjan a vegyes
komplex jelenlétét a 35. abra bizonyitja.

10t 761,328
762,328

n

761,829

\ 762,829

i | ‘\n | L

\ I‘ \ 763,329

\ R | Jil
1" \\__JI kj e -/ \ "’T\\k 76/3§28 764,325

C62H101N2101682Cu, M ,1522,65

Intenzitas
S =

o
@

laooo. 761,323
| 762,323
I 761,824 |
11500 | | {‘
| Il | "
I I} 762,824
1000 i I i\
| \ /1
| f
500 | \ / . f ’f ‘,\ 763,324
[ 1] | /
\ \ {1\ \ FaN 763,824
| \ / /
R N (N A I N 764,325
761.0 7615 762,0 7625 7630 7635 7640 7645 miz765.0

35. abra: A [Cu(dMKHM)(XIFUR)H; + 2 HJ?" ion kisérleti és szimuldlt
izotopeloszlasa

4.2.3. A HuPrP (103-112) és aroil-hidrazonok vegyes ligandumu rendszerei
cink(IT)ionnal

A réz(Il)ionokhoz hasonléan a cink(Il)ionok felhalmozodasa is
bizonyitott idegrendszeri betegségek esetén. A vegyes ligandumu rendszerek
tanulmanyozasa érdekében elsonek kiilon vizsgaltuk a HuPrP (102-113) fragmens
(dMKHM) komplexképzodését Zn(Il)-ionnal. Az oldategyenstlyi kisérleteket
ekvimolaris koriilmények kozott végeztik. Korabban megfigyelték, hogy a
Zn(IT)-ion csak egy hisztidinnel és védett amino terminussal rendelkezd peptidek
esetén nem képes stabil Zn(Il)-komplexek kialakitasara, tovabba pH 8 felett a
Zn(Il)-ion  hidrolizdl. Ezzel 0&sszhangban, mivel a vizsgalt peptid
horgonydonorként csak egy hisztidint tartalmaz, és a cink(II)ionok nem képesek
indukalni az amidnitrogének deprotonalodasat, a peptid nem tudja
megakadalyozni a Zn(Il)-ion hidrolizisét, pH 8 koriil csapadékkivalast
tapasztaltunk. A szabad peptidet és a Zn(II)-iont is tartalmaz6 rendszerek titralasi
gorbéjét dsszevetve pH 6 koril a két titralasi gorbe kis mértékben szétvalik. Ezen
pH-értéknél a hisztidin imidazolilcsoportja deprotonalodik, és kialakitja az
egyfogh Zn(dMKHM)H; Osszetételli komplexet. A titralasi gorbe alapjan egy
extra lugfogyasztd folyamat is végbemegy pH 8 koriil, ami a Zn(dMKHM)H
vegyes hidroxo-komplex kialakulasdhoz kothet6. A részecskeeloszlas alapjan
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fiziologias pH-n a Zn(dMKHM)H3 komplex van jelen. A komplexek stabilitasi
allandoit szintén a 2. tablazat tartalmazza.

A Zn(II):Ac-SKPKTNMKHM-NH,:X1THIO = 1:1:1 rendszer pH-
potenciometrias vizsgalatakor 5,9-es pH-n halvanysarga szini csapadék valt ki,
melynek mennyisége a titralas eldrehaladtdval egyre ndtt. Ezen okokbol a titralési
adatok illesztését pH 3,0 és 5,9 kozott végeztik az egyedi rendszerek
torzskomplexeinek stabilitasi allandoit rogzitve. A SUPERQUAD programmal
végzett szamitds alapjan a rendszer vegyeskomplexek jelenléte nélkil is jol
leirhatd. Az oldategyensulyi kisérlet alapjan az oldat szinvaltozasabol arra
kovetkeztethetiink, hogy pH 4,5-nél a szintelen oldat sargdva valtozasa a
cink(IT)ion és az X1THIO aroil-hidrazon ko6zétti komplexképzdodési folyamatra
utal. A korabbi tapasztalatok alapjan a csapadékképzddés feltételezhetéen a
Zn(X1THIO), biszkomplex megjelenéséhez és mennyiségi novekedéséhez
kdthetd.

A Zn(II):Ac-SKPKTNMKHM-NH::X1FUR = 1:1:1 rendszer
lugekvivalens gorbéje a 36. dbran lathato. Ellentétben az el6z6 vizsgalattal, ezen
rendszer esetén nem tapasztaltunk csapadékképzodést. A lugekvivalens gorbéket
Osszevetve lathatd, hogy a Zn(Il)-peptid komplexképzdodése pH 4 koriil, mig az
X1FUR komplexképzddése viszont csak pH 5,5-nél kezdddik el. A 37. A) abran
feltlintetett hipotetikus eloszlasdiagram alapjan a vegyes ligandumu rendszerben
varhat6an pH 6 alatt a Zn(II)-ion elsddlegesen szabad fémion formaban és Zn(II)-
dMKHM komplexként van jelen. A SUPERQUAD programmal a titralasi
pontokbol egy vegyes ligandumu komplexet tudtunk szdmolni, a
Zn(dMKHM)(X1FUR)H komplexet, melynek stabilitasi allandoja 23,52 (10). Az
irodalom alapjan a komplexben a Zn(II)-ion a peptidhez a hisztidin imidazolgyfirii
N-donoratomjan keresztiil

koordinalodik, mig az X1FUR aroil- 1P1H_

hidrazonhoz a 1-metilimidazol és az
azometin N-donoratomokon, 9 -

valamint a karbonilcsoport O-
165

——X1FUR pK
—— dMKHM pK
——Zn(l):X1FUR=1:2
——Zn(ll):X1FUR=1:1
——Zn(ll):dMKHM=1:1
Zn(iI):dMKHM:X1FUR=1:1:1

donoratomjan keresztiil.
Kizarolag a torzskomplexek 51

jelenlétével szamolt hipotetikus

eloszlasdiagram semleges pH-ig 0 2 4 & Lugekvivalens
hasonlé a valos | 36. abra: A Zn(ll)-rendszerek és a szabad
részecskeeloszlashoz. A ligandumok lugekvivalens gérbéi

Zn(X1FUR), & Zn(dMKHM)H, a | [/ =02 M(KC), T=25°C e =2mM]

vegyes rendszerben pH 8,5 koriil

maximalis mennyiségben vannak jelen, tovabba ugyanezen a pH-n elkezdddik a
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Zn(Il)-vegyeskomplex képzodése, mely pH 10 koriil a domindns részecske az
oldatban.

100% - A)
Zn
80% -
-X1FUR
= 60% A JRSELC T
g . ZnB,
< 40% - SZB A aemeen
T-dMKHM _s=% ===
20% A nAH;
0% . ; \ .
40 50 60 70 80 9,0pH10,0 40 50 60 70 80 90p410,0
37. abra: A Zn(1l):dMKHM:X1FUR = 1:1:1 rendszer A) hipotetikus és B) tényleges
részecskeeloszlas diagramja [dMKHM (4), XIFUR (B)]

4.3. Mddositott szalan tipusa vegyiiletek oldategyensilyi vizsgalata réz(1I)-
és cink(Ilionokkal

A potencialis neurodegenerativ betegség elleni kelatképzé ligandumok
hatasanak tanulmanyozasat a HuPrP (102-113) peptidre és fémion-katalizalt
oxidacidjara kiterjesztettilk modositott szalan tipusu vegyiiletekre. A kutatast egy
nemzetkozi egylittmiikddés keretén beliil, George Kostakis (University of Sussex,
Brighton, Egyesiilt Kirdlysag) kutatécsoportjaval kozosen valositottuk meg, akik
a szalan tipust vegyiiletek tervezését, szintetizalasat és karakterizalasat végezték.

A szalan tipust ligandumok egyik elonye, hogy vizes kdzegben nem
hidrolizal6 komplexeket képeznek, éppen ezért céljaink kozott szerepelt olyan
fémkelatorok hatasanak vizsgalata a fémion-katalizalt oxidaciora, amelyek
onmagukban ¢és komplexként is vizben jol oldéodnak. Azonban ez nem minden
szintetizalt és vizsgalt ligandum esetében teljesiilt, ezért ezen vegyiiletek
koordinacios kémidjat dimetil-szulfoxid:viz 70:30 (V/V%) elegyben vizsgaltuk.

A modositott szalan tipust vegyiileteknél az oldategyensulyi kutatasi
eredményeket két alfejezeten beliil targyalom. Els6ként a dimetil-szulfoxid:viz
70:30 (V/V%) elegyben végzett kisérleti eredményeket mutatom be, majd a
vizben jol 0ld6do vegyiiletek eredményeit.
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4.3.1. Szalan tipusu vegyiiletek vizsgalata viz és dimetil-szulfoxid elegyben
réz(Il)- és cink(II)ionnal

A vegyiiletek a Salpyran kivételével mind vizben rosszul oldédnak, ezért
stabilitasi allandoikat pH-potenciometriaval dimetil-szulfoxid és viz 70:30
(V/IV%) elegyben hataroztuk meg. A vizsgdlt molekuldk Osszesen négy
deprotonalodasra képes csoporttal rendelkeznek. A Salan, 4CF;O-Salan és ditb-
Salan esetében ez a két fenolos hidroxilcsoport és a két aminocsoport. A Salpyran
¢s a Salquin molekulak esetében az egyik fenol aromas szubsztituens helyett egy
piridin, illetve egy kinolin kapcsolddik a szénlanchoz. Utobbiak erdsen savas
jellegi nitrogénnel rendelkeznek, melynek protonalddasi allandojat nem tudtuk
meghatarozni az alkalmazott mddszerrel. A meghatarozott protondlodasi allandok
a 4. tablazatban lathatok.

A Salpyran és Salquin esetén az els6 allando a fenolos hidroxilcsoporthoz,
mig a tovabbi ketté az aminocsoport protonalodasahoz kothetd. A ligandumok
teljesen deprotonalt formainak téltése kiilonbozik egymastol, ezért az egyszeriiség
kedvéert a ligandumok, illetve komplexeik toltését nem tiintettem fel.

4. tablazat: A DMSO:H,O = 70:30 (V/V%) elegyben vizsgalt ligandumok
protonalodasi allandoi (Igf) és deprotonalodasi allandoi (pK) [I = 0,2 M (KCI), T =
25 °C, c1= 2 mM]

Igp Salpyran Salquin Salan 4CFs0-Salan  dirh-Salan
HL 12,09 (3) 11,55 (7) 12,64 (4) 12,65 (6) 14,22 (3)
H:L 20,35 (5) 19,53 (7) 24,39 (4) 23,90 (9) 26,44 (4)
HsL 25,79 (7) 24,84 (11) 32,83 (6) 32,44 (13) 34,46 (5)
H4L — — 38,93 (8) 38,27 (15) 39,75 (6)
pKi 5,44 (7) 531 (11) 6,10 (8) 5,83 (15) 5,29 (6)

pK: 8,26 (5) 7,98 (7) 8,44 (6) 8,54 (13) 8,02 (5)

pKs 12,09 (3) 11,55 (7) 11,75 (4) 11,25 (9) 12,22 (4)
pK4 — — 12,64 (4) 12,65 (6) 14,22 (3)

A réz(Il)ionokkal végzett oldategyensulyi kisérletek alapjan
elmondhatod, hogy a tobbi ligandumhoz képest a szerkezetiikben eltéré Salpyran
¢és a Salquin vegyiileteknél a képzodd komplexek sztochiometridja és stabilitasa
nagyon hasonld. Egymagvi és monoligandumu komplexek képzédnek. Egyedi
fotometrias kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a ligandumok nem képesek
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tobbmagvu réz(Il)-komplexek kialakitasara. A piridin, illetve a kinolin
koordinacidja a ligandumhoz mar nagyon savas pH-n bekovetkezik. A két
aminocsoport nitrogénatomjanak lépcsézetes koordinacidjat a réz(Il)ionhoz nem
tudtuk leirmi. A képzodd komplexek stabilitasi allandoit az 5. tabldzatban
tiintettem fel.

5. tdablazat: A DMSO:H>O = 70:30 (V/V%) elegyben vizsgalt ligandumok réz(Il)-
komplexeinek stabilitasi allandoi (Igp) [1 = 0,2 M (KCI), T = 25 °C, c;= 2 mM]

Igp Salpyran Salquin Salan 4CF30-Salan  dirb-Salan
CuLH:3 - — — — 40,11 (7)
CuLH:z — — 33,36 (9) 33,72(5) 35,59 (7)
CuL.H 23,77 (10) 23,82 (18) 28,82 (6) 29,04 (7) 29,14 (9)
CuL 18,98 (12) 20,96 (11) 21,73 (14) 19,55 (14) 19,51 (13)
CuLH_; 9,66 (20) 16,39 (16) — — —

CuLH_, -4,12 (22) 9,73 (19) — — —

A komplexképzddési folyamatban a meghatarozott CuLH komplexben a
réz(Il)ion (Npy, Namino, Namino) koordinacios moddal kotédik a ligandumhoz, ezzel
kialakitva egy (5,5) csatolt kelatrendszert. A CuLH komplexben a fenolos
hidroxilcsoport protonalt, majd a titralas el6rehaladtdval a hidroxilcsoport
deprotonalodasaval kialakul a CuL komplex. A komplexek stabilitasi allandoit
Osszehasonlitva elmondhatdé, hogy a Salquin stabilabb réz(II)-komplexek
kialakitasara képes, mint a Salpyran. A DMSO-viz elegyben nagyobb pH-értékig
veégeztik a titralast, ami megmagyardzza a CuLH.; és CuLH_; részecskék
jelenlétét, melyek egy, illetve két axialisan kotott deprotonalt vizmolekulat
tartalmaznak. A 38. A) abran feltiintetett részecskeeloszlas is mutatja, hogy a
Salquin a réz(Il)ionnal nagyon savas pH-n komplexet képez. Ezt az oldat szine is
jelzi, a kezdetben szintelen oldat pH 4,8-nal halvanyzdld szinii lett. Az eloszlés
alapjan pH 6,5 kortl csak a vegyes réz-hidroxid komplex van jelen. Ez egybeesik
a titralt oldat sotétzold szinének megjelenésével, ami a titralas elérehaladtaval
nem valtozott. A dith-Salan esetén a két nagy térkitoltést terc-butil csoport
lehet6vé teszi, hogy csak az egyik nitrogénatom koordinaljon a réz(II)ionhoz,
kialakitva a CuLHj3 részecskét. Mig a Salan €s 4CF3;0O-Salan vegyiiletek esetén a
fent emlitett komplexet nem, csak a két aminonitrogén koordinécidjaval 1étrejovo
stabil ottagn CuLH, kelatkomplex képzddését tudtuk leirni. A nagyobb pH-
értékeken képzodd, a fenolos hidroxilcsoportok réz(Il)ionhoz torténd
koordinacidjaval kialakulé6 CuLH és CuL komplexeket is ki tudtuk szamolni. A

68



Bodnar Nikolett doktori (PhD) értekezés

ditb-Salan részecskeeloszlasat a 38. B) dbrdn tintettem fel. Az abran jol lathato a
1épcsdzetes komplexképzodés folyamata, pH 5 f616tt a rendszerben nem talalhato
szabad réz(Il)ion.

100% 100%
CuLH-, CulLH-, B cuL

80% {fSuL 80% -
52 60% 9 52 60% 1
S 40% | S 40%
o (&)

20% 1 20% A

.CuLH .
0% A i ———— 0% ey " .
3,5 5,5 7,5 9,5 11,5 pH 3,5 55 7,5 9,5 11,5 pH
38. abra: A (4) Salquin és (B) ditb-Salan réz(11)-komplexeinek eloszlasdiagramjai
ekvimolaris arany esetén

A Salan és szerkezetében hasonld masik két modositott molekula réz(II)-
komplexeinek stabilitasi allandoit 6sszevetve megfigyelhetd, hogy a dizh-Salan
komplexei nagyobb stabilitasi allandoval rendelkeznek egészen a CulLH
komplexig. Ezt feltételezhetden a terc-butil-csoportok elektronkiild tulajdonsaga
okozza. Azonban a CuL komplex kialakitasakor a terc-butil-csoportok térigénye
negativan hat a stabilitasi allandora a csatolt kelatrendszer kialakitasakor, igy
ezzel konnyen értelmezhetd, hogy a szubsztituens csoportokat nem tartalmazé
Salan esetében a Cul komplex miért nagyobb stabilitdsu, mint az szubsztitualt
modosulatai.

A Salan ¢és a két szubsztitudlt modositott vegyiiletének
komplexképzddését cink(Il)ionokkal is vizsgaltuk ekvimolaris fémion- és
ligandum aranyok mellett. Mindharom vegytilet esetén ugyanazon komplexeket
tudtuk leirni dimetil-szulfoxid és viz 70:30 (V/V%) elegyében. A
komplexképzddés soran kialakuldé ZnLLH komplexben a cink(II)ion (Namino, Namino,
O7) koordinacios moddal kotddik a ligandumhoz, ezzel kialakitva egy (5,6)
csatolt kelatrendszert. A ZnL komplex kialakitdsaban az eddig koordinalatlan
masodik hidroxil oxigéndonoratom is részt vesz. A ZnLH.; komplex a cink
hidroliziséhez kdthetd. A cink(Il)-komplexek stabilitasi allandoit a 6. tablazatban
tiintettem fel. A szamolt allandok alapjan a két terc-butil-csoporttal rendelkez6
vegyiilet stabilabb ZnLH komplexet képez, mint a trifluormetoxi-csoportot
tartalmazo ligandum. Azonban a ZnL komplex esetén ennek ellenkezdje
tapasztalhato. Ezt feltehetden a (6,5,6) csatolt kelatrendszer(i komplex esetén a két
terc-butil-csoport nagy térkitoltése okozza.
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6. tablazat: A DMSO:H;O = 70:30 (V/V%) elegyben vizsgalt ligandumok cink(Il)-
komplexeinek stabilitasi allandoi (Igp) [1 = 0,2 M (KCI), T = 25 °C, ¢ = 2 mM]

lgB Salan 4CF30-Salan dirb-Salan
ZnLH 20,93 (5) 21,26 (2) 22,10 (7)
ZnL 10,90 (18) 12,68 (5) 11,78 (23)
ZnLH- -3,03 (25) -0,94 (6) -2,21 (24)

4.3.2. Vizben old6dé szalan tipusi vegyiiletek vizsgalata réz(Il)- és
cink(II)ionokkal

Az egyiittmikddés keretében vizsgalt vizben old6dé szalan tipusu
ligandumok koziil az értekezésben azon hét vegylilet kisérleti eredményeit
mutatom be, amelyekkel a késdbbiekben oxidacios vizsgalatokat is végeztiink. Az
oxidacids vizsgalat eredményét a 4.4. fejezetben foglalom 6ssze. Koordinacids
kémiai szempontbol a vegyiiletek négy koordinaciora képes donoratommal
rendelkeznek. Szerkezetiiket tekintve két csoportba sorolhatjuk oket. A vizsgalt
molekuldk tobbségének a szerkezeti alapvaza a moddositott szalan vegyiilet, a
Salpyran. A kiilonbség az alapvaz fenilcsoportjan talalhato szubsztituens, illetve
annak pozicidja. A szerkezeti alapvazdban eltéré masik két molekula az AEtQ és
az ACyQ. A vegyliletekben a 8-hidroxikinolinhoz az elsé esetben egy alifas
diaminocsoport, mig az ACyQ-hoz egy ciklikus diaminocsoport kapcsolddik. A
vegyiiletek szerkezetei a /0. abran lathatok.

4.3.2.1. A Salpyran és modositott valtozatainak oldategyensilyi vizsgilata
réz(Il)- és cink(I)ionokkal

A pH-potenciometriaval meghatarozott deprotonalodasi allandok a 7. tablazatban
lathatok. A legnagyobb protonalodasi allandé a piridin nitrogénatomahoz kothetd,
melyet viszonylag nagy szorassal tudtunk csak meghatarozni a piridil- és a
szomszédos aminocsoport kdzott kialakulo intramolekularis hidrogénk6tés okozta
rendkiviili savas jellege miatt. Ezen csoport deprotonalodasa a Salpyran esetében
mar nagyon savas koriilmények kozott, pH 2 alatt elkezdédik, mig a
trifluormetoxi- és metoxicsoportokat tartalmazé modosulatoknal nagyobb pH-
értéken kovetkezik be az elsé deprotonalodas.
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7. tablazat: A Salpyran és modositott valtozatainak protonalodasi allandoi (Igp),

(IgP) [1=0,2 M (KCI), T =25 °C, ¢, =2 mM]

Igp Salpyran 4F-Salpyran 6F-Salpyran Si?[f}fg-n Sl;/ll;;?;n
HL 10,21 (2) 10,05 (3) 9,94 (1) 10,00 (6) 10,67 (4)
H:L 18,55 (3) 18,30 (4) 17,33 (1) 17,60 (9) 19,02 (8)
HsL 24,18 (4) 23,87 (5) 22,89 (1) 22,96 (12) 24,96 (10)
H4L 26,04 (9) 25,89 (10) 24,54 (3) 28,87 (17) 29,06 (11)
pKi 1,86 (9) 2,02 (10) 1,65 (3) 5,91 (17) 4,10 (11)
pK: 5,63 (4) 5,57 (5) 5,56 (1) 5,36 (12) 5,94 (10)
pKs 8,34 (3) 8,25 (4) 7,39 (1) 7,60 (9) 8,35 (8)
pKa 10,21 (2) 10,05 (3) 9,94 (1) 10,00 (6) 10,67 (4)
IgB

CuLH: — — — — 28,58 (3)
CuLH 23,93 (8) 23,27 (3) 22,47 (3) 22,36 (3) 24,96 (3)
CuL 20,10 (8) 19,21 (4) 19,51 (2) 18,19 (7) 20,10 (4)
CuLH- 8,94 (10) 7,73 (6) 7,55 (2) 6,17 (10) 8,38 (5)
pCu s 13,30 11,65 12,67 11,17 11,84
ZnLH: — — — 21,10 (10) 23,89 (5)
ZnLH — 17,41 (1) 16,25 (2) 16,99 (2) 19,05 (4)
ZnL 11,98 (5) 11,66 (2) 11,63 (1) 11,40 (4) 11,24 (9)
ZnLH. 2,38 (13) 2,22 (3) 2,06 (2) 1,95 (5) 1,44 (9)
PZn 4 6,60 6,57 6,93 6,70 6,27

A Salpyran eset¢ben a réz(Il)ionokkal végzett oldategyensulyi
vizsgalatokat 1:1 és 1:2 fém-ligandum aranyu rendszerekben vizsgaltuk. A
szamolasi eredmények ¢és az UV-Vis spektrumok alapjan bizonyossaggal
allithatd, hogy mindkét arany esetén ugyanazon egymagvi monokomplexek
képzOédnek. A két arany titralasi gorbéjének lefolydsa szinte megegyezo. A
komplexképzddés pH 3 alatt kezdodik, kialakitva a CuLH részecskét. Ezzel
Osszhangban a titralt oldat kezdeti szine vilagoskékrol a titralas folyaman zold
szinlivé valtozott pH ~ 6 koriil. A CuLH komplexben a réz(Il)ion a ligandummal
(Npy, Namino, Namino) koordinaciés modon keresztiil egy (5,5)-tag csatolt
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kelatgytriit képez. A hidroxilcsoport deprotonalodasa és ezt kvetd koordinacidja
a CuL részecskét eredményezi. A Cul komplex a 39. A) dabran bemutatott
részecskeeloszlas diagramon lathatd, hogy pH 5 — 10 kdzott az egyediili részecske
arendszerben, mig nagyon ligos pH tartomanyban megjelenik a CuLH.; komplex.
Ez feltételezhetden egy koordindlodo vizmolekula deprotonalddasahoz kothetd. A
39. B) abran feltiintetett UV-Vis spektrumon pH 2,5-nél lathato egy abszorbcids
sav, melynek Amax értéke 650 nm. A pH novelésével megfigyelhetd egy
hipszokrom eltolédas, amely pH 4,4 koril 600 nm-nél allandésul. A
részecskeeloszlassal Osszevetve ez a CulL komplex dominans megjelenéséhez
kothetd. Ugyanehhez tarsithat6 az ezzel parhuzamosan pH 3,6-nal és 400 nm-nél
megjelend masodik elnyelési sav, melynél hiperkrom valtozas figyelheté meg a
pH ndvelésével.

100% 800
A) cuL ] B)

80% 1 600 { |
2 60% £
= Sa00
Sa0% 4\ s

\

o \
20% { \ CuLH Cw
0% bt v : 0 ' ~
3,5 55 7.5 95 pH 300 500 7002 (nm)
39. abra: A Cu(ll):Salpyran = 1:1 rendszer réz(Il)-komplexeinek (A) eloszlds-
diagramja és (B) UV-Vis spektruma [I = 0,2 M (KCl), c; = 2 mM, ccuay = 2 mM]

A fluor szubsztituenssel modositott Salpyran vegyiileteknél a 4F-
Salpyran ¢és 6F-Salpyran eseté¢ben a Salpyrannal megegyezé komplexek
képzédnek. A két vegyiilet részecskeeloszlasa és UV-Vis spektruma is
megegyezik a Salpyranéval. Réz(I1l)-komplexeik stabilitasi allandoit dsszevetve a
7. tablazatban a 4F- és 6F-Salpyran esetében minimalisan kisebb allandokat
tudtunk szamolni. A szintén elektronszivo trifluormetoxi-csoporttal rendelkez6
4CF;0-Salpyran esetében ugyanezen réz(Il)-komplexeket tudtuk leirni, viszont
még kisebb stabilitasi allandokkal. A fentiekkel ellentétben az elektronkiildé
metoxicsoportot tartalmazd MetO-Salpyrannal sikeriilt a CuLH. komplexet
leirnunk. Ezen komplexben a réz(Il)ion (Npy, Namino) kétfogi koordinacios moddal
kotodik a ligandumhoz.
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A 40. abran  feltiintetett 100%
részecskeeloszlas  alapjan  az
el6z8 vegyiiletekkel ellentétben

R . . 52 60% 1
ekvimolaris arany esetén pH 4 —

CuL \

80% 1

koriil mind a CuLH,, mind a 340% 1

CuLH jelen van a rendszerben. A 20% 1 CuLH,
CuLH és CuL pH 5 koriil kozel 0% h i e
50% - 50%-ban van jelen, a CuL 3,5 5,5 7.5 95 pH

40. abra: A Cu(ll):MetO-Salpyran = 1:1
rendszer réz(Il)-komplexeinek
eloszlasdiagramja a pH fiiggvényében

csak pH 6 felett valik dominans
komplexé. Az 6t vegyiilet CuLH
komplexének stabilitasi allandoit
Osszehasonlitva minimalis killonbséggel, de a MetO-Salpyran komplexének a
legnagyobb. Azonban a dominans részecske, a CuL komplex stabilitasi allanddja
a Salpyran-éval megegyez0, vagyis a szubsztituens nincs befolyassal a fiziologias
pH-n jelenlévd komplex stabilitdsi dllandojara.

A cink(IT)ionokkal végzett pH-potenciometrias kisérlettel meghatarozott
komplexek stabilitasi allandéi a 7. tdbldazatban lathatok. A vegyiiletek
komplexképzddése ¢és koordindciéos modja a cink(Il)ionnal hasonld a
réz(Il)ionéhoz, ugyanakkor a cink(Il)-komplexek stabilitasi allandoi kisebbek.

Csak egymagvu és monokomplexek képzddését tudtuk leirni. A ZnLH.; részecske
a lugos pH-n bekdvetkezo cink(Il)ion hidroliziséhez kdthetd vegyes cink-hidroxo-
komplex. A 41. A) dabran feltiintetett eloszlasdiagram alapjan elmondhat6, hogy
pH 5-nél a Salpyran 50%-a k6tddik a cink(II)ionhoz. A Salpyran vegytiletnél nem,
de szubsztitualt moédosulatainal sikeriilt a protonalt komplexek képzddésének
leirasa. A 4F- és 6F-Salpyran esetén a ZnLH komplexet is ki tudtuk szamolni, mig
a sztérikusan nagyobb szubsztitlicios csoportot tartalmazo 4CF;0- és 4MetO-
Salpyran esetében mar a ZnLH; illesztése is lehetséges volt.

A 41. B) abrdan bemutatott részecskeeloszlason lathatd, hogy a 4CF;0-
Salpyran esetében a kétszeresen protonalt ZnLH> komplex minimalisan van jelen
pH 5-nél, mig a MetO-Salpyran esetén (41. C) abran lathatd) pH 4,5-nél majdnem
40%-ban jelen van a komplex. A két vegyiilet részecskeeloszlasa alapjan
elmondhatd, hogy a 4MetO-Salpyran ZnL komplexének képzddése lugosabb pH
tartomany fel¢ tolodik el. A 4MetO-Salpyran rendszerben pH 7 koriil a 6
részecske az ZnLH, addig a masik négy ligandum esetében a (Npy, Namino, Naminos
O7) koordinaciés moda ZnL. A réz(Il)-komplexekhez hasonléan a protonalt
komplexeket Osszehasonlitva a legnagyobb stabilitasi allandé a MetO-Salpyran
komplexekhez kothetd. Azonban a ZnL komplex stabilitasi allandoja a tobbi
vegyiiletéhez képest minimalisan, de a Salpyran esetén a legnagyobb.
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Amig a korabbi fejezetben a vizsgalt aroil-hidrazonok és a dMKHM
peptid vegyes ligandumu komplex kialakitasara voltak képesek, addig a 41. D)
abran lathatd hipotetikus eloszlasdiagram alapjan pH 5 felett a réz(Il)ion
varhatoan csak a Salpyranhoz koordinalddik, €s nem varhato vegyes ligandumii
komplex képzddése a peptiddel. Ezért a Salpyrannal nem végeztiink kompeticiods
oldategyensulyi vizsgalatokat a HuPrP (103-112) fragmenssel (IMKHM).

100% 100%
A) so% { Zn* B) s0% -
52 60% o =2 60% A
5540% J %40% 1
N
20% 1 20% A
0% T T T 0%
3,5 5,5 7,5 9,5 pH
100%
C) 80% -
2 60% 1
S 40% 1
N
0% 1 CuBH,,
0% ¥ 0% : .
3,5 5,5 7,5 9,5 pH 3,5 5,5 7.5 9,5 pH
41. abra: A (A) Salpyran, (B) 4CF30-Salpyran és (C) MetO-Salpyran cink(II)-
komplexeinek eloszlasdiagramjai ekvimolaris arany esetén és a (D) Salpyran (=B) és
a AMKHM (=A) vegyes rendszer réz(Il)-komplexeinek hipotetikus eloszldsdiagramja
ekvimolaris aranyok esetén
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4.3.2.2. Az AEtQ és ACyQ vegyiiletek oldategyenstilyi vizsgalata réz(II)- és
cink(II)ionnal

A 8-hidroxikinolin alapvazat tartalmazo vegyiiletek komplexképzddése a
réz(Il)-, illetve cink(Il)ionokkal hasonld képet mutat az el6z6 vegyiiletekhez.
Hasonléan a Salpyranhoz, az AEtQ és ACyQ négy koordindciora képes
donoratomot tartalmaz. A kinolin gylrii piridintipusu nitrogénatomhoz tartoz6 pK
értéket annak nagyon savas jellege miatt itt sem tudtuk meghatarozni. A pH-
potenciometriaval meghatarozott protonélodasi és deprotonalodasi allandodkat a 8.
tablazatban tintettem fel. A legkisebb pK érték a primer aminocsoporthoz
rendelhetd, mig a szekunder aminocsoport és a  hidroxilcsoport
deprotondlodasanak folyamata részben atfed. A deprotonalddas sorrendje
azonban csak a mikro-allandok meghatarozasaval lenne lehetséges.

8. tablazat: Az AEtQ és ACyQ protondlodasi allandoi (IgB), deprotondlodasi allandoi
(pK) és réz(Il)- és cink(ll)-komplexeinek stabilitasi allandoi (Igp) [I = 0,2 M (KCI),
T=25°C, c.=2mM]

AEtQ ACyQ

1gB pK IgB IpK
HL 10,34 (3) 10,34 (3) 10,37 (1) 10,37 (1)
H:L 19,38 (4) 9,04 (4) 19,44 (1) 9,07 (1)
H;L 25,71 (5) 6,33 (5) 24,94 (1) 5,50 (1)
H4L — — — -
1gB Cu(In) Zn(I) Cu(Il) Zn(I)
MLH: 25,68 (5) — 25,19 (14) -
MLH 22,99 (2) 19,12 (5) 23,13 (2) 19,56 (3)
ML 16,25 (7) 13,99 (4) 20,96 (3) 15,44 (1)
MLH- — 5,04 (8) 9,02 (4) 6,89 (5)
PM pn=74 8,41 7,20 12,32 7,93

A koordinaciés kémiajukat 1:1 és 1:2 fém-ligandum aranyok mellett
vizsgaltuk, azonban a képzddd komplexek részecskeeloszlasaban nem talaltunk
kiilonbséget, csak egymagvii monokomplexek képzddését tudtuk leirni. A réz(Il)-
komplexek stabilitasi allandoit a 8. tdbldzatban tintettem fel. Feltételezéseink
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szerint hasonl6an a Salpyranhoz, a CuLH komplexben a réz(Il)ion az (Npy, Namino,
Namino), mig a CuL komplex esetén az (Npy, Namino, Namino, O7) koordinacioés moddal
kotédik a  ligandumhoz. Lényeges kiilonbséget a 42. dbrdn a
részecskeeloszlasokon figyelhetiink meg. Az ACyQ komplexeinek eloszlasa
nagyon hasonlit a 39. 4) dbran feltiintetett Salpyranéhoz. A CulL komplex az
ACyQ esetén a teljes pH-tartomanyban dominal, szdmottevéen nincs jelen mas
komplex a rendszerben. Ezzel ellentétben az AEtQ esetén a flexibilisebb alifés
diaminocsoport lehetdséget ad a stabil CuLH komplex képzddésére. A 42. B)
abran lathato részecskeeloszlas alapjan pH 7-ig a CuLH a 6 komponens az
oldatban. A CuL komplex a ligosabb pH-tartomanyban valik dominanssa.

100% 100%
A) 7 cil B)
80% 1 80% 1
32 60% 1 2 60% 1
S 40% 1 S 40% 4
o o
20% 1 ik CuLH 20% 1
u ulLH 4 A
0% M r T — 0% +— . r r
30 50 70 90 pH110 35 55 15 95 pH

42. abra: Az (A) ACyQ és (B) AEtQ réz(Il)-komplexeinek eloszlasdiagramjai
ekvimolaris arany esetén

A szerkezetek alatamasztasara UV-Vis spektrofotometrias kisérleteket
végeztink. A két vegyiilet réz(Il)ion rendszereinek UV-Vis spektralis képe
megegyezik, a Salpyran tipusii vegyliletekkel ellentétben egy abszorpcids sav
mutatkozik a spektrumon 640 nm hullamhossz maximumnal. Az ACyQ
fotometrias titralasa kézben a pH novelésével hiperkrom eltolodas figyelhetd meg
egészen pH 6-ig, ahol a molaris abszorpcids koefficiens értéke csaknem

allandosul. Ezzel ellentétben a 43. 160 -
abran bemutatott ekvimolaris Cu(Il) - ::;::2
71 r r 120 4 pH=4,0
AEtQ rendszer spektralisan mas képet o
mutat. A pH novelésével 6,8-ig a | -0 - e
. e,
hiperkrom eltolodast egy jelentds § —pH=p.4
i , L . . =40 - —pH=94
hipokrom eltolodas koveti. Ez a | £ b0
valtozas a részecskeeloszlas alapjan a 0 - : - R
. 400 500 600 700 8002 (nm)
CuL komplex rendszerbeli | 3 gp.a: 4 Cui): AEIQ = 1:1 rendszer
mennyiségének  novekedés¢hez, a | UV-Vis spektruma [I = 0,2 M (KCI),
hidroxilcsoport koordinacidjahoz | ¢ =2 mM, ccum =2 mM]

kothet6.
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Cink(IT)-komplexeiket 6sszehasonlitva az AEtQ és ACyQ kolcsonhatéasa
a fémionnal megegyezik. Habar az

ACyQ cink(Il)-komplexeinek 100% =

stabilitasi allandoi kicsit nagyobbak, 80% {72 ZnL Nt
mint az AEtQ esetében. A képz0dd | eeou

?mk(Hr).—kompl’exc?k ’stablrhta51 S 40% znLHy

allandoi a 8. tablazatban lathatok. A | N,

két vegyiilet részecskeeloszlasa 0% L

szinte teljesen azonos. A vegyiiletek "35 5,5 75 9,5 pH
komplexeinek eloszlasat a 44. dbran | 44. dbra: A Zn(11):AEtQ = 1:1 rendszer
a Zn(I):AEtQ = 1:1 rendszer cink(ll)-komplexeinek eloszlasdiagramja

eloszlasa szemlélteti.

4.3.2.3. A HuPrP (103-112) és az AEtQ és ACyQ vegyes ligandumu
rendszerek vizsgalata réz(II)- és cink(II)ionnal

Hasonldéan a 4.2. fejezetben targyalt X1THIO ¢és XIFUR aroil-
hidrazonokhoz, az AEtQ ¢s ACyQ ligandumok kompeticidjat is tanulményoztuk
a HuPrP (103-112) fragmenssel (Ac-SKPKTNMKHM-NH>). Az oldategyenstlyi
vizsgalatokat réz(Il)- és cink(Il)ionok jelenlétében vizsgaltuk ekvimolaris
aranyokat alkalmazva. Az ACyQ esetén a pH-potenciometrias adatok alapjan nem
tudtunk vegyes komplexet leirni egyik vizsgalt fémion esetén sem. Ezzel
ellentétben az AEtQ vegyiilet képes vegyes ligandumu komplex kialakitasara a

peptiddel. A4  HuPrP (103-112) o

fragmens protondlodasi allandoit és a

réz(ll)- és cink(Iionokkal képzéds | "1, My cusst |
komplexeinek stabilitasi  dllanddjat | =%°% 1° ! !
lasd a 4.2.1. fejezet 2. tabldzatdban. A | 340% 1

titralasi adatok illesztése alapjan a 20% 1

feltételezett képzodd komplexek ¢€s 0% S

stabilitdsi llanddik a 9, blizatban | - 38 45 88 85 18 ;;};j;ﬂﬁp”
lathatok. A 45. dbran a pH-figgd 1:}:1‘1 r‘:.endszeru( i)"éz(ll)-kom.ple;eQinek
részecskeeloszlas alapjan a vegyes | cjoszidsdiagramja [dMKHM (4), AEQ (B)]
liganduma komplex képzdédése pH 4

alatt kezdodik el.
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9. tablazat: A HuPrP (103-112) (AMKHM) és az AEtQ vegyes rendszerben képzddd vegyes

ligandumu Cu(ll)- és Zn(1l)-komplexeinek stabilitasi allandoi (Igp) [1 = 0,2 M (KCI), T =
25 °C, ¢ =2 mM]

A = Ac-SKPKTNMKHM-NH,

B = AEtQ
Igp Cu(1l) Zn(1I)

MABH;4 59,09 (2) 53,78 (8)
MABHj3 52,74 (2) —
MABH; 43,78 (3) —
MABH 33,35(3) —

MAB 23,10 (3) —
MABH-, 11,45 (5) —

A komplexek szerkezetének azonositdsara UV-Vis ¢és CD-
spektroszkopiat, illetve tomegspektrometriat alkalmaztunk. Oldategyensulyi
koriilmények kozott a CuABH4 komplex 5,5-6s pH-n a f6 komponens.
Tomegspektrometrias kisérlettel sikeriilt kimutatnunk a CuABH4 komplex
jelenlétét. A 46. abran a 760,839 m/z (szamolt: 760,844 m/z) értéknél detektalt
ion a [Cs2HoiN17014S2CuC2H 13N;O+2H ] 6sszetételll kétszeresen pozitiv toltésii

komplexnek feleltethetd meg és az ion izotopeloszlasa megegyezik a szimulalt
izotopeloszlassal.

+MAS. 0.8-1.0min #(SD-61)

760,839
800 -

@
=3
S

=
2
=}

762,840

)
o
<

763,337

Intenzitas

o

C52H91N17014852CuC12H13N30H2, M ,1621,69

S
8
.9

760,844
761,844
761,345

762,345

762,845
763,345

46. dabra: A [Cu(dMKHM)(AEtQ)H, + 2 H]?" ion (CuABH.,) kisérleti és
szimulalt izotopeloszlasa
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—pH=2,4
~pH=2,8
pH=3,4
pH=38
pH=4,1
—pH=5,1
pH=5,9
—pH=6,8
—pH=7,6
—pH=8,7
~=pH=9,6
~=pH=10,3
. . . | —pH=11,3
400 500 600 700 800 900 A (nm)

47. abra: A Cu(ll):dMKHM:AEtQ = 1:1:1 rendszer A) CD-spektruma és B) UV-Vis
spektruma [I = 0,2 M (KCl), ¢, = 2 mM, ccuay = 2 mM]

Feltételezhetden a komplex kialakitasaban a peptid a hisztidin imidazolil-
oldallancan keresztiil kotddik a Cu(Il)-ionhoz, mig a harom lehetséges kotohelyet
az AEtQ nitrogéndonoratomjai foglaljak el. Ez magyarazatot ad arra, miért nem
figyelhetd meg a 47. A) abran CD-aktivitas egészen pH 9-ig, ugyanis a peptidek
esetében a hisztidin koordinaciodja a réz(Il)ionhoz nem mutat CD-aktivitast, és az
AEtQ sem rendelkezik kiralitdAs centrummal; tovabba a peptidvaz
amidnitrogénjeinek koordinacidja is kizarhaté ezaltal. A bazikus pH
tartomanyban a CuABH és CuAB komplexek megjelenésével 500 nm-nél egy
negativ Cotton-effektus figyelheté meg, mig 650 nm hullamhossznal egy pozitiv
Cotton-effektus. Hasonlo lefolydsu CD-gorbe figyelheté meg a Cu(Ill)-dMKHM
rendszer (Nim,N ,N,N") koordinaciés modu komplexei esetén. FEzen
megfontolasokbol és a 47. B) abran lathaté UV-VIS spektrumon pH 10 {ol6tt az
abszorpcios sav a kisebb hullamhossz értékek felé torténd kiszélesedésébol arra
kovetkeztethetiink, hogy az amidnitrogének deprotonalddasa és koordinaciojuk a
Cu(ID)-ionhoz lassan kiszoritja az AEtQ vegyiiletet. A lagos pH tartomanyban a
peptidben a lizil-oldallancok deprotonalddasa is bekovetkezik, azonban ez nem
jelent valtozast a koordindcidban. A titralasi adatok alapjan a cink(Il)ionnal is
képes vegyes ligandumu komplex kialakulni a AIMKHM és AEtQ kozott. A 48.
dbran bemutatott részecskeeloszlason lathatd, hogy pH 9-ig csak a ZnABH,4

vegyes ligandumtl komplex van jelen a 100% _
rendszerben. A ZnABHs komplex 80% 1 ZnABR, ’:'E;BH_,
stabilitasi  allandéja a  vartnak

60% - {
1

%

()

megfeleléen kisebb, mint a réz(Il)ion
40% 1

esetén (9. tablazat). Elképzeléseink so {| zns

Zn

alapjan az  er6sen lagos pH

] 0% —————t p
tartomanyban az AFEtQ 50 60 7,0 80 90 10,0 11,0

hidroxilcsoportjdnak deprotonalddasa | 48. dbra: A Zn(1]):dMKHM:AEtQ =
1:1:1 rendszer cink(Il)-komplexeinek
eloszlasdiagramja [dMKHM (4), AEtQ (B)]

H

¢s ezt kovetd koordinacigja a

cink(Il)ionhoz teljesen kiszoritja a

79



A human prion fehérje (103 — 112) fragmens fémion-katalizalt oxiddaciojat
befolyasolo tényezok

hisztidin imidazolnitrogénjét a koordinacios szférabol. A ZnB komplex
kialakulasaval parhuzamosan a cink(Il)ion hidrolizise is bekdvetkezik, és kialakul
a ZnBH.; komplex. A képz6dé ZnABH, komplexet tomegspektrometriaval ki
tudtuk mutatni. A 49. abran a [C52H91N17014SZZnC12H13N3O+2H]2+ Osszetételnek
megfeleld mért 761,346 m/z (szamolt: 761,343 m/z) értékl kétszeresen pozitiv
toltésii ion izotdpeloszlasa jo egyezést mutat a szimulalt izotopeloszlassal.

M5, 0.3.0 5min #(16-30)
(30004

761,346 762,346

761,847
20007 763,346
762,845

763,846

E
g
g

764,346

8 764,843
Ho
% 1 C52H91N1701452ZnC12H13N30H2, M ,1522,69
2_5005 761,343 762,343
b 761,845 763,343

2000 762,844
[1500-
nooo-
5007

759 760 761 762 763 764 765 766 m/z

49. abra: A [Zn(dMKHM)(AEtQ)H, + 2 H]*" ion (ZnABH,)
kisérleti és szimulalt izotopeloszldsa

44. A HuPrP (103-112) fragmens és mutiansanak fémion-katalizalt
oxidacidjanak vizsgalata fémion-fehérje kolcsonhatast gyengité molekulak
jelenlétében

A fehérjéket felépitd aminosavak koziil a metionil-oldallanc reverzibilis
oxidacidja egy fiziologiailag jelentds folyamat, amely feltételezhetden részt vesz
a cellularis szabalyozas molekularis mechanizmusaban. A reverzibilis oxidacid
funkcionalisan képes megvaltoztatni fontos jelatviteli fehérjéket, illetve a
fehérjéket alkotd metionin és hisztidin oxidacidja a fehérjék negyedleges
patologiai folyamatok kialakulasahoz.

A fentebb emlitett okok miatt munkam f6 céljaként tiztiik ki vj, illetve
mar korabban szintetizalt, de modositott vegyiiletek fehérjék fémion-katalizalt
oxidaciora gyakorolt hatasanak tanulmanyozasat. A kisérleteket a HuPrP (103-
112) fragmenssel (Ac-SKPKTNMKHM-NH, (dMKHM)) ¢és a MI112A
mutansaval, az Ac-SKPKTNMKHA-NH, (dMKHA) peptiddel végeztik el.
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Kutatocsoportunkban korabban mar vizsgaltdk ezen peptidek fémion-katalizalt
oxidacidjat Cu(I)/H20, rendszerben.'S’ Céljuk az oxidacié soran képzoédott
termékek azonositdsa volt. A kapott eredményekbdl megallapitottdk, hogy a
metionintartalmi peptidekben a peptidlanc hasadasa nem kovetkezik be, tovabba
a peptidben jelenlévé metionin minden esetben metionin-szulfoxidda oxidalédik.

A vizsgalt agenseket két nemzetkdzi kutatdcsoport biztositotta
szamunkra. Az egyiittmiikddések keretein beliil az aroil-hidrazon vegyiileteket
Nicolas Rey (Pontificia Universidade Catélicado Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brazilia) kutatocsoportja, mig a modositott szalan tipusu vegyiileteket George
Kostakis (University of Sussex, Brighton, Egyesiilt Kirdlysag) kutatdcsoportja
allitotta el6. A fejlesztett és vizsgalt vegyiileteknél az egyik fontos szempont az
volt, hogy olyan vegyiileteket allitsanak eld, amelyek megfelelé vér-agy gaton
valo atjutasi tulajdonsadggal rendelkeznek. Tovabba, a célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk, hogy ezek a potencidlis védémolekuldk mennyire képesek
visszaszoritani a peptid oxidacigjat az altalunk alkalmazott analitikai
korilmények kozott. Mindemellett minden vegylilet esetén végeztiink
kontrollkisérleteket. A kontrollkisérletekre tobb okbdl is sziikség volt.
Elsédlegesen annak vizsgélatara, hogy a Cu(Ill)-ion és/vagy H,O, hatasira
torténik-e szerkezeti valtozas a vegyliletekben, ez lehet akar oxidacié vagy
hasadas, tovabba szamottevd valtozas kovetkezik-e be az agens mennyiségében,
amely befolyasolja a peptiddel végzett oxidacios kisérletet. A kontrollkisérletek a
képz6do csucsok beazonositasa és a vegyiiletekhez valdo hozzarendelés miatt,
illetve a tovabbi kromatografidas moddszerfejlesztés sziikségességének
megallapitasa miatt is fontos volt szamunkra. Az oxidacio kdvetésére alkalmazott
kromatografias modszerekre felallitott egyik legfobb kdovetelmény, hogy az
agensekhez kothetd eludlodo csucsok retencids ideje kiilonb6zo legyen a peptid
¢és ismert oxidacios termékeinek retencios idejétdl, és azok ne befolyasoljak az
utobbiak detektalasat.
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4.4.1. A HuPrP (103-112) M12A mutanssal végzett oxidaciés kisérletek

Az altalunk kapott eredmények koziil elsdként az Ac-SKPKTNMKHA-
NH, mutanssal végzett kisérletek eredményeit ismertetem. (4 tovabbiakban a
dMKHA roviditést haszndlom.) Hasonldan a korabbi tapasztalatokhoz!®” a
Cu(Il):dMKHA:H>O, = 1:1:4 rendszerben csak egy termék képzddését tudtuk
folyadékkromatografiaval detektalni. Folyadékkromatografiaval &sszekotott
tandem tomegspektrometridval megallapitottuk, hogy a metionin oxidalddik
metionin-szulfoxiddd (dM(O)KHA). Az 50. dbran a [yio+O]*" ion, vagyis a
[AMKHA+O]** kétszeresen pozitiv toltésli proton adduktja 599,822 m/z
(szamitott: 599,822 m/z) értéknél detektalhatd. Az [yo+O]*" és [ystO]**
termékionok 535,302 m/z és 471,253 m/z (szamitott: 535,300 m/z és 471,253 m/z)
értéknél lathatok. Az oxidalt termék fragmenticidja sordn a metionin-
szulfoxidhoz kothetd karakterisztikus 64 Da-os vesztés is megfigyelhetd az
[y10+O]*" és [ys+O]*" ionok esetén 567,823 m/z és 439,254 m/z (szamitott:
567,823 m/z és 439,254 m/z) értékeknél. A termék szerkezetét a fentieken kiviil
tovabba bizonyitja a proton addukttal rendelkez6 [y2]" ion 226,138 m/z értéknél
(elméleti 226,130 m/z), amely a HisAla-NH; szekvencianak megfeleltethetd, és
egyértelmiien bizonyitja, hogy az oxigén nem a hisztidin aminosavoldallancon
helyezkedik el.

+MSMS (599,800)

599,822

24
1000 [y10+0]

[<2]
o
<

[y 15+O-CH,SOH]’ |

ﬁ + 2+
£ 600; [y2] [yl l <
5} N -
= 2 o AR
= [yg+O-CH,SOH] § % ;;
1 < + 5 2+ e
400 g [byH0l \ [bg+O]
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50. abra: A [dM(O)KHA]*" ion tandem MS spektruma (CE = 30 eV)

Hasonléan az Ac-SPKTNMKHA-NH, (nMKHA) nonapeptidhez,
aszkorbinsav jelenlétében is vizsgaltuk a szerkezetében szinte megegyezé
dMKHA  peptidet. =~ A  kordbbi  tapasztalatokhoz  hasonléan a
Cu(Il):dMKHA:H»0,:aszkorbinsav = 1:1:4:20 rendszerben az id6 elérehaladtaval
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tobb termék is keletkezett. Az 51. abran a 60 perces mintavétel kromatogramja
lathatd. A holtidénél megjelend nagy intenzitasu csucsok a szervetlen ionokhoz,
Na;EDTA-hoz és az aszkorbinsavhoz rendelhetdk. A kromatogramon
feltiintettem az altalunk azonositott csucsokat. A dAMKHA 15,5 percnél elualodik,
mig a metionin-szulfoxid szarmazék 13,1 percnél. Korabbi tapasztalatok alapjan
a 16,6 percnél elualodé cstcs a AMKH(O)A-hoz, vagyis a hisztidin egyszeres
oxidacidja soran keletkez6 2-oxo-hisztidint tartalmazé oxidalt termékhez kotheto,
mig a 13,4 percnél elualodo

cstics  feltételezhetben a 01
, 2 dM(0)KH(O)A
[IMKHA+20]  kétszeresen 2 QHO
.1, , , 2 dM(C)KH dMKHA
oxidalt termékhez. A csucsok g
= dMKH(O)A

azonositasara LC-MS/MS
méréseket végeztiink. A fenti

o
=]
@

varakozasainkat
alatamasztottak a mérések, a

csucsok  sorrendje  annak 0

. 0 5 10 15 t(perc) 20
megfeleld Volt. | 57. gbra: A Cu(ll):dMKHA:H:0:AA = 1:1:4:20
Tomegspektrometridval rendszer kromatogramja egy ords mintavételkor;
kimutattuk, hogy a | A=222nm, pH =74, T=25°C, [dMKHA]= 1

mM, [Cu(I)] = 1 mM, [H:0,] = 4 mM, [AA]=

kétszeresen oxidalt termék 20mM, [EDTA] = SmM

esetén mind a metionin, mind
a hisztidin oldallancra egy-egy oxigén addicionalodik.

Az 52. abran bemutatott tdmegspektrumon az ionok hidrogénadduktként
vannak jelen. A jelek kis intenzitasa ellenére a 607,814 m/z értéknél (szamitott:
607,819 m/z) lathaté a kétszeres toltésti prekurzorion, az [yioc+20]*, vagyis a
[dAMKHA+20]*". A metioninon és hisztidinen bekdvetkez6 oxidaciot tamasztja
ala a korabbi tapasztalatokhoz hasonldan egy 64 Da-os és 88 Da-os vesztés is. Az
[y10120-CH3SOH]** és [y10+20-C3HsN,O]*" ionok 575,818 m/z és 563,790 m/z
(elméleti 575,818 m/z és 563,787 m/z) értéknél lathatok. A hisztidin oxidaciojat
egyértelmlien bizonyitja 370,220 m/z értéknél (szamitott: 370,220 m/z) az
[ystO]" ion, amely a -KHA- aminosav szekvencidnak és egy oxigénnek
feleltethetd meg. Mivel a lizin és alanin oldallancon nem jellemz6 egy oxigén
addicioja igy kijelenthetd, hogy valoszinilleg a hisztidin oxidalédik 2-oxo-
hisztidinné.
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52. abra: A [dM(O)KH(O)AJ*" ion tandem MS spektruma (CE = 30 eV)

A HPLC mérések soran kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a
Cu(Il):dMKHA:H;0;:aszkorbinsav = 1:1:4:20 rendszerben az oxidacio
kezdetekor vett mintavételi idopontban a peptid az oxidalt termékekhez képest
kdzel 72%-ban van jelen, mig a AM(O)KHA mar kozel 15%-ban, illetve a masik
két azonositott termék, a AIMKH(O)A és a dM(O)KH(O)A kozel 10%-ban és 3%-
ban. Egy ora elteltével a teriiletaranyok Osszehasonlitasa alapjan lathato, hogy a
dM(O)KHA aranya ~22%, mig a masik két oxidalt termék aranyai ~29%-ra és
~14%-ra nének. A Cu(Il):dMKHA:H,0, = 1:1:4 rendszernél egy ora elteltével a
peptid teljes mennyisége oxidalodott, vagyis az aszkorbinsav jelenléte ezen
aranyok esetén bizonyitottan védi a peptidet az oxidaciotol.

A fémion-fehérje kolcsonhatast gyengitd aroil-hidrazonok koziil harom
vegyiilettel végeztiink kisérletet. A vizoldhaté X1THIO (1-metil-1H-imidazol-2-
karboxaldehid-2-tiofenil hidrazon) mellett két vizben rosszul oldodo vegyiilettel,
a HPCIH-vel (piridin-2-karboxaldehid izonikotinoil-hidrazon) ¢s a HPCFUR-ral
(piridin-2-karboxaldehid 2-furoil-hidrazon) is végeztiink kisérleteket. A HPCIH
¢s HPCFUR torzsoldatok viz:acetonitril = 50:50 oldoszerelegyben késziiltek. A
vegyiiletekkel végzett kontrollkisérletek réz(IT)ionnal és hidrogén-peroxiddal nem
mutattak detektalhaté valtozast 222 nm-en — ami az elsddleges detektalasi
hullamhossz —, illetve mas hullamhosszon sem.
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Az 53. abran a AIMKHA peptid és a képz6do oxidacios termékek aranyait
mutatom be egymashoz képest az oxidacid inditasat kovetden 60 perc elteltével.
Egy ora elteltével a Cu(II)/H>O, rendszerben szinte a teljes peptid oxidalodik, és
a képz6do termék a metionin-szulfoxid oldallancot tartalmaz6 peptid, azaz szinte
csak a dM(O)KHA van jelen a rendszerben. Husszoros feleslegli aszkorbinsav
jelenlétében a 2-oxo-hisztidin szarmazék kozel 30%-ban, és a peptid kétszeresen
oxidalt terméke 10%-ban van jelen. Ha a rendszerben nincs jelen az aszkorbinsav,
¢s katalitikus mennyiségti réz(Il)ion van jelen egy oras mintavételnél, a peptid
40%-ban még valtozatlan formaban van a rendszerben, és a dAM(O)KHA mellett
minimalisan a kétszeresen oxidalt termék is megjelenik. Ha katalitikus réz(Il)ion
mellett aszkorbinsav is jelen van a mintaban, az egyszeresen oxidalt termékek
aranya nd a korabban vizsgalt ekvimolaris réz(Il)iont tartalmazo rendszerhez
képest. Azonban a peptid még 20%-ban valtozatlan formaban van jelen, vagyis itt
is megmutatkozik az aszkorbinsav kettds szerepe, amellett, hogy pro-oxidansként
eldsegiti a hisztidin oxidacidjat, valamelyest védi is a peptidet az oxidaciotol.
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53. abra: Az AMKHA és a képzddd oxidacios termékek aranyai egymashoz képest
60 perc oxidacio elteltével

Az oszlopdiagramon feltlintetett teriiletarainyokat Osszevetve a
Cu(Il):dMKHA:H>0, = 1:1:4 rendszerhez képest, az ekvivalens mennyiségben
aroil-hidrazont tartalmazé mintdk esetén jelentésen visszaszorul a metionin
oxidacidja, habar minimalisan megjelenik a kétszeresen oxidalt dM(O)KH(O)A
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is az X1THIO és HPCIH aroil-hidrazonokat tartalmaz6 rendszereknél. Ezen
aranyok esetén a dM(O)KHA oxidalt termék keletkezését a HPCFUR szoritja
vissza a legjobban, mig a vizoldhat6 XITHIO a legkevésbé. A
Cu(Il):dMKHA:H,0;:aroil-hidrazon = 1:1:4:0,1 arany( rendszerek esetén az
aroil-hidrazon a metionin-szulfoxid képzddését kevésbé szoritja vissza, az
XITHIO esetén az oxidacido mértéke megegyezd a Cu(Il):dMKHA:H,O,=1:1:4
rendszernél megfigyelttel. Az oxidacios vizsgalatok soran megkiséreltiik olyan
mintdk vizsgalatat, melyek nagyobb aranyban tartalmaztik az aroil-hidrazont,
viszont csapadékkivalas miatt ezek vizsgéalata meghiusult. Minthogy a harom
vizsgalt aroil-hidrazon koziil a HPCFUR bizonyult a legsikeresebbnek az oxidacio
visszaszoritasa szempontjabol, a vegyiilet hatasossagat aszkorbinsav jelenléte
mellett is vizsgaltuk. Az oszlopdiagramon feltiintetett ardnyokbdl lathatd, hogy a
60 percnél vett mintanal a peptid 51%-ban, a reverzibilisen oxidalt dM(O)KHA
26%-ban van jelen, mig a dM(O)KH(O)A, illetve a IMKH(O)A termékek 4%-
ban és 19%-ban. Osszességében elmondhaté, hogy az aszkorbinsav jelenléte pro-
oxidansként hat a peptid oxidaciojara és iniciald hatast a hisztidin irreverzibilis
oxidacidjara, azonban a HPCFUR aroil-hidrazon képes a hisztidin oxidaciojat kis
mértékben visszaszoritani.

4.4.2. A HuPrP (103-112) fragmensének oxidacios vizsgalata

A munka folytatasaként kiterjesztettiik a vizsgalatokat a HuPrP (103-112)
fragmensre, melynek szekvencidja: Ac-SKPKTNMKHM-NH.. (4 tovabbiakban
a dMKHM réviditést fogom hasznadlni.) A peptid harom oxidaciora hajlamos
aminosavat tartalmaz, a 109-es és 112-es poziciokban két metionint €s a 111-es
pozicidoban egy hisztidint. A fragmens oxidaciojat korabban mar vizsgaltak
kutatocsoportunkban a Cu(I)/H,O» rendszerben.'’” A kutatds folytatdsaként
vizsgaltuk a peptid réz(Il)ion-katalizalt oxidacidjat hidrogén-peroxid és
aszkorbinsav jelenlétében, illetve a fémion-fehérje kolcsonhatast gyengitd
agensek hatasat az oxidaciora. A Kkisérleteket a korabban bemutatott aroil-
hidrazonok mellett Kkiterjesztettiik egy tovabbi vizoldhatd aroil-hidrazonra
(X1FUR) és hat modositott szalan tipusu vegyiiletre is.

A dMKHM esetén is vizsgaltuk a peptid réz(Il)ion-katalizalt oxidaciojat
aszkorbinsav jelenlétében. Az 54. abran a Cu(Il):dAMKHM:H»0,:aszkorbinsav =
1:1:4:20 aranyt rendszer kromatogramja lathatd 1 nap mintavételi id6t kdvetden,
melyen minden tandem tomegspektrometriaval azonositott cstcsot s
feltlintettem. Egy nap elteltével még mindig jelen van 15,6 perc retencids idonél
a dMKHM oxidalatlan formaja az oxidalt termékek mellett. A
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folyadékkromatografiaval
végzett elvalasztas soran
Osszegyljtott frakcidkat
tomegspektrometriaval
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54. abra: A Cu(ll):dAMKHM:H,O:;.aszkorbinsav
= [:1:4:20 rendszer kromatogramja az oxidacio
folyadékkromatografias kezdetét kovetéen egy nap elteltével; =222 nm
rendszerben. Az oxidacié soran | PH = 7.4, T = 25°C, [dMKHM]= 1 mM,
[CuD)] = 1 mM, [HO;] = 4 mM, [AA]=
20mM. [EDTA] = SmM

szulfoxidda, 12,4 percnél
elualddik az alkalmazott

tovabbi két, egyszeresen oxidalt

termék is keletkezik. A AMKHM
egyszeresen oxidalt terméke, melyben csak az egyik metionin oxidalédik, 13,3
percnél lathato. Fiiggetleniil attol, hogy a 109-es vagy a 112-es metioninon megy
végbe az oxidacid, a nagyon hasonlé polaritds miatt egyszerre elualodik az oxidalt
termék, ezért a tovabbiakban az oxidalt termékre a AIMKHM+O roviditéssel fogok
hivatkozni. A nagyobb visszatartassal rendelkez6, a peptidhez képest apolarisabb
egyszeresen oxidalt IMKH(O)M csticsa 16,7 percnél lathato, melyben a hisztidin
az irodalom alapjan feltételezhetéen 2-oxo-hisztidinné oxidalodik. A termékek
szerkezetét a tandem MS mérések soran kapott tomegspektrumok is
alatamasztjak.

Az 55. abran a 12,4 percnél elualodott AM(O)KHM(O) terméket 637,825
m/z ¢értéknél (szamitott: 637,821 m/z) detektaltuk. A kétszeres toltést,
hidrogénionnal adduktot képzd [yig+20]*" prekurzorion fragmentacids
utvonalanak [yo+20]*" és [ys+t20]*" 573,297 m/z és 509,256 m/z termékionjai
mellett (szamitott: 573,300 m/z és 509,252 m/z) a metionin-szulfoxid jelenlétére
utalo karakterisztikus 64 Da-os vesztéshez kothetd [yio+20-CH3SOH]* és
[ys+20-CH3SOH]*" termékionok 605,822 m/z és 477,248 m/z értéknél (szamitott:
605,822 m/z és 477,253 m/z) is alatamasztjak az oxidalt termék szerkezetét. A
peptidben a két metionin oxidéaciojat a [bo+O]** 555,787 m/z (szamitott: 555,790
m/z), a [y>+O]" 302,122 m/z (szamitott: 302,128 m/z) és a [y +O]" 165,069 m/z
(szamitott: 165,069 m/z) értéknél detektalt ionok egyértelmiien alatamasztjak. A
[be+O]*" esetén az oxidaciora hajlamos aminosavak koziil a Met109 és His111 van
jelen az ionban, mig az [y.+O]" a - HM(O)-NH, szekvencia egyszeresen oxidalt
ionjaként feleltethet6 meg és a [y;+O]" ion jelenléte az aminosavak koziil csak a
Met112-t tartalmazza. Ezen eredmények egyértelmiien alatamasztjak azt, hogy a
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két oxigén a Metl09 ¢és Metll2 aminosavakra addicionalodik, és a

dM(O)KHM(O) termék keletkezik.
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55. abra: A [dM(O)KHM(O)]*" ion tandem MS spektruma (CE = 30 eV)
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A 13,3 percnél elualodo egyszeresen oxidalt termék(ek)nek az MS/MS
spektruma az 56. dbrdn lathatd. A kétszeres pozitiv toltésti [yio+O]*"
prekurzorionja 629,825 m/z érteknél (szamitott: 629,823 m/z) detektalhato, illetve
a [yio+rO-NH3;]** ion 621,314 m/z (szamitott: 621,310 m/z) értéknél. A
dMKHM+O prekurzorion fragmentacids Gtvonala soran az [y1o+O-CH;SOH]**
597,825 m/z (szamitott: 597,824 m/z), az [ys+O]*" 565,303 m/z (szamitott:
565,302 m/z), az [ys+O]*" 501,258 m/z (szamitott:501,255 m/z), az [yst+O-
CH;SOH]*" 469,258 m/z (szamitott: 469,256 m/z) és az [y;+O]*" 452,730 m/z
(szamitott: 452,728 m/z) ionok alatamasztjak az egyszeres oxidaciot. Azonban a
korabban felsorakoztatott ionok koziil a 64 Da-os vesztés, amely a CH3SOH
Osszegképletnek feleltethetd meg, egyértelmiien az egyik metionin egyszeres
oxidaciojat tamasztja ala metionin-szulfoxidda. Fiiggetleniil attol, hogy a Met109
vagy Metl12 oxidalodik, a peptid egyszeresen oxidalt formaja a metionin
oxidacio esetén egyidejlileg elualodik, igy a folyadékkromatografias elvalasztas
sordn gyujtott frakcioban mind a 109-es (AM(O)KHM) és 112-es (AIMKHM(O))
metionin egyszeresen oxidalt formai vannak jelen. Ezt a dM(O)KHM termék
esetén a fragmentacids utvonalanak az 555,789 m/z (szamitott: 555,790 m/z)
értéknél detektalt [bo+O]** és egy vizmolekula vesztés 546,789 m/z (szamitott:
546,785 m/z) értéknél és a 286,132 m/z értékii (szamitott: 286,133 m/z) [y2]" ion
(-HM-NH>) egyértelmiien bizonyitja. A dAMKHM(O) termék jelenlétét, melyben
a Met112 egyszeresen oxidalodik, a fragmentacids utvonaldra jellemzd [be-H2O]**
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538,788 m/z (szamitott: 538,787 m/z) értéknél és a 302,127 m/z értéknél
(szamitott: 302,128 m/z) detektalt [y,+O]" termékionok alatimasztjak.
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56. abra: A [dAMKHM + O]*" ion tandem MS spektruma (CE = 30 eV)

A 16,7 percnél elualodo frakcioban a 629,827 m/z (szdmitott: 629,823
m/z) értéknél detektalt cstics szintén egy egyszeresen oxidalt termék jelenlétére
utal. Az 57. dbran bemutatott [yio+O]*" hidrogénionnal adduktot képzd,
kétszeresen protonalt prekurzorion fragmentacios utvonalan detektéalt [bo+O]**
555,792 m/z (szamitott: 555,790 m/z), [ys+O]*" 501,257 m/z (szamitott: 501,255
m/z), [bs]** 479,269 m/z (szamitott: 479,263 m/z), [y;+O]" 430,223 m/z
(szamitott: 430,233 m/z), [y.+O]" 302,128 m/z (szamitott: 302,128 m/z) és [y:]"
149,075 m/z (szamitott: 149,074 m/z) termékionok alatamasztjadk a hisztidin
egyszeres oxidaciojat, a AIMKH(O)M termék képzddését. Ezenfeliil az 527,243
m/z (szamitott: 527,240 m/z) és 282,151 m/z (szamitott: 282,156 m/z) értéknél
detektalt [NMKH(O)]" ¢és [KH(O)]" koztes termékionok is egyértelmiien
bizonyitjdk a dMKHM peptidben a hisztidin egyszeres oxidacidjat,
feltételezhetden 2-oxo-hisztidinné.
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57. abra: A [dAMKH(O)M]?*" ion tandem MS spektruma (CE = 30 eV)

Mielott vizsgaltuk volna az dgensek hatasat a HuPrP (103-112) fragmens
réz(Il)ion katalizalt oxidaciojara, elsonek kontrollkisérleteket végeztink a
Cu(II):H>0; = 1:4 rendszerben, melyben az MPAC kismolekulak a réz(Il)ionnal
ekvivalens ardnyban voltak jelen. Az oxidacios kisérletek szempontjabol a
korabban még nem vizsgalt, vizoldhaté X1FUR esetén az oxidacio kezdete utan
két cstcs is megjelent a 222 nm-en felvett kromatogramon, melyek nagyobb
intenzitassal detektalhatok 254 nm hulldmhosszon. LC-MS vizsgalatok alapjan
kimutattuk, hogy a hamarabb elual6do csucs az X1FUR+O-hez rendelhetd, mig
az X1FUR ligandum utan elualodo csucs egy H>O molekula vesztéséhez kothetd.
A kontrollkisérlet alapjan az X1FUR cstcs egy nap elteltével 50%-ban valtozatlan
formaban volt jelen a rendszerben. A 4F-Salpran ¢és 6F-Salpyran
kontrollkisérleteinél hasonlo eredményeket kaptunk. Mindkét ligandum esetén kis
mértékii valtozas figyelheté meg a Cu(II)/H,O; rendszer kromatogramjan. A
kromatogramon tobb kisebb cstics figyelheté meg a holtidd utén, azonban
jelentésebb intenzitassal rendelkez6 csticsot nem tapasztaltunk. Egy nap oxidaciot
kovetéen a 4F-Salpyran ~50%-ban, mig a 6F-Salpyran ~30%-ban volt jelen
valtozatlan formaban. A Salpyran, 4MetO-Salpyran és 4CF3;O-Salpyran esetén az
el6z0khoz hasonléan a ligandum kis mértékli reakcioja figyelheté meg a
Cu(II)/H»0, rendszerben, de 1j, jol definialhatd cstcs nem jelenik meg az
alkalmazott modszereknél és a detektalasi hullamhosszon. A fentebb emlitett
agensek esetén a AMKHM peptidet is tartalmazo rendszerekben a kromatogramok
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alapjan az agensek mennyiségében nincs valtozas az oxidaciot kdvetden. Ez
feltételezhetéen annak tudhatd be, hogy elsddlegesen a peptid az oxidacid
célpontja, és nem az agens. A Cu(ll):H>O, = 1:4 ardnytl mintdban az MPAC
kismolekuldhoz tartozé csucs teriiletének csokkenésével egyidejiileg az AEtQ
esetén kettd, mig az ACyQ esetén egy darab jol definidlhaté csics megjelenése
detektalhato az oxidacié elérehaladtaval. A kordbbiaktdl ellentétben a
Cu(II)/dMKHM/H>0, mintaban is csokken az AEtQ ¢és ACyQ ligandumok
mennyisége, azonban ez kisebb mértéki, illetve a reakcidjukhoz rendelhetd
csucsok nem zavarjak a peptid oxidacidjara gyakorolt hatasuk vizsgalatat.

A vizsgalt fémion-fehérje kolcsonhatast gyengitd molekulak hatasat a
dMKHM réz(Il)ion-katalizalt oxidacidjara hidrogén-peroxiddal a
Cu(II):dMKHM:H>0,:Ligandum = 1:1:4:1 rendszerekben az 58. dbra mutatja be.
Az oszlopdiagram a dMKHM ¢és ezen koriilmények kozott képzddd oxidalt
termékeinek, vagyis az egyszeres metionin oxidalt termék(ek) (IMKHM+O) és a
kétszeres metionin oxidalt termék (dAM(O)KHM(O)) aranyait mutatja be egy oras
mintavételi idoénél. Az aroil-hidrazonok tekintetében a két vizoldhatd vegyiilet
koziil az X1FUR minimalisan jobban visszaszoritotta a peptid oxidaciojat, mint

az XI1THIO. Az aroil-hidrazonok
koziill a legnagyobb mértékben a %  BdMKHM 2dMKHM+O mdM(O)KHM(O)
vizben rosszul oldéd6 HPCIH | 100
szoritja vissza az oxidaciot, egy ora 90
elteltével a AMKHM ~60%-a még :g
oxidalatlan allapotban van. 60
Erdekesség, hogy a dMKHA peptid 50
esetén ugyanezt a HPCFUR esetén 40
tapasztaltuk, viszont a dMKHM 30

peptid jelen esetben  kicsivel 20

kevesebb mint 40% ardnyban 12

talalhat6 meg a mintaban az oxidalt Q\,e o &QQQ- & & &S @\ G\ &

termékeihez képest. A vizoldhato A Qgngg ‘Q*e,‘é;,@ o
e, .. . K& O S

szalan tipusu vegyiiletekkel végzett N ,cf‘

kisérletek eredményeként kapott egy | 58. dbra: A dMKHM és a képz6dd

Oras kromatogramok alapjan oxidacios termékek aranyai egymashoz

képest 60 perc oxidacio elteltével a
) Cu(ll).dMKHM:H,0;:Ligandum = 1:1:4:1
mutatjak, hogy legkevésbé az AEtQ | ., 45zerekben: A = 222 nm, pH=74;T=
vegyiilet szoritja vissza a peptid | 25°C, [Lig,] = ImM, [dMKHM,] = ImM,

oxidacidjat. A dMKHM mindéssze | [Cu(ll)] = ImM, [H>0>] = 4mM, [AA] =
20mM, [EDTA] = 5mM

meghatarozott teriiletardnyok azt

20%-ban van jelen a mintaban az

oxidalt termékekhez viszonyitva.
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Ennél kicsivel jobban szoritja vissza az oxidaciot a MetO-Salpyran és a 4CF;0-
Salpyran. Mindkét vegyiilet esetén ~30%-ban talalhato meg a AMKHM. Ennél
valamivel jobban teljesitett a szerkezetében nagyon hasonlé 4F-Salpyran és 6F-
Salpyran; ebben az esetben a mintakban ~ 40% dMKHM volt jelen egy o6ra
elteltével. A kromatogramokbol kapott eredmények alapjan az ACyQ és a
Salpyran vegyiiletek szoritottak vissza a legjobban az oxidaciot, melyekben ~50%
¢s ~60% aranyu volt a IMKHM tartalom. Feltételezhetden a peptid réz(I1l)ion-
katalizalt oxidéaciojanak visszaszoritdsdban fontos szerepet jatszik a potenciélis
védomolekula koordinacioja a réz(Il)ionhoz. A korabbi fejezetekben bemutatott
oldategyensulyi vizsgalatok alapjan az X1FUR, XITHIO ¢és AEtQ vegyiiletek
képesek vegyes ligandumu komplex kialakitasara a AIMKHM peptiddel, azonban
az ACyQ vegyiilet nem. A meghatarozott Cu(Il)-ACyQ és Cu(Ill)-dMKHM
torzskomplexek hipotetikus eloszlasdiagramja szinte megegyezd a 4.3.2.1.
fejezetben lathatd 40. D) abran a Salpyran esetén készitett eloszlasdiagrammal.
Korabban arra kdvetkeztettiink, hogy nem valoszinii a vegyes ligandumu komplex
kialakulasa, melyet pH-potenciometriaval az ACyQ esetén nem is tudtunk
kimutatni. Ebbdl arra kovetkeztethetlink, hogy a peptid réz(Il)ion-katalizalt
oxidacidjanak visszaszoritasara azon agensek képesek a legjobban, amelyek nem,
vagy csak nagyon kis stabilitasi allandoju vegyes ligandumu komplexet képesek
kialakitani a peptiddel.

Vizsgaltuk a Cu(X1FUR) és Cu(Salpyran) komplexek elektrokémiai
tulajdonsagait  ciklikus  voltammetriaval. A  két komplex  ciklikus
voltamogramjanak &sszehasonlitdsat az 59. dbra szemlélteti. A kapott
voltamogramok alapjan megallapitottuk, hogy a Cu(Salpyran) komplex nem
rendelkezik redoxaktivitassal, mig
a Cu(XIFUR) irreverzibilis LAl
redoxaktivitast mutat. Az

Cu(Salpyran)
Cu(X1FUR)

oxidaciods vizsgalatok és az inaktiv
redoxi  tulajdonsdg  alapjan
kivancsiak voltunk arra, hogy | <4 3 ‘ 020 T 080 E (v) 080

képes-e, mint potencialis terapids
kelator, a Salpyran
megakadalyozni a reaktiv oxigén 2
szarmazékok képzodését. Ezt az 59. abra: A Cu(Salpyran) és Cu(X1FUR)

irodalomhoz hasonldan az komplexek ciklikus voltammogramjai
co=1mM, ccuap=0,2mM, I = 0,20 M,

aszkorbinsav mennyiségének T = 25°C, pasztazasi sebesség = 100 mV/sec

monitorozasaval vizsgaltuk 265

nm hulldmhosszon.'*?
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60. abra: Aszkorbat fogyasa a Salpyran jelenléteben anaerob és aerob
koriilmények kozott az id6 fiiggvényében abrazolva
A=265nm, T=25°C pH=71; [HEPES] = 100 mM,
[Salpyran] = 12 uM, [Cu(I])] = 10 uM; [AA] = 100 uM,

Az elektrondonor aszkorbinsav jelenlétében a réz(Il)ion redukalddik
réz(I)ionnd, mikdzben reaktiv oxigén szarmazékok képzddnek. A ROS reakcidba
1épve az aszkorbinsavval csokkenti annak mennyiségét, amit spektrofotometriaval
jol kovethetiink. A kisérletet harom kiilonb6z6 koriilmény esetén végeztiik el: 1)
argonnal kizarva a levegd oxigénjét, 2) lezart kiivettaban, oxigén eltavolitisa
nélkiil és 3) nyitott kiivettaban. A kisérlet soran mért abszorbancia valtozasat az
1) és 3) koriilménynél a 60. dbra szemlélteti. Az argon alatt végzett
kontrollkisérlet két dra elteltével sem ért véget, mig aerob koriilmények kozott
igen. Lathato, hogy az aszkorbat fogyasat a Salpyran hozzaadasa jelentGsen
lelassitotta. Az abrazolt adatok alapjan 5000 és 10000 mp kozott az aszkorbat
fogyas folyamatara meghatarozott sebességi allandok a harom koriilmény esetén:
1)1,07x 10°Ms;2) 1,36 x 10° Ms™'; 3) 1,37 x 10° Ms™!. Az aerob koriilmények
kozott végzett kisérleteknél szamolt sebességi allandok kozel azonosnak
mondhatok, mig az argon alatt végzett kisérlet eredménye szembetiinden kisebb.
A kapott allandok nagysagrendileg megegyeznek az irodalomban'®? leirt
potencialisan terapiara kifejlesztett ligandumoknal tapasztaltakkal. Ezen
eredmény nyilvanvaldan bizonyitja, hogy a Salpyran képes a ROS képzodést
megakadalyozni, vagy legalabbis jelentdsen visszaszoritani.
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5. Osszefoglalas

Kutatomunkéam soran a HuPrP (103-112) fragmensének fémion-katalizalt
oxidacigja és fémion-fehérje kolcsonhatast gyengitd kismolekuldk (MPACs)
hatasanak tanulmanyozasa volt a célunk. A munkank egyik részében a HuPrP
(105-112) mutans N- és C-terminalison védett peptiden (Ac-SPKTNMKHA-NH>)
(mMKHA) keresztil tanulmanyoztuk a peptid fémkatalizalt oxidécidjat. Az
aminosavszelektiv fémkatalizalt oxidacid elérése érdekében fémion/hidrogén-
peroxid/aszkorbinsav jelenlétében az optimalis koriilmények meghatarozasat,
illetve a keletkezett termékek azonositasat tiiztiik ki célul. Az eredmények alapjan
elsddlegesen a metionin oxidacidja megy végbe, és minden esetben metionin-
szulfoxid képzddik. Azon rendszer esetén, melyben katalitikus mennyiségii
réz(Il)iont vagy aszkorbinsavat is tartalmaz a reakcioelegy, a hisztidin oxidacioja
is megfigyelhetd. A hisztidin egyszeres oxidaciojabol szarmazd 2-oxo-hisztidin
mellett a kétszeresen oxidalt dioxo-hisztidin termék kialakulasat is kimutattuk.
Emellett a metionin és hisztidin oldallancok egyiittes oxidacioja is bekovetkezik.

A hisztidin oxidéaciojahoz feltételezhetéen hozzdjarul az LC-MS
modszerrel kimutatott peptid - aszkorbinsav addukt képzddése. A vas(Ill)ion
jelenléte is katalitikus hatdssal van a peptid oxidéciojara, azonban a réz(Il)- és
vas(II)ionok altal katalizalt kisérleteket 6sszehasonlitva a réz(Il)ion hatékonyabb
katalizatornak mutatkozik. A katalitikus aktivitasukban fennalld kiilonbség a
koordinacios tulajdonsagaikkal is magyarazhat6. A Fe(Ill)-ion koordinacios
kémiai szempontbol a hard karakterii donoratomokat részesiti elényben, mig a
vizsgalt peptidben elsddlegesen soft karakteri donoratomok vannak jelen, mint
példaul a hisztidin imidazoliumcsoportjdban talalhaté nitrogénatom, illetve a
peptidlancban talalhaté amidnitrogének. Azaz a peptid affinitasa a réz(Il)ionhoz
nagyobb, mint a vas(Ill)ionhoz, igy ezzel magyarazhat6, hogy a fémion kotodése
is el6segiti a kotdhelyhez kozeli oxidacid lejatszodasat. Osszességében az
aszkorbinsav jelenléte csokkenti a peptid oxidaciojanak mértékét, mind a fémion
jelenlétében, mind anélkiil. Azonban a kettds természetli antioxidans és pro-
oxidans tulajdonsagu aszkorbinsav elésegiti a hisztidin oldallanc irreverzibilis
oxidacidjat a metionin reverzibilis oxidaciojaval szemben.

Kutatasi célunk kozott szerepelt potencialis, terapiara kifejlesztett
fémion-kdlcsonhatast gyengité kismolekulak (MPACs) tanulmanyozéasa és a
biologiailag fontos HuPrP (103-112) peptid fragmens oxidaciojara gyakorolt
hatasuk vizsgalata. A vizsgalt MPACs molekulak két nagyobb csoportra
oszthatok: aroil-hidrazonokra és modositott szalan tipusi vegyiiletekre. Az
oldatban lejatszodo folyamatok jobb megértése érdekében vizsgaltuk ezen
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kismolekuldk koordinacios kémidjat a redoxaktiv réz(Il)ionnal, illetve
kiterjesztettiik az oldategyensulyi vizsgalatokat cink(Il)ionra is.

A vizsgalt X1FUR és XITHIO aroil-hidrazonok koordinacids kémiai
szempontbol megegyezd komplexeket alakitanak ki. Mindkét aroil-hidrazon (N,
N, O) koordinaciés moddal kialakitott (5,5) csatolt kelatrendszeri komplex
kialakitasara képes. Monokomplexek és biszkomplexek képzddése is leirhato,
azonban a cink(Il)-komplexek kisebb stabilitasi allandoval jellemezhetdk, mint a
réz(Il)-komplexek. Kompeticiés oldategyensulyi vizsgalatokat végeztiink a
HuPrP (103-112) peptiddel €s az aroil-hidrazonokkal. Az X1THIO esetén egy
vegyes ligandumu réz(I)-komplexet tudtunk leirni. A vegyes ligandumu
komplexben a réz(Il)ionhoz a peptid a hisztidin oldalldncon keresztiil egyfogu
koordinacioval, mig az aroil-hidrazon (N,N,O) donoratomjain keresztiil kotodik.
Az elvégzett oxidacios kisérletekben a vizsgalati pH-n minden esetben a vegyes
ligandumt réz(Il)-komplex a dominans részecske a reakcidelegyben. A
vizoldhatd aroil-hidrazonok koziil az X1FUR kis kiilonbséggel, de jobban
visszaszoritotta a vizsgalt peptidben taldlhaté metionin oxidacidjat, mint az
XI1THIO. Azonban a vizben rosszul oldodo aroil-hidrazonok (HPCIH és
HPCFUR) nagyobb hatast mutattak az oxidaciora. Az aroil-hidrazonok koziil a
HPCFUR bizonyult prominensnek, azonban aszkorbinsav jelenlétében a hisztidin
oxidacidjat nem képes meggatolni.

Modositott szalan tipusu vegyiiletek hatasat is vizsgaltuk a HuPrP (103-
112) fragmens fémkatalizalt oxidacidjara. A vizben rosszul oldodé vegyiiletekkel
nem végeztliink oxidacios kisérleteket, de szintén tanulmanyoztuk a vegyiiletek
koordinacios kémiai tulajdonsagait. Vizben rosszul oldédd szalan tipust
molekulak és a vizben jol 0ldodo Salpyran esetén az oldategyensulyi vizsgalatokat
dimetil-szulfoxid:viz = 70:30 elegyben végeztiik réz(Il)- és cink(Il)ionokkal.
Minden esetben egymagvu, monokomplex képzddik. A funkcios csoportok
kisebb-nagyobb mértékben befolyasoljak a komplexek stabilitdsat, azonban az
elektronkiildé csoportok a modositott szalan vegyliletek esetén hatranyosan
hatnak a negyedik donoratom, a fenolos hidroxilcsoport deprotonalodasara és
koordinaciojara. A stabilitasi alland6 a Cu(Salan) esetén a legnagyobb a DMSO-
viz elegyben vizsgalt vegyiiletek koziil. A Salpyran esetén, 0sszehasonlitva a
DMSO-viz elegyben és vizes oldatokban végzett kisérleteket, a fémkomplexekre
szamolt stabilitasi allandok hasonlonak mondhatok. Ezen eredmények alapjan a
kevésbé jo oldhatosadggal rendelkezd vegyiiletek vizsgalatira megfeleld
alternativaként szolgal a DMSO-viz rendszerekben végzett pH-potenciometrids
mérés.

A vizben 0ldodo szalan tipust ligandumok megegyez6 komplexeket
alakitanak ki, a funkciés csoportok kis mértékben befolyasoljak a komplexek
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stabilitasat. Az elektronkiildd csoportot tartalmazd MetO-Salpyran réz(Il)-
komplexei rendelkeznek a legnagyobb stabilitasi allandéval, a fiziologias pH-n
jelenlévé Cu(MetO-Salpyran) és Cu(Salpyran) komplexek stabilitasi allandoja
megegyezO. A Zn(II)-komplexek esetén hasonldo eredményeket kapunk, a
vartaknak megfelelden a komplexek stabilitasi allanddja kisebb. Az AEtQ és
ACyQ vegyiiletek altal kialakitott komplexek koordinaciés modja a Salpyranéval
és modositott vegyiileteivel megegyezo. Az AEtQ és ACyQ vegylletekkel,
valamint dAMKHM peptiddel végzett kompeticids oldategyensulyi vizsgalatok
alapjan a nagy stabilitasi allandoji torzskomplexekkel rendelkezd vegytilet
(ACyQ, Salpyran) nem képes vegyes ligandumt komplex kialakitasara. Ezzel
ellentétben a kisebb stabilitdsu réz(Il)-komplexeket képz6é AEtQ vegyiilet igen.
Spektroszkdpias modszerek alapjan feltételezhetjiik, hogy a vegyes ligandumu
komplex kialakitasiban a AMKHM a hisztidin imidazolil-oldallancan keresztiil
kotodik a fémionhoz, mig az AEtQ a harom nitrogéndonoratomjan keresztiil.

A HPLC moadszerrel kovetett oxidacios eredmények azt mutatjak, hogy a
két vegyiiletcsalad koziil a gyengén vizoldhat6 HPCIH aroil-hidrazon és a
vizoldhato Salpyran agensek mutatkoztak a legigéretesebbnek. Ezen két
vegyliletnél volt lathatdé a legnagyobb mértékben a dMKHM oxidélatlan
formaban. Tovabbi vizsgalatok sordn megallapitottuk, hogy a Salpyran
potencialisan képes meggatolni a reaktiv oxigén szarmazékok képzodését, azok
mennyiségét jelentOsen visszaszoritani.

6. Summary

Metal ions play a crucial role in biological systems, as living organisms
rely on inorganic elements for a variety of essential processes. Dysfunction of
metalloproteins is associated with a wide variety of diseases, particularly
neurodegenerative disorders. The accumulation of metal ions such as copper(Il),
iron(II), and zinc(Il) in specific regions of brain tissue significantly contributes
to the development of these disorders. When present in higher-than-normal
concentrations, metal ions can promote the onset of neurodegenerative diseases
by (i) coordinating with proteins, thus inducing their conformation changes and
misfolding and their subsequent aggregation, and (ii) by their metal-catalysed
oxidation. These changes all contribute to the change of the tertiary and quaternary
structural changes in the proteins, thereby impacting their functions.

Our objective was to investigate the effect of metal-protein attenuating
compounds (MPACs) on the oxidation of the HuPrP (103-112) fragment.
Although the precise role of prion proteins remains unclear, their high methionine
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content—unusually abundant compared to other proteins—suggests that due to
their unique characteristic it may play a significant role in the defence against
oxidative stress.

One of our focus areas was to determine the optimal condition for the
amino acid selective metal-catalysed oxidation of the HuPrP (105-112) mutant
peptide  Ac-SPKTNMKHA-NH, (nMKHA) in the metal/hydrogen
peroxide/ascorbic acid oxidative system and to determine the oxidized products
that arise. Based on our results, primarily methionine is oxidized and the main
product formed in every studied system is the methionine sulfoxide derivative
(nM(O)KHA). Oxidation of methionine is the most preferred, it occurs even in the
absence of any metal ion. The presence of redox active metal ions catalyses the
oxidation process, but it has no influence on the quality of the formed products. If
copper(Il) ion is present in catalytic amount or ascorbic acid is also added to the
mixture, the oxidation of histidine also occurs. Both the singly oxidized 2-oxo-
histidine residue (nMKH(O)A) and the doubly oxidized dioxo-histidine derivative
(nMKH(20)A) products were determined using mass spectroscopy. Moreover,
the simultaneous oxidation of methionine and histidine side chains can be
observed. The highest extent of histidine oxidation was seen when copper(Il) ion
was present only in catalytic amount and the ascorbic acid in 20-fold excess, while
the hydrogen peroxide was in 4-fold excess. Presumably, the formation of an
ascorbic acid-nMKHA adduct promotes, while the high concentration of
copper(Il) ion hinders the oxidation of the histidine side chain. Iron(IIl) also
catalyses the oxidation, although to a lesser extent than copper(Il). The difference
in the catalytic activity of the two metal ions can be explained by their
coordination ability. While Fe(IlI) prefers hard donor atoms, such as oxygen, it is
not characteristic of the studied peptide, which contains mostly nitrogen donor
atoms. Besides the amide nitrogen atoms, the anchor imidazole nitrogen donor
atom of histidine is especially effective to coordinate to the borderline copper(Il)
ion. Therefore the affinity of the peptide for copper(ll) ion is much higher. This
binding promotes the oxidation of the peptide in the vicinity of the binding site.
The addition of ascorbic acid decreases the extent of peptide oxidation both in the
presence or absence of metal ions. However, because of its dual nature, it is not
entirely beneficial as it promotes the irreversible oxidation of histidine versus the
reversible oxidation of methionine.

Our primary focus was to investigate the effect of metal-protein
attenuating compounds (MPACs), developed for potential therapeutic
applications, on the oxidation of HuPrP (103-112) fragment Ac-
SKPKTNMKHM-NH, (dMKHM). The studied MPACs can be classified into two
categories: aroyl hydrazones and modified salan-type ligands. To better
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understand their behaviour in aqueous solutions, we examined their coordination
chemistry properties with the redox-active metal ion copper(Il) and extended
these experiments to include zinc(II).

The water-soluble aroyl hydrazones, X1THIO and X1FUR, form similar
metal complexes with copper(Il) and zinc(II), with the distinction that the X1FUR
metal complexes are water-soluble, while the biscomplexes of XI1THIO
precipitate in water. Therefore, in the case of X1THIO, solution equilibrium
studies could not be carried out over a wide pH range. Both aroyl hydrazones form
five-membered chelate rings with a coordination mode of (N,N,O). The ligands
bind to the metal ion through the nitrogen donor atoms of the azomethine and 1-
methyl imidazole groups, and the oxygen donor atom of the carbonyl group. In
the case of copper(Il) and zinc(II) complexes, mono and bis complexes also form,
although with lower stability constants with regard to zinc(I).

We also studied the metal ion/HuPrP (103-112) and aroyl hydrazones
(X1THIO/X1FUR) ternary system. Regarding the X1THIO system, only one
mixed-ligand complex could be determined with copper(Il), while none were
found with zinc(II). In the complex Cu(dMKHM)(X1THIO)Hs, copper is bound
to the peptide through monodentate coordination to the histidine side chain, while
XITHIO occupies the other three equatorial coordination sites with its two
nitrogen and one oxygen donor atoms, similar to the copper-X1THIO monoligand
complex. In the case of X1FUR, more mixed ligand complexes can be described,
their coordination mode is that of X1THIO, with the difference in the
deprotonation of lysyl side chains. Moreover, we successfully determined the
Zn(dMKHM)(X1FUR)H mixed ligand complex, its coordination mode is similar
to the copper(Il) mixed ligand complex.

In every oxidation experiment, the prominent species in the reaction
mixture at the set pH (7.4) is the mixed-ligand copper(Il) complex. In the case of
dMKHM, two oxidation products were observed in the presence of aroyl
hydrazones in the Cu(II)/H20: system. One product is the singly oxidized form of
the peptide, in which one of the methionine side chains is oxidized to methionine
sulfoxide, while in the other product, both methionines are oxidized to methionine
sulfoxide. Regarding the water-soluble aroyl hydrazones, X1FUR is slightly more
effective at hindering the oxidation of the HuPrP (103-112) fragment than
XI1THIO. Considering the poorly water-soluble aroyl hydrazones, both HPCIH
and HPCFUR are more effective at hindering the oxidation of the peptide.

The oxidation of the HuPrP (103-112) M112A mutant was also studied in
the presence of X1THIO, HPCIH, and HPCFUR in the Cu(Il)/H20: system. At a
1:10 ratio of aroyl hydrazone to peptide, there was a slight decrease in the amount
of oxidation products compared to the Cu(Il)/dMKHM/H20: system. However,

98



Bodnar Nikolett doktori (PhD) értekezés

the addition of aroyl hydrazones at a 1:1 ratio to the peptide resulted in a more
significant decrease in the amount. HPCFUR proved to be the most effective
among the three compounds. Nevertheless, in the presence of ascorbic acid,
HPCFUR was unable to prevent the oxidation of the histidine side chain.

Within the framework of this thesis, we also investigated modified salan-
type ligands and their effect on the metal-catalysed oxidation of the HuPrP (103-
112) peptide. Prior to the oxidation experiments, their coordination properties
with copper(Il) and zinc(II) were examined. For the non-water-soluble salan-type
molecules, as well as Salpyran, solution equilibrium studies were conducted in a
dimethyl sulfoxide—water 70/30 (V/V%) medium. In all cases, mononuclear and
mono complexes were formed. The coordination mode of the copper(Il)
complexes of Salquin and Salpyran is (Npy, Namino, Namino, Ophenot). The stability
constant of Cu(Salquin) is higher than that of Cu(Salpyran). When comparing the
stability constants of the copper(Il) complexes formed with Salan, dizb-Salan, and
4CF;0-Salan, where the two amino nitrogen donor atoms and one phenolate
oxygen donor atom coordinate, the stability constants for the modified compounds
are greater than those for Cu(Salan)H. However, in the case of the modified salan
compounds, the electron-donating groups adversely affect the deprotonation and
coordination of the fourth donor atom, the phenolic hydroxyl group, as the highest
stability constant belongs to Cu(Salan).

With regard to the coordination properties of the water-soluble salan-type
molecules, Salpyran and its fluorine-containing modifications form identical
complexes with copper(Il) and zinc(Il), consistent with the studies conducted in
dimethyl sulfoxide—water 70/30 (V/V%) medium. The stability constant of the
copper(Il) complexes of Salpyran is higher than that of the modified compounds
with fluorine-containing substituents. However, the highest stability constant is
observed for Cu(Il) - MetO-Salpyran complexes, which contains the electron-
donating methoxy group. Nevertheless, at physiological pH, the stability constants
of Cu(MetO-Salpyran) and Cu(Salpyran) are identical. For the zinc(Il) complexes,
similar trends are observed, albeit with lower stability constants. The formation of
the ZnL complex of MetO-Salpyran shifts to alkaline pH, while in the
physiological pH range, the dominant species is the ZnLH complex. In the case of
the other studied compounds, the prominent complex at physiological pH is ZnL.

The coordination mode of the AEtQ and ACyQ copper(Il) and zinc(II)
complexes is similar to that of Salpyran and its modified compounds. However,
competition studies with AMKHM revealed differences in the formation of mixed-
ligand complexes. Although AcyQ, with stability constants similar to those of
Cu(II) -Salpyran complexes, cannot form mixed-ligand complexes with AIMKHM.
Several mixed-ligand copper(Il) complexes were identified with AEtQ, whose
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parent complexes have lower stability constants than those of ACyQ.
Additionally, one Zn(II) mixed-ligand complex was observed. Spectroscopic
studies indicate that AIMKHM coordinates to the metal ion through the histidine
imidazolium side chain, while AEtQ binds to the metal ion via its three nitrogen
donor atoms.

After studying the coordination properties of the MPACs with copper(Il),
we further investigated their effect on the metal-catalyzed oxidation of IMKHM
in the Cu(II)/H-20: system. As before, under these conditions, only the methionine
side chains were oxidized to methionine sulfoxide, and two oxidation products
were identified, in which either one methionine (Met109/Metl12) was oxidized
or both were. The results obtained from HPLC showed that, among the two types
of agents, HPCIH and Salpyran were the most promising, as the highest amount
of unoxidized dAMKHM peptide was detected in the presence of these compounds.
However, considering that HPCIH is poorly water-soluble, Salpyran is more
favourable for further investigations. For this reason, we performed an ascorbate
consumption assay to determine whether Salpyran is capable of preventing the
formation of reactive oxygen species. Our results were consistent with previously
published data. Based on the calculated rate constants, Salpyran can prevent the
formation of ROS and can significantly reduce their quantity.

In conclusion, the study of chelate-forming metal-protein attenuating
compounds and their interactions with biologically relevant metal ions (e.g.,
copper(Il), zinc(Il)) can help to understand whether small molecules can be an
effective treatment for certain neurodegenerative diseases. Their study, from the
perspective of coordination chemistry, along with the investigation of the effects
of biologically important molecules on oxidation, can enhance our understanding
of the oxidation processes occurring in biological systems at the molecular level.
These findings contribute to the development of metal chelators with improved
properties and potential therapeutic applications in future research.
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