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Az értekezésben el6fordul6 roviditések magyarazata
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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Egyes fémionok létfontossagliak az €16 szervezet mitkodésében. Funkciojukat
tekintve tobb szerepet is betdlthetnek: lehetnek szerkezetalakitok, aktivalhatnak
enzimeket, katalizalhatnak reakcidkat azaltal, hogy oxidacids allapotuk
megvaltozik a folyamat soran. Tovabba az is ismert, hogy kiilonb6z6 idegrendszeri
betegségekben (mint példaul az Alzheimer kor vagy a prion betegségek) fontos
szerepet jatszanak, kiilonosképpen azok, amelyek redoxaktivak. Az ¢él6
szervezetben ezen fémionok megkotésére a legidealisabb ligandumok a fehérjék.
A fehérjékben talalhaté aminosavak koziil a hisztidin imidazolnitrogénje az, amely
nagyon gyakran fémionok kot6dési helye.

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz (Cu,Zn-SOD) enzim és a human prion protein
(Hu-PrP°) két eltérd funkcidban szerepet jatszo (metallo)protein, de kozds pont,
hogy mindkettében az imidazolnitrogén a horgonydonor, illetve, hogy mindkettd
esetén a fémion kotédése Cu(Il) formaban kedvezményezettebb. Ugyanakkor a
Cu(II)/Cu(I) atalakulas is igen fontos szerepet jatszik/jatszhat a miikddésiikben.

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz (Cu,Zn-SOD) enzim egy metalloenzim és az
eukariotak sejtjeiben miikodik. Ezen enzim aktiv centrumaban egy Cu(Il)- és egy
Zn(I1)-ion talalhato. A Cu(II)-ion harom imidazolnitrogénhez, mig a Zn(II)-ion két
imidazolnitrogénhez és egy aszparaginsav karboxilatcsoportjahoz kapcsolodik és
a két fémiont még egy imidazolatohid is 0sszekdti. Ez az enzim az é16 szervezetben
talalhaté szuperoxid gyokanionok bontasaért felelds. Az aktiv centrumban
talalhato réz(IT)ion vesz részt a karos gyokok bontasaban, mig a cink(IT)ionnak
szerkezetalakito szerepe van.

A maésik fehérje a human prion protein (Hu-PrP€), amely tartalmaz egy
PHGGGWGAQ tartomanyt, ahol ez a szekvencia négyszer ismétlddik egymas utan
és ezt tartjak a f6 Cu(Il)-ionkotdhelynek a fehérjében, bar ez a rész nem
rendelkezik rendezett szerkezettel. A Hu-PrP® réz anyagcserében betdltott
funkcioja még nem teljesen tisztazott. Korabban azt allapitottak meg, hogy részt
vesz a réz szallitasaban, anyagcseréjében és védi a sejtet a karos oxidativ
hatasokkal szemben az intracellularis SOD aktivitas szabalyozasan keresztil.
Mara inkabb az a kép alakult ki, hogy redoxi szenzor és a feleslegben 1évé Cu(Il)-
ionokat koti meg, és védi a neuronokat az oxidativ karosodas ellen.

Ezenkiviil ismert az is, hogy a fehérjék oxidacidjaért mind a fémionok, mind a
szabadgyokok egyiittesen feleldsek, ugynevezett fémionkatalizalt oxidacioban
(MCO) vesznek részt, ezzel karositva a fehérjét. Emiatt elveszithetik funkcidjukat,
nem tudjak betdlteni az ¢él0 szervezetben ellatott szerepiiket. Tovabba
proteazrezisztenssé is valhatnak, lerakodhatnak kiilonb6z6 szovetekben és tonkre
tehetik azokat a szerveket, amelyekben felhalmozodtak, ez nagy valdsziniiséggel
betegségek kialakulasahoz vezet.
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A fent emlitett fehérjéket mind szerkezetiik megismerésében, mind
funkciojukat tekintve kiterjedten vizsgaltdk mar kordbban kiilénb6z6
kutatocsoportok. A Debreceni Egyetem Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportjaban
mindkét fehérje fémionkotdhelyeinek vizsgélata is a kutatasi irdnyvonalak targyat
képezik, és ezen a két teriileten folyd kutatdsokhoz kapcsolodott a doktori
munkam,.

Munkank soran célul tiztiik ki:

» a human prion fehérje 103-112 fragmensének €s négy mutansanak

szintézisét, Cu(ll)- és Ni(Il)-komplexeinek jellemzését,

» a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak modellezésére potencialisan

alkalmas terminalisan védett multihisztidin peptidek tervezését és szintézisét,

» a multihisztidin ligandumok Cu(Il)- és Ni(IT)-komplexei Gsszetételének,

stabilitasanak és szerkezetének meghatarozasat,

» ugyanezen  modellpeptidek  Cu(ll)-komplexeinek  elektrokémiai

vizsgalatat annak eldontésére, hogy a komplexek alkalmas modelljei lehetnek-

e a Cu,Zn-SOD enzimnek,

» amegfelel6 elektrokémiai paraméterekkel jellemezheté Cu(IT)-komplexek

SOD aktivitasanak meghatarozasat,

» a human prion fehérje 103-112 fragmensének és mutansainak oxidacios

vizsgalatat, annak megallapitasara, hogy a Cu(Il)/H20: rendszer oxidalja-e a

szekvencidban talalhaté oxidaciora érzékeny hisztidin  és metionin

aminosavakat.
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2. IRODALMI ELOZMENYEK
2.1. A Cu,Zn-SOD enzim

A Cu,Zn-szuperoxid diszmutdaz enzim nagy mennyiségben az ¢él6
szervezetben a citoszolban talalhat6!. Két alegységbdl épiil fel, amelybdl egy 153
aminosavat tartalmaz.>* Mindkét alegység aktiv centrumaban megtalalhato a
Cu(ll)- és Zn(Il)-ion. Az alegység szerkezetét tekintve egy P-hordobol és két
hurokbol (IV, VI) all (1. abra)®. A B-hordét 8 antiparallel elrendezddésti B-redd
alkotja, a hurkok az el6bb emlitett szerkezeten kiviil helyezkednek el. A TV-es
hurokban a Zn(I1)-ion megkotéséért felelds oldallancok, tgymint a His63, His71
¢és His80 és a diszulfid kotésben résztvevd Cys57 van jelen. A VII-es hurok az
aktiv iireg csatornat képezi, amelyek oldallancai [étrehoznak egy pozitiv
elektrosztatikus teret, ezaltal elésegitik a szuperoxid gyokanion kotédését és
eljutasat a Cu(ll)-ionhoz.®7

Diszulfidhid
(Cys57-Cys146) , Cu(ll)

1. abra: Cu,Zn-SOD enzim szerkezete

A Cu(ll)-ion megkotéséért felelés oldallancok (His46, His48, His120) és a
Zn(l)-ion stabilizalasaban résztvevé Asp83 egyiittesen két B-redében foglalnak
helyet. A diszulfidhid kialakitasaban a Cys57-en kiviil a Cysl46 vesz részt.
Ezenkiviil a szekvenciaban talalhato tovabbi két cisztein (Cys6, Cys111), amelyek
tiolcsoportja oxidaciora érzékeny, hiszen azok kozott nem alakul ki diszulfidhid.®
Két alegység egymassal ellentétesen helyezkedik el és hidrofob kolcsonhatasok
tartjak dssze. A fehérje nagy kinetikai €s termodinamikai stabilitassal rendelkezik,
amiért a fémionok és a diszulfidhid felelések tovabba a monomer-dimer
egyensulya is ezek altal szabalyozott.>® A CCS nevezetli chaperon (kisérd)
fehérje szallitja és adja 4t a rezet Cu(I)-ion forméban az apo-SOD enzimnek.!5’
A kisér6 fehérjét mar korabban részletesen tanulmanyoztak: harom doménbdl all,
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amelyek koziil a II-es kdzvetlen kdlcsdonhatdsban van a humén SOD dimerrel 282
A CCS nemcsak a fémion atadasaért felelds, hanem eldsegiti annak oxidacigjat
Cu(I)-ionna és valosziniileg ekdzben alakul ki a diszulfidhid is.

Az enzim legfontosabb része az aktiv centrum (2. dbra), mert ez felelés a
szabad szuperoxidgyokanion elbontasaért. A Cu(ll)-ionhoz harom hisztidin (H46,
H48, H120), mig a Zn(II)-ionhoz két hisztidin imidazolnitrogén (His71, His80) és
a 83-as pozicioban talalhat6 aszparaginsav -karboxilatcsoportja koordinalodik. A
két fémiont egy imidazolatohid koti 6ssze és ezt a szerepet a His63 tolti be.?? A
Cu(In- ion kérnyezetében tovébbé jelen van még két Vizmolekula is, illetve a
az aktiv helyet. A Cu(l I)-ion koordinacios szféraja erdsen torzult, atmenetet képez
a négyzetes piramis és trigondlis bipiramisos geometria kdzott, mig a Zn(II)-ioné
kozel tetraéderes szerkezetii.

Asp _ k
s 83\coq %X /ﬁ\ .
G|y82 % % N His, g
SN~ 2+
| 2+/N N Cu
Hls80

HIS71
2. abra: A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak szerkezete

A reakcid soran (1 -2. egyenlet) a szuperoxid gyékaniont a Cu(II) -ion bontja
axialis helyzetben kotott Vlzmolekulat kiszoritja a O>™ — ennek egyik oxigénje
kotddik a Cu(Il)-ionhoz, a masik hidrogénkotéssel az Argl43-hoz — és ez indukalja
azt, hogy a Cu(ll)-ion redukalédjon Cu(I)-ionna. Ekozben a két fémion kozott
jelenlévé His63 aminosavval kialakitott imidazolatohid felbomlik és ennek
eredményeként megjelenik az O, molekula, amely az elsé 1épés terméke. A Cu(l)-
ion koriil tetraéderes geometria alakul ki. A masodik 1épésben a kovetkezd
szabadgyok elbontasa megy végbe, amely folyamatban H>O, képzddik és
oxidalodik a Cu(I)-ion Cu(ll)-ionna.® A Zn(ll)-ionnak nemcsak szerkezetalakito,
hanem Kkatalitikus szerepe is van, fokozza az enzim aktivitasat. Osszegezve: az
enzim egyetlen katalitikus ciklus soran két szuperoxid gydkaniont képes
atalakitani, mikozben a réz(Il)ion oxidacios allapota ciklikusan Cu(Il) — Cu(l) —
Cu(ID) sorrendben valtozik, geometridja a négyzetes piramis — torzult tetraéder —
négyzetes piramis valtozasokon megy at.
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Cu? + 0y~ — Cu* + O2 1)
Cu™+ 0y~ + 2 H" — Cu?" + H,0, (2)

2.2. A human prion fehérje?* (Hu-PrPC) és a prion betegség®®

A human prion fehérje (Hu-PrP) 253 aminosavbol épiil fel és féleg a
neuronokon expresszalodik. Megtalalhatd a testszovetekben és nagy
mennyiségben a kézponti idegrendszerben (CNS) is. Legnagyobb mennyiségben
az agyban, a szinaptikus membranokon van jelen, a Cu(Il)-ionk6tédés altal a
fehérje a szinaptikus résben is jelen van, és hatassal van az idegingertilet atvitelre.
A sejtmembranhoz egy GPI (glikozil-foszfatidil-inozitol) horgonyon keresztiil
kotodik.

Az N-terminalis részben talalhat6 az oktarepeat (60-91) tartomany, ahol a
PHGGGWGQ szekvencia négyszer ismétlodik egymas utan és ezt tartjak a o
Cu(I-ionkotéhelynek a fehérjében, bar a proteinnek ez a része nem rendelkezik
rendezett szerkezettel. % A C-terminalis rendezett rész a 125-228
aminosavszekvenciat foglalja magaba, ami harom a-hélixet — ezekbdl kett6t
diszulfidhid kot 0ssze — és két B-red6t tartalmaz. Ebben van jelen az tigynevezett
neurotoxikus tartomany (106-126), amely a toxikus PrP%-hez (errl a
tovabbiakban még bovebben lesz sz0) hasonlé hatdsa miatt kapta a nevét. Azért is
nevezik toxikusnak, mert ha a fehérje aggregacioja megindul, akkor ebben a
tartomanyban kezdddik meg a szerkezetatalakulas és a C-terminus felé halad,
ennek kovetkeztében a proteazrezisztens, -redében gazdag rész nagyobb lesz (90-
231).2° A prion fehérje Cu(ll)-ion megkotésében a legnagyobb szerepet az
oktarepeat régio tolti be, ez a tartomany négy ekvivalens Cu(Il)-ion megkotésére
képes.33! Ezen kiviil a 96-0s és 111-es pozicidban 1évé hisztidinek képviselik az
oktarepeat  tartomanyon  kiviilli rész  fémionmegkéGtésben — résztvevd
horgonycsoportjait.3** A His187 szerepét korabban kizartak, de sok tanulmany
jelent meg ennek a régionak a vizsgalataval kapcsolatban.®*3¢ Az, hogy a prionban
hany réz(Il)ion kotédik pH-fiiggé folyamat, pH 6 koriil két ekvivalens Cu(ll)-ion
megkotésére képes. A teljes prion fehérje rézkotdé kapacitasa 5,3-12 ekvivalens
kozé tehetd® ¥, mas kozleményben leirtak alapjan maximum 5 pM Cu(Il)-ion
megkotésére képes.3®

A Hu-PrPC réz anyagcserében betdltott funkcidja még nem teljesen tisztazott.
Korabban azt Aallapitottdk meg, hogy részt vesz a réz szallitdsaban, a
rézanyagcserében és védi a sejtet a karos oxidativ hatasokkal szemben az
intracellularis SOD aktivitds szabalyozdsan keresztill vagy SOD-hoz hasonlo
aktivitdson keresztiil ?® ¥ Hu-PrPC expresszidja ndveli a kiilonbdz6 antioxidans
enzimek aktivitasat és a glutation szintet, csokkenti a lipid peroxidaciot. Stressz
szenzor érzékenységgel rendelkezik, a Cu(ll)-ion ndvekvd szintjével annak
kotodése is megnovekszik a fehérjéhez, ezaltal védelmet nytjt a sejteknek a szabad
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Cu(ll)-ionnal valod redox aktivitassal szemben, azaz javitja a sejtvédelmet az
antioxidans rendszerben. Masok azt allapitottdk meg, hogy a Hu-PrP¢ a
sejtmembran kiils6 oldalan koti a rezet és nem szallitja azt az extracellularis térbol
a citoplazméba. Ebbd] arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Hu-PrP¢ nem Cu(ll)-
ionszallito fehérje, hanem inkabb extracellularis réz szenzor.?* *° Ezzel ellentétben
olyan eredményekrol is beszamolnak, amely alapjan a fehérje részt vehet a Cu(II)-
ion sejtmembrdnon vald atjuttatdsdban, hozzédjarulhat a sejtek réz felvételéhez,
annak a plazmamembranon valé kozvetlen atjuttatasaval.?® 4042 Redox szenzor is
lehet, elsésorban a preszinaptikus membranokhoz kétddve érzékeli a Cu(Il)-ion
szintet, ezaltal befolyasolni tudja a Cu(Il)-ion vagy a ROS redox aktivitasat. A
kéros reaktiv oxigén gyokok bontdsiban is részt vesz®, igy az antioxiddans
funkcidja a sejtmembran kiilsd részén nagyon fontos, kiilondsen a neuronoknal.**
45

A prion betegségek a fert6z6 szivacsos agyveldgyulladassal jaro betegségek
Osszefoglald nevét jelentik. A prion elnevezés a betegség korokozdjanak
sajatsagaibol — savval, formalinnal, nukledz- és proteazkezeléssel szemben
ellenalld részecske — fakad, amely igen sok kisérlet utdn arra engedett
kovetkeztetni, hogy a korokozé minden bizonnyal csak fehérje (protein only)
lehet.*® A PrP€ (prion protein cellular) a normal térbeli szerkezettel rendelkezd,
mig a PrP (prion protein scrapie) a koros formaju fehérjét jelenti. A PrPs
szekvencidjaban ugyanaz, mint az ,,egészséges” prion, de a konformacioja mas.*’
Az ,.egészséges” prion sok a-hélixet tartalmaz, ezzel szemben a ,,beteg” prion mar
B-reddket tartalmaz nagy mennyiségben.*® A prion betegség soran az ,,egészséges”
PrPC PrPSc-vel fert6z6dik meg. Ugynevezett templat hatassal a ,beteg” prion a
tobbi ,,egészséges” fehérjét.*® A PrP¢ — PrP%° 4talakulas megakadalyozza a
Cu(ll)-ion kotédését a fehérjéhez. A PrPSc-t protedzok nem képesek ezt lebontani,
hére nem érzékeny, oldhatatlan fehérje. Extracellularis felhalmozodésa
megvaltoztatja a ROS egyensulyat azaltal, hogy nem lesz képes a gyokoket bontani
¢és ez vezethet a prion betegség kialakulasahoz.

2.3. A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) szerepe az él6 szervezet
miikodésében
A reaktiv oxigén gyokok (pl.: *OH, «OOH, O;", NO¢) jelen vannak az

atmoszféraban szennyez6anyagokban, normal metabolikus folyamatokban és UV-
, radioaktiv-, mikrohulldmu sugarzas altal is keletkezik.®® Az €16 szervezetben a

reaktiv oxigén szarmazékok képzddésének utvonalat és annak megsemmisitésére
1étrejovo antioxidans rendszert mutatja be a 3. dbra.?®


https://hu.wikipedia.org/wiki/Radioaktivit%C3%A1s
https://hu.wikipedia.org/wiki/Mikrohull%C3%A1m%C3%BA_sug%C3%A1rz%C3%A1s
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3. dbra: Antioxidans rendszerek: SOD, glutation peroxidaz (GPX), katalaz
(CAT), mieloperoxiddz, (MPO), glutation reduktiz (GR)

Egyrészt a ROS-0ok konstans mennyiségben jelen vannak az aerob
szervezetekben; kis  koncentracioban  nélkiilozhetetlenek a  biokémiai
folyamatokban beleértve az intracellularis jelatviteli folyamatokat, és részt
vesznek a sejt novekedésében, fejlédésében, halalaban, illetve a
mikroorganizmusok pusztitdsaban. Masrészt a ROS fontos szerepet jatszik az
oregedésben ¢és kiilonbozo betegségekben (rak, idegrendszeri betegség és egyéb
immun- és endokrin-rendszer zavaraban). A lipidek oxidaciojanak elkertilése
nagyon fontos feladat, azért mert a folyamat soran keletkezé epoxidok spontan
reagalnak nukleofil centrumokkal ugymint a DNS, RNS és fehérjék.5%? Ez a
folyamat citotoxicitashoz, allergidhoz, mutagenezishez, karcinogenezishez vezet
5357 Az oxidéciot a
,,2.6. Fehérjék oxidacioja” ciml fejezetben bOvebben is ismertetem. A ROS
inaktiv formaba torténé atalakitasaban vagy képzddésének megakadalyozasaban
szamos enzimatikus és nem enzimatikus antioxidans rendszer vesz részt. Amikor

¢és nem utolso sorban a fehérjék kdzvetlen inhibicidjat okozza.

az oxidativ stressz emelkedik, akkor megindul az enzimek regulacidja és
expresszidja. Antioxidans enzimek, mint a szuperoxid diszmutaz, glutation
peroxidaz és katalaz egyiittes munkaja segitségével bontjak a ROS-okat az emberi
sejtekben, és fenntartjak az aktiv oxigén egyensulyat az é16 szervezetben. Az
antioxidansok pl. C-vitamin, alfa-tokoferol (E-vitamin), glutation (GSH), béta-
karotin és A-vitamin, amelyek szintén a szabad gyokok bontasaért felelosek.
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2.4. Cu(l1)-, Ni(Il)-komplexek
2.4.1. Aminosavak, peptidek komplexkémiai sajatsagai

Szamos kutatéocsoport foglalkozik a peptidek fémionokkal valo
kolesonhatdsdnak tanulméanyozasaval és a témaban mar sok irodalmi mi és
emellett 6sszefoglalok is megjelentek. %854

A peptidek épitdkovei az aminosavak, igy els6ként érdemes ezen molekulak
komplexképzd sajatsdgaival foglalkozni. Tartalmaznak egy termindlis amino- és
karboxilatcsoportot, amelyek a fémionokkal stabilis ottagu kelatgytirit képeznek
(4. a dbra), ez az Gigynevezett aminosavszerli koordinaci6. Ha az aminosav
oldallanca is képes kolcsonhatast kialakitani a fémionnal, akkor az hatassal van a
komplexképzddésre, azaz a kialakuld komplex szerkezetét és stabilitasat is
befolyasolja.®® Ezen aminosavak kozé tartozik a hisztidin, a cisztein, az
aszparaginsav ¢és glutaminsav, amelyekben a koordinalodasra alkalmas
donorcsoportok rendre a kdvetkezok: az imidazolnitrogén, a tiolatkén és a két sav
esetén a karboxildtoxigén. Azonban az egyszerli aminosavakkal a fehérjékben,
metalloenzimekben jelenlévd koordinaciés kdrnyezetet nem lehet modellezni,
mert komplexkémiai viselkedését tekintve eltérés mutatkozik egy adott
szekvencidban jelenlévé aminosavval szemben.

Ezért a modellezés szempontjabdl egy szinttel tovabb 1épve, azaz a peptidek
vizsgalatara érdemes helyezni a hangsulyt. fgy a tovabbiakban ezen ligandumok
komplexkémiai viselkedését foglalom Ossze. A peptidekben az amino- és
karboxilatcsoportok egymastol valo tavolsaga megnd, igy nincs lehetdség stabilis
kelatgytiri kialakitdsdra és a fémion minOsége hatdrozza azt meg, hogy a
koordinacié melyik horgonydonoron keresztiii megy végbe. A peptidvazban
komplexképzésre alkalmas donoratomok vannak, ezek a peptidkdtésben vagy
amidkotésben megtalalhatod karboniloxigént és amidnitrogént jelentik, ezek altal
lehet6ség adodik ottagn kelatgytrti képz6désére (4. b dbra). A karboniloxigén
részvételével létrejové ML 0Osszetételli részecske stabilitasa kisebb, mint az
egyszerli aminosavakkal képzett [NHz, COO] koordinaciés moda komplexé. Az
amidnitrogén gyenge bazisként és még gyengébb savként viselkedik pK érteke
~15, amibdl az kovetkezik, hogy csak nagyon lugos kdézegben megy végbe a
szabad ligandumban a deprotonaldédasa. Azonban ez a folyamat fémionok (Cu(II)-
, Ni(ll)-, Pd(Il)-ionok) jelenlétében kisebb pH-n bekovetkezik abban az esetben,
ha az amidnitrogénnel kelatképz6 helyzetben 1évé horgonydonort tartalmaz a
molekula. Dipeptidek esetében a kialakuldo részecske [NH., N-, COO7]
koordinacios moddal (4. ¢ abra) jellemezhetd. A lanc novekedésével az abban 1évo
peptidkotések, ezaltal az amidnitrogének szama is novekszik, amelyek szintén
képesek deprotonalddni és részt tudnak venni a fémion koordinalasdban. A
keletkez6 komplexek MLH_; MLH_, MLH_; 6sszetétellel irhatok le, amelyekben
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csatolt kelatrendszer alakul ki.® A peptidnitrogének deprotonalédasa Cu(Il)-ion
jelenlétében mar semleges oldatban végbemegy, mig a Ni(II)-ion ligos kdzegben
képes indukalni azt.

R R R R
HZIN o) HZN > \i Hzf\‘.‘! 0
Mo+ i )»—NH © M
-0 MR ;N
@) o}
a, b, VLR
4. abra: a, aminosavak, @)
b-c, egyszerii peptidek koordindcios modjai c,

Az eddig ismertetett koordinacios modok azonban befolyasolhatéak olyan
oldallancokkal, amelyek kolcsonhatasba tudnak 1épni a fémionokkal. A peptidet
felépité aminosavak harom kategoriaba sorolhatok aszerint, hogy az oldallancok,
nem, gyengén Vagy erdsen koordinalodnak az adott fémionhoz. Az els6
kategériaba sorolhatdo a valin, fenilalanin, alanin, ezek nem tartalmaznak
fémionkdtésre alkalmas donorcsoportot igy nincs Ujabb koordinacios mod
kialakulaséra lehet8ség, de a kialakuld komplexek stabilitasara hatassal lehetnek.®’

Az altalunk vizsgalt fémionok (Cu(Il)-, Ni(ll)-ion) szempontjabol a gyengén
koordinal6dé oldallancok az aszparaginsav, glutaminsav - és y-karboxilcsoportja,
a szerin ¢€s treonin alkoholos hidroxilcsoportja, a lizin e-aminocsoportja és a
metionin tioéter kénatomja, amelyeknél nemcsak a képzodott komplex
stabilitdsdban van valtozas, hanem a komplexek szerkezetében is.

A fentebb emlitett fémionok megkdtését tekintve az utolsd és egyben
legfontosabb funkcids csoportokat tartalmazo aminosavak a hisztidin és a cisztein.
A hisztidin oldalldncéban imidazolgytriit, mig a cisztein tiolcsoportot tartalmaz és
ezek horgonydonorként tudnak viselkedni a peptidekben, képesek a fémionokhoz
koordinalddni és el tudjdk segiteni az amidnitrogének deprotonalodasat.>®

A fentebb emlitett komplexek kialakitdsaban a termindlis aminocsoport
horgonycsoportként  viselkedik, ezaltal segiti el6 az amidnitrogén
deprotonalodasat. Ezt a szabad aminocsoportot ¢és természetesen &
karboxilcsoportot is blokkolva jobban lehet a fehérjék fémionkétéhelyeit
modellezni, mert szamos enzim és fehérje fémionkotéséért gyakran az
oldallancokban 1év6 donorcsoportok felelosek.

Munkank soran egy és tobb hisztidint tartalmazo termindlisan védett
ligandumok vizsgalatat tiztiik ki célul, igy a tovabbiakban a hisztidintartalmu
peptidek komplexkémiai viselkedését kiilon alfejezetként mutatom be.

11
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2.4.2. Egy hisztidint tartalmazo6 terminalisan védett peptidek komplexkémiai
viselkedése®

Egy hisztidin mellett glicint tartalmazé ligandumok® ™ vizsgélata soran a
kutatasok arra vilagitottak ra, hogy a komplexképzddés savas kdzegben minden
esetben a hisztidinbeli horgonycsoport (N(Im)) koordinalodasaval kezdédik, és
egyfogu donorként vesz részt a Cu(ll)-ion megkotésében. Tovabba dipeptideknél
ligandumfelesleget tartalmazd rendszerben ki tudtak mutatni Cul, Osszetételii
biszkomplexeket. Egy bizonyos pH-tartomanyban csapadékkivalast tapasztaltak
és azt megvizsgalva azt talaltak, hogy az elébb emlitett CuL, jelenik meg az
oldatban, amely kis oldékonysagi. A pH emelésével az amidnitrogének
deprotonalodnak és a peptidek tagszamatol fliggden egy, ketté vagy harom vesz
részt a fémion koordinicigjdban az imidazolnitrogének mellett. Ha a
szekvenciaban els6 helyen hisztidin van, akkor a peptidnitrogének
deprotonalodasa a C-terminalis iranyba megy végbe 7,5,5 tagl csatolt kelat
képzddése kozben, a tobbi pozicidban 1évo hisztidinek példaul: Ac-GHGG, Ac-
GGHG) a stabilisabb (5,6)- és (5,5,6)-tagii csatolt kelatokat alakitjak ki a
fémionnal.

A Cu(Il)-Ac-HVGD-NHz: rendszerben enyhén savas oldatban képz6dé Cul
Osszetételli komplexben a peptid imidazolnitrogén donoratomja az elsédleges
fémkotohely. Stabilitasat tekintve nagyobbnak adodik, mint az egyszerii
imidazolil-oldallancot tartalmazé peptidek ugyanilyen Osszetételli komplexei.’
Erre magyarazatként az aszparaginsav [-karboxilatcsoportjanak fémionhoz
torténé koordinacidja szolgal, igy egy [N(Im), B-COO] Osszetételit makrokelat
alakul ki. pH > 10 f616tt CuLH_3 és CuLH_4 részecskék jelennek meg az oldatban.
A CuLH_4-ben négy amidnitrogén vesz részt a koordinacidban, amelyek az
ekvatorialis sikban helyezkednek el. A CuLH_; &sszetételii komplex viszont
tobbféle szerkezettel is leirhato a spektralis paraméterei alapjan. A koordinalddo
donoratomokat tekintve a [3N-, COO] vagy [N(Im), 2N~ + OH"] koordinacios
mod is valosziniisithetd. Harom-, négy- és Ottagh peptidek — amelyek
szekvenciajukban kdzbensd helyzetben aszparaginsavat tartalmaznak — fémionnal
alkotott komplexeinek vizsgalata soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az
aszpartil-oldallanc B-karboxilatcsoportja a fémionhoz kotédve eldsegiti az elétte
talalhat amidcsoport deprotonalodasat és koordinalodasat.” ™

Egy ujabb kutatasban a glutaminsavat és aszparaginsavat is tartalmazo Ac-
PDEKHEL-NH: ligandum vizsgalata soran arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy
a kialakul6 makrokelat szerkezetti Cu(Il)-komplexben nagy valdszintiséggel nincs
kolcsonhatasban az oldallancaban 1évé karboxilatcsoport a fémionnal, és nem
valtoztatjia meg annak koordiniciés kornyezetét sem.”® Ugyanakkor
ligandumfelesleget tartalmazo rendszerben nem tudtak kizarni a karboxilatcsoport
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kotodését. Két amidnitrogén és egy imidazolnitrogén koordinacidjaval 1étrejovo
részecskénél valoszinisithetd a karboxilatoxigén részvétele a koordinacioban.

Kutatocsoportunkban is vizsgaltak egy hisztidint tartalmazé peptideket,
amely mellett glutaminsav is van a szekvenciaban (Ac-SGAEGHAQK-NH,, Ac-
SGAEGAHQK-NH,)."® Az egy imidazolnitrogén koordinacidjaval 1étrejove
komplex stabilitasi allandéja nagyobb, mint ami a monodentat koordinaciora
jellemzd, ez a glutaminsav stabilizalo hatdsanak lehet a kdvetkezménye. Az Ac-
SGAEGHAQK-NH; Cu(ll)-ionnal képzett egy imidazolnitrogén és két
amidnitrogén részvételével kialakuldo komplexének stabilitdsa nagyobb, mint a
masik ligandummal képzett ugyanilyen Osszetételli részecskéé. A kitiintetett
stabilitas azzal magyarazhato, hogy kisebb tavolsagban van egymastdl a hisztidin
és a glutaminsav. A glutamin hatdsa abban nyilvanulhat meg, hogy
hidrogénkotéseken keresztiil képes stabilizalni a komplex szerkezetét.”’

A human prion fehérje femkotohelyeit szamos egy hisztidint tartalmazo védett
peptiddel modellezték. A tovabbiakban ezek komplexképzd sajatsagait mutatom be,
mivel az dltalunk vizsgdlt ligandumok egyik korét a human prion fehérje fragmense
és mutansai jelentik.

A human prion fehérjében 1év6 oktarepeat tartomanyban talalhaté Ac-
PHGGGWGQ-NH; fragmenst vizsgaltak, mivel a glicingazdag régi6 az oktarepeat
tartomanyban két f6 szerepet tolthet be: az egyik a strukturalatlan N-terminalis
prion egység flexibilitasaban valo kozremiikodés és a masik, hogy lehet6vé teszi a
Cu(ll)-ion specifikus kotédését és elengedését a fent emlitett pH-tartomanyban a
biologiai szallitas folyamata soran. A fragmens vizsgalata soran azt allapitottak
meg, hogy az imidazolnitrogén mellett amidnitrogént is tartalmazé komplexekben
a kevésbé stabilis 7,5,5-taga csatolt kelat alakul ki, ugyanis a prolin miatt a C-
terminélis irdnyaba kovetkezik be az amidnitrogének deprotonalddasa.”® Ha a
harom egymas mellett 1év6 glicint cserélték alaninra, illetve lizinre™, akkor is
ugyanolyan Osszetételi komplexek keletkeznek, de valamivel kisebb stabilitastak.
Nem dramai ez a stabilitdsvaltozas, viszont a Cu(Il)-koté és elengedo
mechanizmusban ez fontos szerepet jatszhat (pH 6,5-7).8° A

A human prion fehérje oktarepeat tartomanyon kiviili hisztidinjei (His96%
140 His111%%% 6 His187'%%) kivalé réz(I)ionkoték és hatékonyabbak a
fémionmegkotés szempontjabol, mint az oktarepeat tartomanyban 1évo
hisztidintartalmi monomer peptidfragmens.®® 338187 A kiils§ hisztidint tartalmazo
peptidfragmensek vizsgalata soran kimutattdk, hogy az imidazolnitrogén a
horgonydonor szerepét tolti be ¢és elGsegiti az N-terminalis vég felé az
amidnitrogének deprotonalodasat, és a fémionhoz torténd kotddését. A
komplexképzddés soran harom f6 részecske keletkezését tudtak kimutatni. Els6
Iépésben az imidazolnitrogén koordinalodik és Cul Gsszetételi komplex
keletkezik. Majd az elsé két amidnitrogén kooperativ deprotonalodasi
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folyamataban CuLH > [2N-, N(Im)], pH 7 és 9 kozotti tartomanyban CuLH 3 [N~
, N(Im)] koordinacios modu részecskék alakulnak ki. Az oktarepeat tartomanyon
kiviili hisztidinek részvételével kialakulo CulLH_3 0sszetételli komplexekben a
nagyobb stabilitasu (5,5,6)-tagi csatolt kelatrendszer alakul ki az imidazolnitrogén
¢és a megfelel amidnitrogének koordinacidjaval. Emellett foglalkoztak a hal és a
csirke prion fehérjék koordinacios kornyezetének leirasaval is, ahol hasonlo
megallapitasokra jutottak, mint az elébbi esetben.®-88

Ugyanakkor a szekvenciaban jelenlévé egyéb aminosavak hatasat vizsgalva
kismeértekii eltéréseket figyeltek meg a koordindcios modban és a spektralis
paraméterekben. A kovetkezd par bekezdésben ezeket az eltéréseket mutatom be.

Az emberi prion fehérje H111 koriili aminosavsorrendjét modellezd Ac-
MKHM-NH, tetrapeptid Cu(ll)-ionnal valé komplexképzédési folyamatainak
vizsgalata soran azt allapitottadk meg, hogy egy imidazol- és két amidnitrogén
koordinacigja altal kialakuld6 komplexben a 109-s metionin tioéter kénatomja is
kolcsonhatdsban van a fémionnal. Ezt a CD spektrumban kb. 380 nm-nél
megjelend S—Cu?" toltésatviteli sdv megjelenése is igazolja. A szekvencia
tartalmaz egy lizint is, amely €-aminocsoportja ugyan nem vesz részt a fémion
megkdtésében, de pH < 9,5 protonalt formaban van, igy azt a sztdchiometria
felirasanal figyelembe kell venni.®

Az Ac-GTHS-NH; HuPrP(94-97), a 96-os kotéhelynek megfeleld
szekvenciaji ligandum Cu(ll)-komplexei CD spektrumainak paraméterei a 111-es
hisztidint tartalmazo tetrapeptidtél kiilonbozonek adodtak, ez a szekvenciaban
1év6 optikailag inaktiv glicin hatisa miatt van.®

A human prion fehérje mutansait vizsgalva érdekes eredményre jutottak az
Ac-SKHM-NH;  és  Ac-TKHM-NH: peptid Cu(ll)-ionnal ~ valo
komplexképzddésének vizsgalata soran. A szerin és a treonin alkoholos
hidroxilcsoportjanak gyenge axialis kolcsonhatasaval képes elGsegiteni a
harmadik amidnitrogén deprotonalodasat és koordinalddasat. A kialakuld
hidrogénkotés a szerin vagy treonin alkoholos hidroxilcsoportja és a lizin
aminocsoportja kozott el6segitheti az amidnitrogén kotédését.®

A Ni(ll)-ion kotédése az oktarepeat tartomanyhoz igen kismértékii, ezért
ezzel a fémionnal elsésorban a H96-0s, H111-s human prion fehérje és a H110-s
és H124-s csirke prion kot6helyét modellezé peptideket vizsgaltak.®® 9% Ez a
valasztas annak tudhato be, hogy az oktarepeat tartomany Ni(II)-ion megkotésére
vald hajlama igen csekély. Ezzel a fémionnal és a fent emlitett ligandumokkal pH
> 6 folott kezdodik a komplexképzodés, ami az imidazolil-oldallanc
deprotonalodasanak pH-tartoméanyaban van.®® Lugos oldatban a négy nitrogén
donoratomot tartalmazo siknégyzetes geometriaju, diamagneses komplexek
képzddését feltételezik [3N-, N(Im)] koordinacios moddal.®
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Osszességében az allapithaté meg az egy hisztidint tartalmazé ligandumok
komplexképzd sajatsagairdl, hogy a fémion megkdtésében a legfontosabb szerepet
az imidazolnitrogén tolti be, ami horgonycsoportként képes eldsegiteni az
amidnitrogének deprotonalédasat. Savas pH-tartomanyban az imidazol egyfogu
koordinacigjaval Cul Osszetételii részecske keletkezik, a pH emelésével az
amidnitrogének is deprotonalédnak és koordinalodnak. Ebben az esetben az
imidazolnitrogén mellett egy, kettd vagy harom amidnitrogén vesz rész a
koordinacioban. Egy hisztidint tartalmazé peptidek Cu(Il)-komplexeinek
vizsgalata soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ahol a kozbensé® vagy C-
terminalis pozicioban®” van a hisztidin, az elsé két amidnitrogén deprotonalodasa
kooperativan megy végbe. A CuLH_; Osszetételii harom amidnitrogén és egy
imidazolnitrogén koordinacidjaval létrejové komplexre jellemzd abszorpcios
maximum értéke 510-530 nm kozott, mig az ESR paraméterei, az Ay és g értéke
180-200 x 10* cm™ és 2,17-2,19 tartoméanyban vannak. Ha a hisztidint megel6z6
vagy az azt kovetd amidnitrogének deprotonalodnak és koordinalodnak (5,5,6)-
vagy (7,5,5)-tagt kelatok johetnek létre (5. a dbra). A kevésbé stabilis (7,5,5)-tagh
kelatgytirti kialakulasara akkor van lehetdség, ha a szekvencidban az N-terminalis
végen van jelen a hisztidin (példaul Ac-HGGG™). Ha prolin® vagy szarkozin'®
keriil a hisztidin elé a szekvenciaba, akkor is a C-terminalis vég felé torténik az
amidnitrogének deprotonalodasa (5. b dbra), mivel ezen aminosavak altal
létrejove peptidkdtésben nincs olyan amidnitrogén, ami disszociabilis protont
tartalmazna. Ezektél az esetektdl eltekintve az N-termindlis iranyba torténd
amidnitrogén deprotonalédas a kedvezményezett, mert a 6-tagu kelatgytrii
termodinamikai stabilitisa nagyobb, mint a 7-tagné.®?

R ONO) R4 O
2 \ 0
O N N O N N N R
I o Y o |
N° N N N7 X
R
Pas ¢
@) N N
H H
5.adbra: CuLH 3, [N, N, N, 5. b dabra: CuLH_3,[N(Im), N, N-, N7,
N(Im)], N-termindlis irdnyba térténé C-termindlis irdnyba torténé
amidnitrogén deprotonalodas amidnitrogén deprotonalodas

A Ni(Il)-ionnal képzett komplexeknél kialakuld koordinacios modok és a
keletkezd részecskék sztochiometridgja a Cu(ll)-komplexekével altalaban
megegyezik. Példaul az egymagva 4N-es Cu(ll)-komplexekkel analog modon,
szintén harom amidnitrogén, ¢és egy imidazolnitrogén koordinalodik a
nikkel(1)ionhoz mind az Hu-PrP(92-96) Ac-GGGTH és Hu-PrP(107-111) Ac-
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TNMKH ligandumok esetében.®? Ugyanakkor azt is megallapitottak, hogy a
Ni(ll)-komplexek képzédése nagyobb pH-n kovetkezik be és stabilitasuk kisebb,
mint a Cu(ll)-komplexeké.

2.4.3. Tobb hisztidint tartalmazé terminalisan védett peptidek
komplexkémiai viselkedése®

Multihisztidin peptidek esetében a kialakulé komplexek még valtozatosabb
képet mutatnak. Védett multihisztidin peptidek esetében — melyek a C- és N-
terminalis végiikon egyarant véddcsoporttal vannak ellatva — nincs szabad amino-
¢és karboxilcsoport, ezaltal komplexkémiai viselkedésiik is megvaltozik a nem
védett peptidekhez képest. Olyan tobb hisztidint tartalmazé peptideket is
vizsgaltak mar, amelyekben a hisztidineket egy, ketté vagy tobb aminosav
valasztja el egymasto].% 101-105

Ha ket hisztidint egymastol egy aminosav valaszt el, mint példaul az Ac-
HVH-NH, vagy Ac-HGH-NHMe, Ac-HHGH-NHMe*? ligandumoknal, akkor
CuL 0sszetételit imidazol-koordinacioji komplex alakul ki, annyi hisztidin
részvételével, amennyi jelen van a ligandumban. A fent emlitett glicintartalmu
ligandumok szabad karboxildtcsoportot tartalmazé analdgjainal feltételezhetd
tovabba annak koordinacidja is a makrokelat szerkezetli komplexekben. A Cu(Il)-
Ac-HVH-NH; rendszerben ligandumfelesleg jelenlétében jelentdés mennyiségben
keletkezik CuL, Osszetételii biszkomplex, amelyben harom vagy négy nitrogén
donoratom koordinacidja valdsziniisithetd a spektralis paraméterei alapjan.
Ezeknél a ligandumoknal az elsé két amidnitrogén deprotonaldodasa atfedd
1épésben jatszodik le és CuLH_, 0sszetételi részecske keletkezik, amelynél a HXH
szekvenciaban 1év6 két imidazolnitrogén és a hisztidinek k6zotti amidnitrogének
vesznek részt a koordinacioban, ezaltal egy (7,5,6)-tagu csatolt kelatrendszer (6.
dbra) alakul ki.

Mindharom ligandum CuLH_; Gsszetételti komplexében egy (5,5,6)-tagu csatolt

kelat képzodésével [N, N7, N7, N(Im)]

koordinaciés mod alakul ki.™® Tovabba 0
ebben a részecskében az Ac-HGH- @) 0
NI’{Me' ?159 és ' Ac-ﬂ!—!GH-NI—!Me 0 N NN NH,
masodik imidazolnitrogénjének axidlis \‘/ Mo

. . ) . Cu
koordinacigja 1S feltételezhetd

négyzetes piramis geometriaval.®

N,' \\N
- BES
Az Ac-HGHG-OHY [igandum N N
Cu(Il-ionnal csak 1:1 komplexeket H H

képez, nem tudtak kimutatni sem 6. abra: CuLH 2, [N(Im), N°, N
biszkomplexeket, sem tobbmagvi N(Im)] koordindciés méd

részecskéket. Az 1midazol-
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koordinacidju komplexekben az egy és két imidazolnitrogén mellett a C-terminalis
végen 1évd szabad karboxilatcsoport is részt vesz a fémion megkotésében. A
peptidnitrogének 1épcsézetes deprotonalodasa és koordinalédasa megy végbe,
amely folyamatban elséként a CuLH-; Osszetételli részecske képzddésével egy
amidnitrogén mellett két imidazolnitrogén van jelen a koordinacids szféraban. A
két és harom amidnitrogén koordinaciojaval 1étrejové komplexekben az
imidazolnitrogén mellett a szabad karboxilatcsoport az ekvatorialis sikban
helyezkedik el és axialisan tovabbi egy imidazolnitrogén vesz részt a
koordinacidban torzult oktaéderes geometriat eredményezve. A peptidnitrogének
kotédésével parhuzamosan kék eltolodas figyelhetd meg az abszorpcids
spektrumban. A CuLH_; és CuLH 3 CD spektruma kozott nagy eltérés mutatkozik,
ami a Cu(ll)-ion koriili konformacios atrendezddésre utal a harmadik amidnitrogén
belépésével .1

Azonban, ha a hisztidinek kozott mar két aminosavnyi a tavolsag, erre jo
példa az Ac-HVVH-NH%, akkor a CuLH_; szamottevé mennyiségben van jelen
az oldatban, az els6 amidnitrogén deprotonalodasa elkiiloniilt 1épésben megy
végbe. Az amidnitrogének koordinacidjaval kialakulo komplexekben egy
imidazolnitrogén mellett egy, kettd illetve harom amidnitrogén vesz részt a fémion
megkotésében €s a C-terminalis végen 1évo hisztidin tolti be a horgonydonor
szerepét. Ezeknél a rovid peptideknél Cul. Osszetételi biszkomplexek
kialakuldsara is lehet0ség van, amelyek ligandumfeleslegnél viszonylag nagy
koncentracioban vannak jelen. Az Ac-HGGH-NH; ligandumnal is hasonlo
Osszetételll részecskék képzodnek. Az amidnitrogének részvételével 1étrejovo

komplexeknél viszont az N-terminalis 0 o)
végen lév6 hisztidin nincs jelen az | R, H H R o
ekvatorialis sikban és igy nincS meg a \k{
stabilizalo hatasa sem, Kisebb stabilitast HN “NH NH o
komplexek keletkeznek. o N=/

Az Ac-HXHZH-NH,'% szekvencidji | HN N-CuZt NH,

N
peptideknél mindharom imidazolgy(ra o )\ / ) 4 \
részvételével makrokelat szerkezetli CuL H H
Osszetételi komplex alakul ki (7. dbra).

7. dbra: CuL komplex szerkezete
A makrokelatok visszaszoritjak az

amidnitrogének deprotonalodasat, de nem akadalyozzak meg. Fiziologias pH-
tartomanyban a CuLH_» komplex lesz a meghatarozd, amelyben a fémionok két
amidnitrogénhez ¢és két imidazolnitrogénhez koordinalodnak, [N(Im), N°, N7,
N(Im)] koordinacios moddal. Az oldatban koordinaciés izomerek alakulnak ki, de
altalaban a C-terminalis végen kedvezo a fémion kotédése. A pH emelésével még
egy amidnitrogén deprotonalddik, CuLH_; komplex jon létre [N™, N™, N*, N(Im)]
tipusi koordinacioval. Fémion felesleg esetén lehet6ség van tobbmagvu
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komplexek kialakulasara is. A kétmagva komplexek koziil a CuLH-4 (8. dbra) a
meghatarozé 7 és 9 kozotti pH-tartoméanyban, amelyben a fémion a kdzbenso és a
C-terminalis végen 1év6 hisztidinhez kétédik [N, N7, N(Im)] koordinacios mod
kialakitdsa mellett. Abban az esetben, ha prolin van beépitve a szekvenciaba, akkor
az egymagvu komplexeknél nincs lehetdség koordinacios izomerek kialakulasara,
¢és tobbmagva komplexek képzddnek.

R4

8. abra: CusLH_4 komplex szerkezete

A tovabbiakban a hisztidinek mellett olyan kiilonbozo aminosavakat

tartalmazo ligandumok komplexképzé sajatsagainak osszefoglalasat mutatom be,
amelyek oldallancai a femionok megkétését, és ezaltal a kialakulo komplexek
stabilitasat, szerkezetét valamilyen iranyban megvaltoztatjak.

Az Ac-HPHH-NH,-nél*® szintén lehetdség van makrokelat kialakulasara
mind a harom imidazolil-oldallanc részvételével, tovabba ligandumfelesleg
jelenlétében biszkomplex is képzddik, ami 5-8 kozotti pH-tartomanyban uralkodo.
A CuL komplex stabilitasa kisebb, mint mas ugyanilyen 0sszetételi komplexé. Ez
a prolin merev szerkezetébdl adodik, ami miatt a peptid flexibilitdsa csokken. A
CuLH_; Osszetételli részecskében a két egymas melletti hisztidin
imidazolnitrogénje és a kozottik 1évé amidnitrogén van jelen a koordinacios
szféraban. pH > 8 tartomanyban keletkezik a CuLH-, komplex, amely folyamatot
nem kiséri nagymértékii spektralis valtozas, ami a koordinalt vizmolekula
deprotonalodasanak tudhato be. Egy Gijabb lugfogyasztd folyamatban egy masodik
amidnitrogén deprotonalédasa ¢és koordinacioja zajlik, tovabba az egyik
imidazolnitrogén kiszorul az ekvatoridlis sikbol és axialisan kotddik a fémionhoz
[N7, N7, N(Im), OH~ + N(Im)ax] koordinaciés modot kialakitva, amely torzult
geometriat mutat.

Vizsgaltak olyan ligandumokat is, amelyben a prolin nagymértékben
megvaltoztatja a kialakuld komplexek szerkezetét, a lancban 1évé helyzetétol
fliggben ¢érdekes koordinacios modokat tud eldidézni az Ggynevezett
,peptidlancban tdréspontot létrehoz6” hatdsa miatt. Az Ac-HPSGHA-NH,!%°
CuLH_; komplexben [N, N*, N(Im)] koordinaciés mdd van jelen, az N-terminalis
végen 1évo hisztidin nem vesz részt a koordinacidoban és az amidnitrogének
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1épcsbzetes deprotonalddasa jatszodik le. Ezzel ellentétben, ha a glicint és a prolint
megcseréljiik a szekvenciaban, abban az esetben az amidnitrogének kooperativ
deprotonalodasaval [N(Im), N7, N7] koordinacioju komplex keletkezik (7,5,5)-
tagu csatolt kelatot eredményezve, és a C-terminalis végen 1év6 hisztidin képes
axialisan koordinélodni.

Hisztidint és szarkozint tartalmazo terminalisan védett peptidek Ac-
(((HisSarHis)SarHis)SarHis)-NHz (S1H2, S2H3, S3H4)XCu(ll)-ionnal vald
kolcsonhatasanak vizsgalata soran azt allapitottdk meg, hogy az imidazol-
koordinacidji komplexek 5-7 kozotti pH-tartomanyban vannak jelen a legnagyobb
mennyiségben és nem elég stabilisak ahhoz, hogy enyhén lugos kdzegben
megakadalyozzak a fémion hidrolizisét.

Két hisztidint tartalmazé ligandumban (Ac-(KG)HKLHL-NH2)*°, ahol a
hisztidineket két aminosav valasztja el ugyanolyan &sszetételi komplexek
keletkeznek, mint az Ac-HXXH-NH, ligandumoknal. A kiilonbség abban
nyilvanul meg, hogy a CuLH., 6sszetételii részecskében az N-terminalis vég feloli
hisztidin lehet az ekvatorialis sikban vagy

7 akar axialis pozicioban is. A harmadik

G'Y amidnitrogén koordinaciojaval 1étrejovo
0 komplexben az ekvatorialis sikban egy
Lys imidazolnitrogén és harom amidnitrogén

o N"' \‘N' NH,| Vvan jelen, mig axialisan kotédik a C-
/ terminalis  véghez  kozeli  hisztidin

Leu 00 imidazolnitrogénje (9. dbra). A pH
9. abra: Az Ac-GHKLHL-NH emelésével a lizin s-aminocsoportja is

ligandum CuLH 2 komplexének | elveszti protonjat, de az nem vesz részt a
szerkezete

fémion megkotésében.

Azoknal a ligandumoknal, amelyekben a hisztidin mellett aszparaginsav is
jelen van a szekvenciaban (példaul az Ac-HHVGD-NH; és Ac-HVGDH-NH,)*,
a csak imidazol-koordinacidju komplexeikben ezen aminosav stabilitasnoveld
hatasa megmutatkozik. A pH ndvelésével bekovetkezik az amidnitrogének
deprotonalodasa és azok is részt vesznek a fémion megkotésében. Az elsé két
amidnitrogén deprotonalodasa kooperativ modon megy végbe.® A kialakuld
CuLH-; &sszetételti komplexben [N(Im), N7, N7, N(Im)] a koordinaciéos mod,
aminek kovetkeztében a harmadik amidnitrogén belépése az imidazolnitrogén
kiszoritasaval lehetséges, és pH > 9 felé tolodik el.

Ac-fDHGH ligandum fémionkoto-képessége ndvekszik azaltal, hogy az
aszparaginsav o-karboxilatcsoportja részt vesz a fémion koordinalasaban. ™!

Védett Ac-KHGH-NH; és Ac-DHGH-NH:''? vizsgilata soran arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy mind az imidazol-koordinaciéju mind, az egy és két
amidnitrogén koordinaciojaval 1étrejové komplexekben mindkét imidazolnitrogén
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részt vesz a fémion megkotésében. A harmadik amidnitrogén belépésével az egyik
imidazolnitrogén kiszorul a koordinacios szférabol. Tovabba azt is feltételezik,
hogy nincs kimutathat6 kolcsonhatas a fémion és a lizin g-aminocsoportja, illetve
az aszparaginsav B-karboxildtcsoportja kdzott.

Glutaminsavtartalmi peptidekben (Ac-GHEITHG-NH;, Ac-GHTIEHG-
NH2)** mar a makrokelat képzédésénél kimutattdk a karboxilatcsoport
koordinacidoban vald részvételét, ez a folyamat nagymértékben befolyasolja a
kialakulé komplex stabilitasat és szerkezetét is. Azt allapitottdk meg, hogy a
HEXXH szekvenciat tartalmazo6 peptiddel a [2N(Im), COO] koordinacidés modi
makrokelat komplex képz6dése kedvezObb. A tobbi komplex szerkezetében is az
a kiilonbség adodik, hogy a HEXXH szekvenciaju ligandumoknal a glutaminsav
v-karboxilatcsoportja erdsebb kolcsonhatas kialakitdsara képes, mint a masik
ligandumnal. Ez az erésebb kotédés a komplex masodlagos szerkezetére is
hatéssal van.

Az AB feltételezett rézkotdhelyének modelljét, az Ac-SGAEGHHQK-NH,™
peptidet, és annak Cu(ll)-ionnal valé komplexképzO6dési folyamatait
kutatocsoportunkban tanulmanyoztadk. Ennél a ligandumnal biszkomplexek
létezését is feltételezik négy imidazolnitrogén koordinacidjanak részvételével. A
makrokelat szerkezetii komplexben az imidazolnitrogének mellett a glutaminsav
v-karboxilatcsoportjanak koordinacigjat is valdszinusitik. A két hisztidin jelenléte
a szekvenciaban arra a feltételezésre ad okot, hogy izomerek alakulnak ki az
amidnitrogének altal kialakitott részecskékben. Az [N-, N~ N(Im)] koordinacios
moda komplexekben az amidnitrogén deprotonalddasa és koordinacidja azonos
mértékben kovetkezik be mind a két hisztidintél indulva az N-terminalis iranyba,
az izomerek aranya 1:1. A harom amidnitrogén és egy imidazolnitrogén jelenléte
mellett a masik hisztidin  imidazolnitrogénjének axialis kotédése s
valészinlsithetd a CuLH_s komplexben. A tobbmagvii CuzLH_s 0Osszetétell
részecskében az amidnitrogének deprotonalddasa a hatos hisztidinrdl az N-

Az Ac-EDDAHAHAHAHAG-NHz, Ac-EDDHAHAHAHAHG-NH'*
ligandumok Cu(I1)-ionnal vald koélesonhatasanak vizsgalata soran az 1:1 fémion-
ligandum aranynal egymagvu komplexek keletkezése valoszintisithetd. Savas pH-
tartomanyban az imidazolnitrogének részvételével protonalt komplexek
képzbdnek. A négy hisztidintartalmu peptid Cul Osszetételi részecskéjében
harom imidazolnitrogén és egy amidnitrogén vesz részt a koordinacioban, mig a
negyedik imidazolnitrogén protonalt. A pH emelésével az utols6 imidazolnitrogén
is elveszti protonjat, de az mar nem vesz részt a fémion megkdtésében, tehat
megmarad a mar fentebb leirt koordinacidés geometria. Ezzel ellentétben az ot
hisztidint tartalmazé ligandum CuLH komplexében mar négy imidazol
koordinacidja valoszintsithetd. Ami arra enged kovetkeztetni, hogy tovabbi
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hisztidinek jelenléte a szekvencidban megakadalyozza a vazban 1évé
peptidnitrogének deprotonalédasat ebben a komplexben. Elméleti szamitasok
alapjan az is megallapithato, hogy a kialakulé komplex legidealisabb masodlagos
szerkezete a-helikalis struktaraval irhato le. Nagyobb pH-n kettd, illetve harom
amidnitrogén is bekeriill a koordindcios szférdba egy-egy imidazolnitrogént
kiszoritva ezaltal, tehat a kialakulé komplexek [N(Im), 2N-, N(Im)] és [3N-,
N(Im)] koordinacios moddal jellemezheték. A glutaminsav kotédése az Ac-
EDDAHAHAHAHAG-NH: ligandum esetében valoszinlibb, ezzel ellentétben a
masik ligandumnal nem feltételezik a karboxilatcsoport koordinalodasat.*™ Az
alterndld pozicidban hisztidint tartalmazoé ligandumok (példaul az Ac-
EDDHAHAHAHAHG-NH,) nagyobb stabilitasu komplexeket képeznek, mint
azok, amelyeknél a hisztidinek szinte mindegyike egymas mellett foglal helyet és
megegyez6 szamu hisztidint tartalmaz (Ac-THHHHAHGG-NH,).!6 Ezzel
ellentétben a hisztidinek szamanak ndévelésével (Ac-EDDHHHHHHHHHG-
NH2)!® nagyobb stabilitisu komplexek keletkeznek a kevesebb hisztidint alternald
pozicidban tartalmazé ligandumokénal. Ez az a-helikalis masodlagos struktura és
annak kialakuldsdban szerepet jatszo tobb hidrogénkotés stabilizald hatdsdnak
eredménye. !

Mint ahogy az egy hisztidint tartalmazo ligandumoknal a prion fehérje
fémionkétohelyeit modellezé ~ fragmensek és mutansainak komplexképzo
sajatsagait emlitettem, ezek alapjan a tobb hisztidint tartalmazo peptideknél is
adodik a lehetdség, hogy bemutassam a hosszabb fragmens Cu(l1)-komplexeinek
sajatsagait.

Az Ac(-PEG11)sHUPrP(60-114)*" peptidben, ahol a 61, 69, 77, 85-s
pozicioban 1év6 hisztidinek jelentik az oktarepeat tartomanybelieket, a 96 és 111-
s helyzetiiek a tetraoktarepeat tartomanyon kiviilieket, a hisztidinek egymastol két
aminosavnal nagyobb tavolsagban, szeparaltan helyezkednek el. Ebben az esetben
is lehetéség van makrokelat kialakuldsara, amelyben négy hisztidin vesz részt a
fémion megkdotésében. Ki tudtak mutatni olyan komplexeket is, amelyekben az
imidazol koordinacidja mellett egy és két amidnitrogén vesz részt a fémion
koordinalasaban. Sét a tetraoktarepeat egységben a két amidnitrogén és egy
imidazolnitrogén koordinacioja mellett még egy imidazolnitrogén is
kolesonhatasba keriilhet a fémionnal. Elmondhaté tovabba errél a peptidrél, hogy
annyi réz(Il)ion megkotésére képes, ahany hisztidin van benne. A legfontosabb
megallapitas viszont az, hogy a koordindciés mod nagyban fiigg a fémion-
ligandum aranytol és a pH-tol. A harom és négy imidazol-koordinacioju
makrokelat gyengén savas kozegben és kis Cu(ll)-ion koncentracional dominans.
Ekvimolaris mintaban az amidkotott részecskék semleges és enyhén lugos
koriilmények kozott vannak jelen. A ndvekvé fémion-koncentracioval az
amidnitrogének deprotonalodasa €s koordinacioja mar enyhén savas kozegben
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bekdvetkezik és a két £6 koordinacios mod: [N(Im), N7, N7] és [N(Im), N, N7, N7].
Ha a hisztidin oldallanc/Cu(Il) aranya Kisebb, mint hat, akkor nagyszamu
koordinacids izomer jelenlétével kell szamolni, mert az egyes kotShelyek
egymastdl fiiggetleniil miikodnek, igy minden egyes hisztidin képes betolteni a
horgonydonor szerepét.®

A multihisztidin peptidek Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeirél dsszességében
az allapithatd meg, hogy savas pH-tartomanyban az oldallancbeli
hisztidinnitrogének a f6 fémionkotohelyek és a kialakulo komplex CuL
Osszetétellel irhato le. A természetes peptideknél beleértve a prionokat, amiloid és
hiszton peptideket a hisztidinek szamanak novekedése kedvez a makrokelatok
képzddésének savas és semleges koriilmények kozott.!'®122 Szamos kutatasi
eredmény arra vilagit ra, hogy minél tobb imidazolnitrogén keriil a koordinacios
szféraba, annal nagyobb stabilitaisi Cul komplex keletkezik. Nemcsak a
szekvencidban 1évé hisztidinek szamatol, hanem azok egymashoz viszonyitott
helyzetétdl is fligg a keletkez0 makrokelat szerkezetli részecskék stabilitasa.
Szomszédos, alternald pozicidban és egymastol tavoli hisztidineket tartalmazo
ligandumok CuL komplexeinek stabilitasat dsszehasonlitva az allapithatd meg,
hogy azok a ligandumok a leghatékonyabbak a Cu(ll)-ion megkdtésében,
amelyeknél alternald pozicidban van jelen a hisztidin a peptidben.®* " A két
imidazol-koordinacioju  komplex stabilitasat noveli a C-terminalis és az
aszparaginsav vagy glutaminsav oldallancaban 1évé karboxilatcsoport. A lizin
oldallancaban 1évé g-aminocsoport fiziologias koriilmények kozott protonalt és
nem vesz részt a koordinacioban, a makrokelat szerkezet stabilitasaban nem jatszik
szerepet, de pozitiv toltésének kdszonhetden destabilizald hatasu lehet.'® Azért
keriil bévebb targyalasra ez a tipusi komplex, mert a Cu,Zn-szuperoxid diszmutaz
(Cu,Zn-SOD) enzim modellezése szempontjabol az imidazol-koordinacioju,
altalaban CuL vagy Cul, Osszetételii komplexek a legfontosabbak, ugyanis
szerkezetiikben ezek hasonlitanak az enzim aktiv centrumahoz. A fent emlitett

CuL komplexek elektrokémiai és SOD aktivitas vizsgalatat is elvégezték. 10t 106 123-

127

Ezenkivil az amidnitrogének részvételével kialakulo komplexek is jo
modellként szolgalhatnak, igy érdemes azokat is a vizsgalat targykorébe beemelni.
A korabbi kutatasi eredmények alapjan tehat, ha a hisztidinek k6zott egy aminosav
van, abban az esetben a pH emelésével végbemegy az amidnitrogének
deprotonalodasa és azok koordinalédnak az imidazolnitrogén mellett CuLH-,
Osszetételli komplex létrejottével. Az egymastél egy aminosavnal nagyobb
tavolsdgban elhelyezkedd hisztidineket tartalmaz6 ligandumok Cu(Il)-
komplexeinél a pH novelésével itt is lejatszodik az amidnitrogének
deprotonalodasa, ebben a rendszerben a CuLH-3 Osszetételii komplex a
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meghatarozo, melyben [N~, N7, N7, N(Im)] tipust koordinacios mod van jelen.
Mind a Ilancvégi, mind a kozbensd helyzetli imidazolnitrogén képes
horgonycsoportként elésegiteni az amidnitrogének deprotonalodasat, igy
ekvimolaris oldatban koordinacios izomerek képzddhetnek. Ezek Iétrejottét a
nemkoordinalodo oldallancok hidrofob és sztérikus kdlcsonhatasa jelentdsen
befolyasolhatja.

A ketténél tobb hisztidint tartalmazd ligandumok Cu(Il)-ionnal képzett
komplexeinél lehet6ség van tobbmagvi komplexek kialakulasara is
fémionfelesleg mellett. Ezekben a rendszerekben a ligandum altaldban annyi
Cu(ll)-ion megkotésére képes, ahany hisztidin talalhatd a szekvencidban. A
létrejove kétmagvi komplex CurlLH-s Osszetétellel jellemezhetd, és benne a
koordinacios mod [N7, N7, N(Im)] tipusi. A pH emelésével tobbmagva
négynitrogénes [N-, N7, N7, N(Im)] koordinacios modi komplexek keletkeznek.
A komplexek sztochiometridgja hasonlé a kiillonbozé ligandumoknal, de a
kiilonboz6 részecskék relativ koncentracidja eltérd, ami arra utal, hogy a
hisztidinek egymashoz viszonyitott novekvo tavolsagaval a ligandum fémionkotd
affinitasa is valtozik.

Fontos a tobb hisztidint  tartalmazé  ligandumok  Ni(Il)-komplexeinek
képzddesérdl, stabilitasarol és szerkezetérdl is szot ejteni, hiszen ez a masik fémion
amely a kutatas egy részét képezi.

Két és harom hisztidintartalmu révidebb tagszamu peptideknél (Ac-HGH-
NHMe, Ac-HGH-OH, Ac-HisSarHis-NH, Ac-HHGH-OH, Ac-
HisSarHisSarHis-NH,)'® lehetéség van Ni(Il)-ionokkal biszkomplexek
képz6désére, azonban a legmeghatarozobb részecskék a rendszerben az 1:1
komplexek. A komplexképzédés pH > 5 olott kezdodik, ami egy pH-egységgel
nagyobb, mint a Cu(ll)-komplexek esetén, és a folyamatban egy, kett és harom
imidazol-koordinacioju komplexek alakulnak ki. Ezek koziil a f6 részecske a NiL
Osszetétell komplex, amelynél a szekvencidban jelenlévd Osszes hisztidin
koordinalddik a fémionhoz és makrokelat alakul ki oktaéderes geometriaval. A
hisztidinek szamanak novekedése a koordinacios szféraban néveli az imidazol-
koordinacioji komplexek stabilitasat. Tovabba a C-terminalis végen jelenlévd
karboxilatcsoport koordinaciojaval és a komplex t6ltésének megvaltozasaval
fokozza annak stabilitasat. Extra lugfogyaszt6é folyamat figyelhet6 meg 8-9 pH
tartomanyban és ez a folyamat a peptidnitrogének deprotonalddasahoz és
koordinacidjahoz kothetd. Az elsé két amidnitrogén deprotonalddasa kooperativ
moédon megy végbe, mely folyamat soran NiLH_» dsszetételit komplex keletkezik
és [N(Im), N7, N™, N(Im)] koordinaciés méoddal irhaté le a szerkezete, 7,5,6-tagu
csatolt kelat stabilizdlja, ami siknégyzetes geometriagji. A kovetkezd
deprotonalodasi 1épésben harom amid- és egy imidazolnitrogén vesz részt a fémion
megkdtésében, igy egy NiLH_3 6sszetételi részecske keletkezik.
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Az Ac-HGGH-NH: ligandumnal két részecske képzodését feltételezik. Az
egyik az imidazol koordinacidjaval kialakuld NiL részecske. A masik a NiLH-3,
amelyben harom amid- és egy imidazolnitrogén alakitja ki a siknégyzetes
komplexet. Abban az esetben, ha a C-terminalis végtél szamolva harmadik helyen
foglal helyet a glicin, akkor ellentétes eldjelii Cotton effektus mérhetd, mind a
Cu(I)- mind a Ni(ll)-komplexek esetén. Ezen ligandum NiLH_3 komplexénél is
ezt tapasztaltak.

A harom hisztidint tartalmaz6 pentapeptidek (Ac-HAHVH-NH;, Ac-
HVHGH-NH,, Ac-HGHVH-NH>)% NiLH_, és NiLH_3 komplexeinél szélesebb
abszorpcids sav jelenik meg, mint a tri- és tetrapeptideknél, ami koordinacios
izomerek képzodésére utal. A CD spektrumok alapjan tovabbi kovetkeztetéseket
lehet levonni az izomerek aranyar6l. A C-terminalis végen 1évé hisztidin
részvételével kialakuld NiLH_» komplex altalaban a dominans részecske, erre jo
példa az Ac-HVHGH-NH: ligandum Ni(ll)-komplexe. Ha a C-terminalis végen
nagyobb térkitoltésii csoport talalhato (példaul az Ac-HGHVH-NH;, Ac-HAHVH-
NH>), akkor viszont az izomerek 0sszehasonlithatd mennyiségben vannak jelen.
Nagyobb pH-n egy Gjabb amidnitrogén deprotonalodas kovetkezik be, és NiLH 3
osszetételli komplex keletkezik [N™, N7, N™, N(Im)] koordinacidés moddal.®? % 128
Ennél a komplexnél is lehetdség van koordinacios izomerek kialakulasara, szintén
a kozbensd ¢s a C-terminalis végen 1évo hisztidin részvételével és altalaban az
utobbinal térténd fémionkotddés a kedvezo sztérikus okokbol, de példaul az Ac-
HAHVH-NH: ligandumnal 6sszehasonlithatd mennyiségben keletkezik a két
izomer. Fémionfelesleg jelenlétében a pentapeptideknél kétmagvi komplexek is
képzdédnek lugos koriilmények kozott. A legnagyobb mennyiségben a NioLH-4
részecske van jelen, amelyben a koordinacios mod [N(Im), N7, N7, N(Im)] és [N~
N7, N(Im)]. A két peptidnitrogén deprotonaldédasa kooperativ médon megy végbe
és kisebb pH-n, mint az egymagviu komplexeknél. pH > 10,5 folott az
acetamidocsoport is képes deprotonalodni és NiLH s Osszetételli komplex
keletkezik, amelynél az N-terminalis végen 1évé imidazolnitrogén kiszorul a
koordinacids szférabol és atveszi a helyét az 6t6dik amidnitrogén.

A Ni(ll)-Ac-HAAHVVH-NH,® rendszerben fiziologias pH-n makrokelat
szerkezeti komplex alakul ki az imidazolnitrogének részvételével, majd az
amidnitrogének deprotonalodasaval egymagvi  komplexek keletkeznek,
tobbmagviu komplexeket nem tudtak kimutatni. A NiLH.; részecskében
feltételezhetden a fémion koordinalasadban egy imidazol- és egy amidnitrogén vesz
részt oktaéderes kornyezetben. A NiLH 3 komplex a mar fentebb emlitett
koordinacios moddal és geometriaval jellemezhetd. A kozbenso és a C-terminalis
hisztidinben [évé imidazolnitrogén alkalmas arra, hogy horgonydonorként
viselkedjen ¢és eldsegitse az N-termindlis vég felé torténd amidnitrogén
deprotonalodast, ezaltal lehetdség nyilik koordinacids izomerek 1étrejottére. A két
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izomer koziil a kozbensd hisztidin részvételével kialakulo részecske lesz a
dominans.

Ac-HPHH-NH,'® Ni(Il)-ionnal valé komplexképzddésének vizsgalata soran
nem tapasztaltdk csapadék levalasat. A NiL Osszetételli részecske viszonylag
széles pH-tartomanyban uralkod6 (6,5-8,6). Ligandumfeleslegnél biszkomplex
képzddése is valosziniisithetd, amelyben a masodik ligandum belépése soran ketto,
de akar harom imidazolnitrogén is részt vehet a fémion megkdtésében egy
szabalyos oktaéderes geometriat 1étrehozva. A pH emelésével NiLH_» dsszetételi
komplex keletkezik, amely folyamatban két amidnitrogén vagy egy amidnitrogén
¢és egy koordinalt vizmolekula deprotonalédasa megy végbe.

A human prion fehérje fragmenseinek és mutansainak Ni(Il)-ionnal valo
komplexképzddési folyamatait is tanulmanyoztak.'?1% A HuPrP(84-114)H85A
és HUPrP(84-114)H96A ligandumok két hisztidint tartalmaznak, az els6ben a 96-
os és 111-es, a masikban a 85-0s €s 116-0s pozicioban. A H85A és H96A jeldlés
HuPrP(84-114)H85A ligandum két ekvivalens Ni(I)-iont képes oldatban tartani,
ezzel ellentétben a masik csak egy ekvivalens Ni(ll)-ion megkotésére képes. Ez
azzal magyarazhatd, hogy a 85-0s pozicioban 1évé hisztidin az oktarepeat
tartomanyon beliili hisztidinekhez tartozik és ennek a horgonycsoportnak a
legkisebb az affinitasa a Ni(ll)-ionok felé. Az egymagva [3N-, N(Im)]
koordinaciés modt komplexek kialakuldsa az amidnitrogének egy 1épésben
torténd  deprotondlodasaval és  koordinacidjaval megy  végbe. A
prionfragmensekben  1évé  hisztidinek  imidazolnitrogénjeinek  Ni(ll)-ion
szelektivitasa is megadhaté volt az eredmények alapjan, amely a kovetkezo
sorrendben csokken: H96 > H111 > H85. Olyan fragmenseket is vizsgaltak, ahol
a harom (H85, H96, H111) koétdhelyet modellez6 szekvenciakat kapcsoltak 6ssze
(Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH,). Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Ni(ll)-
ion megkotésének legjobban a GTHS szekvencia kedvez és a PHAAA rész Ni(ll)-
ionkoté affinitasa a legkisebb. Ezzel ellentétben a Cu(Il)-ion az MKHM
szekvencidhoz kotodik a legnagyobb mértékben. Ez a kiilonbség a két fémion
koordinacids geometridjanak eltérésébdl ered. Amig a Ni(ll)-ion siknégyzetes,
addig a Cu(ll)-ion siknégyzeteshez hasonlé geometriat mutat, de a torzult
oktaéderes geometriat kedveli. fgy érthet6, hogy a Ni(II)-ion kedvez6bben kotddik
a rovidebb oldallancot tartalmaz6 GTHS szekvenciahoz, a réz(II)ion elényben
részesiti az axidlis koordinacidra hajlamos hosszabb oldallancokat tartalmazo
MKHM szekvenciat. A két fémion megoszlasa a modellpeptidek kotohelyei kozott
nem teljesen ugyanolyan, mint a prion peptidfragmenseknél. Ez azt bizonyitja,
hogy nem kizarolag a kozvetlen kapcsolatot biztositdo aminosavszekvenciatol fligg
a fémion-szelektivitas, hanem a tavoli oldallancok is befolyasolo szerephez jutnak.
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Osszefoglalva megallapithatd, hogy a Ni(ll)-ion N- és C-termindlison
egyarant védett multihisztidin-tartalm peptidekkel képzett komplexeire az
jellemzd, hogy enyhén savas és fiziologias koriilmények kozott kissé torzult
oktaéderes szerkezetii NiL Osszetételli részecske keletkezik, amelyben a hisztidin
imidazolnitrogénjéhez kotédik a fémion makrokelat strukturat kialakitva. Erre a
komplexre jellemz6 kis intenzitdsu abszorpcids savok a lathatd spektrumban
koriilbeliil 370 és 600 nm-nél jelennek meg és nincs mérhetd CD aktivitasa sem.
A pH ndvelésével az amidnitrogének deprotonalodasa és koordindcidja megy
végbe, ¢és Ni(Il)-hidroxid csapadék nem valik le. Ezzel a folyamattal egyiitt
drasztikus valtozas kovetkezik be az abszorpcios és CD spektrumokban, ami a
Ni(Il)-komplexek siknégyzetes geometridva torténd alakulasat jelzi. A NiLH_3
Osszetételll részecske keletkezése arra enged kovetkeztetni, hogy a harom
amidnitrogén deprotonalddasa altalaban egymast atfedo 1épésekben jatszodik le.
Az [N7, N7, N, N(Im)] koordinaciéos modu siknégyzetes komplex szerkezetére egy
430-440 nm-nél megjelend intenziv abszorpcids sav és 420-425 nm kozott egy
negativ, mig 500 nm koriil egy pozitiv Cotton effektus utal.® 128 131 Ezek a CD
paraméterek 6sszhangban vannak azzal, hogy ha a Ni(Il)-ion hisztidint tartalmaz6
peptidekhez kotddik és 4N-es komplexet képez, akkor a kisebb hullimhosszoknal
negativ, mig a nagyobb hullamhosszoknal pozitiv CE mérhet6 az XZH osszetétell
peptidekre (ahol X a glicin és prolin kivételével barmilyen aminosav lehet).
Ugyanakkor a HXH szekvenciat tartalmazo peptideknél ki tudtak mutatni NiLH_»
Osszetételli komplexeket is, amelyekben [N(Im), N7, N7, N(Im)] koordinacios
geometria feltételezhetd. Ezen komplexek képzddését a lathato spektrumban 440-
470 nm kozott megjelend intenziv sav kiséri. A Ni(ll)-ionok imidazol-
koordinacioju komplexei kisebb stabilitasuak, mint a Cu(Il)-ionokkal képzett
ugyanilyen 0Osszetételli részecskék. Ez azzal magyarazhato, hogy a szabalyos
oktaéderes geometriaju Ni(II)-ionok kevésbé hajlamosak makrokelat képzésére.'®

2.5. Cu(ll)-komplexek redoxi sajatsagai, SOD modell Cu(IT)-komplexek

A Cu(Il)-ionok elemi rézz¢é, illetve Cu(I)-ionna alakulasat és a Cu(I)-ion elemi
rézz¢ torténd redukciojat a kdvetkezd redoxipotencial értékek jellemzik vizes
kozegben®?:

Cu?(ag) + 26" — Cu (s) E°=0,340 V (3
Cu?*(aq) + e~ — Cu" (aq) E°=0,159V 4)
Cu*(aq) + e — Cu(s) E°=0,520V 5)

A Cu,Zn-szuperoxid diszmutdz enzim milkédésekor Cu(II)/Cu(l)
redoxireakcio valosul meg, mely egyelektron-atmenettel jar, és az oda- ¢és
visszaalakulas is megtorténik. Ahhoz, hogy ezt az enzimet modellezni tudjuk,
ismerniink kell, mind a rézre, mind a Cu(ll)-ligandum rendszerben kialakuld
komplexekre jellemz6é formalpotencial értékeket. A komplexképzddés
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megvaltoztatja a fenti egyenletekben szerepld redoxipotencidl értékeket. A
Cu(Il)/Cu(l) rendszer elektrokémiai paramétereit nagymértékben a Cu(Il)-
komplexek koordinacios modja hatarozza meg. A Cu(ll)-ion komplex
vegyiileteiben a leggyakoribb koordinacios szdm a 4, 5 és 6, de szabdlyos
geometridk csak ritkdn fordulnak eld, a legjellemzébb a tetragonalisan torzult
oktaéderes szerkezet. A Cu(l)-ion ezzel ellentétben a koordinacids szam értékétol
fiiggben tetraéderes, sikharomszoges vagy linearis szerkezetii lehet.*®® Ciklikus
voltammetrias mérés soran a Cu(Il)-iont a komplexben Cu(l)-ionna redukaljuk,
majd azt visszaoxidaljuk Cu(Il)-ionna, ekozben a komplexek térbeli szerkezete
megvaltozik. Ennek eredményeképpen tobbnyire kvazireverzibilis redoxi
folyamat megy végbe, a katddos és az anodos cslicsok tdvolsaga nagyobb, mint
ami az egyelektronos redoxi folyamatok esetén varhato.

Mar korabban is tanulmanyoztak a kiilonb6z6 N-heteroaromas gy(iriit
tartalmazo ligandumok Cu(Il)-komplexeinek redoxi sajatsagait. Vizsgaltak
egyszeri ligandumok, mint a piridin és az imidazol, illetve a hisztidin, valamint
hisztidint tartalmazo oligopeptidek és bisz(imidazolil)-szarmazékok Cu(IT)-ionnal
alkotott komplexeit. Az 1. tablazat tartalmazza az egyes rendszerekre jellemz6
redoxipotencial értékeket.

1. tablazat: Kiilonb6z6 tipust ligandumok Cu(Il)-komplexeinek redoxipotencial
értékei (NHE = normal hidrogén elektrdd, SCE = telitett kalomel elektrod)

ligandum redoxipotencial érték | vonatkoztatési
(V) elektrod
piridin; imidazol; hisztidin** 0,240; 0,317; 0,170 NHE
ciklo(GH)g; ciklo(GHG),** 0,195; 0,219 NHE
GH, GHG, GHK, GGH?36-1% —-0,220-(-0,120) SCE
Ac-HGGG-NH,'% —0,299-(-0,270) NHE
i CQeNiFe ahol 14 530-(-0,209) NHE
Ac-GGGTH-NH,'?* 0,040 Ag/AgCI
N-Ac-His; N-Ac-Hm?12 0,338, 0,293 NHE
Ac-HXH-NHMe, Ac-HXXH-NH,, Ac-
HHGH-NHMe, Ac-HHVGD-NH,, Ac- 0,200-0,350 NHE
HXHZH-NH,, Ac- S3H4-NH, 2126
bisz(imidazolil)-szdrmazékok*?’ 0,055-(-0,117) NHE

28X, Z lehet G: glicin, V: valin, A: alanin, P: prolin, S: szarkozin. Me a metilcsoportot jeloli.

A piridin és imidazol egyszeri ligandumok aromds nitrogéneket
tartalmaznak, és komplexképzodéskor azon keresztiil kapcsolddnak a fémionhoz
monodentat moédon. Kénnyen redukalhaté a Cu(Il)-ion, és pozitiv redoxipotencial
jellemzi a folyamatot. A hisztidin esetében negativabb formalpotencial értéket
mértek, ez arra utal, hogy stabilisabb komplex keletkezik (haromfog koordinacid
is megvalosulhat), melyben a fémion az imidazolnitrogénen kiviil az
aminocsoporthoz is koordinalodik. 13
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Szintén pozitiv redoxipotencidl értékeket mértek hisztidint tartalmazo
ciklopeptidek  Cu(ll)-komplexeinek  vizsgalata soran. A  legpozitivabb
redoxipotencial értéket a [Cu{ciklo(Gly-His)s}]** komplexre kaptak, amelyben a
fémion az imidazolnitrogéneken keresztiil koordinalédik. Az amidnitrogén
kotédése a fémionhoz azonban csokkenti ezeket az értékeket.*®

Nem védett és védett peptidszarmazékok Cu(Il)-komplexeit is vizsgaltak (1.
tablazat), amelyek tartalmaznak legalabb egy hisztidint. Szdmos esetben
amidnitrogénes koordinacioju Cu(Il)-komplexeket vizsgaltak. A hisztidintartalmu
ligandumok esetében az amidnitrogének deprotonalodasa kovetkeztében kialakulo
komplexek fémcentruma nehezebben redukalhatdo, vagyis negativabb
redoxipotencial értékek mérhetdek.1?® 136137 A negativ redoxipotencial érték azzal
magyarazhatd, hogy a koordindcios szférdban helyet foglald amidnitrogének
erdsitik az ekvatorialis teret, ami a Cu(I)-ionnak nem kedvez. Egyes ligandumok
Cu(I)-komplexeinek vizsgalata soran azt tapasztaltak, hogy az anddos csucsok
aramerdsségének értéke kisebbnek adddott, mint a katdédos csucsoké, ami a
képz6dd Cu(I)-komplexek kémiai reakciojara utal.

Az aminosavak esetén a CulL, komplexek redoxipotencial értékei mind 0 V
kortiliek, és megallapitottak, hogy nincs jelentds hatdsa az oldallancnak ezekre az
értékekre. A legnagyobb hatasa az imidazolil-oldallancnak van, hisztidin esetében
a kapott érték ~—0,2 V koriili, amely azt mutatta, hogy stabilisabb lesz a kialakuld
komplex a tobbihez képest.t**

Tobb hisztidint tartalmazé ligandumoknal ligandumfelesleg esetén
fiziologias pH-tartomanyban CuL és CuL; komplexek az uralkodoak. A peptidek
ezen komplexeinek redukalhatosaga hasonl6 az egyszeri
hisztidinszarmazékokhoz, 0,200-0,400 V tartomanyba esik. A CuL
redoxipotencial értékei fiiggenek a peptidlancban 1évé hisztidinek szamatol és
egymashoz viszonyitott helyzetétdl is. A koordindlodd imidazolnitrogének
szamanak novekedésével csokken a redoxipotencial érték. Egyre telitettebbé valik
a fémion koordinacios szféraja az imidazolnitrogének szamanak novekedésével,
ami stabilisabb szerkezetet eredményez.1?

Bisz(imidazolil)-szarmazékok Cu(II)-ionnal alkotott komplexeinek a redoxi
sajatsagait is meghataroztuk.!?” Ligandumfelesleg esetén négy imidazol-
koordinacioju komplexek alakulnak ki, és CuL,Hx (x=0-2) dsszetétellel irhatok le.
A Cu(ll)-His-BIMA  3:2 aranyt rendszerben CusloHa4  Osszetételii
imidazolatohidas komplex lesz az uralkodo¢ fiziologids pH-tartomanyban. A fent
emlitett szerkezetek hasonlitanak a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumahoz. CulL,Hy
(x=0-2) komplexek redoxi paramétereinek meghatarozasara lehetdség volt, de a
harommagvi komplex ciklikus voltammetriaval nem volt mérhet6. A kapott
redoxipotencial értékekbdl az allapithaté meg, hogy nagyobb méretli oldallanc
esetén konnyebb redukalni a kdzponti fémiont. A négy imidazol-koordinacidjh
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CuL, komplexek stabilitasi allandoinak logaritmusa és a komplexre jellemzé
formalpotencial értékek kozott linearis Osszefiiggés mutatkozik.

Osszességében megallapithato, hogy a komplexek formalpotencial értékeinek
valtozésa szoros Osszefiiggésben all a komplex stabilitdsdval. Minél stabilisabb a
komplex, annél nehezebben lehet redukélni azt, ami negativabb redoxipotencial
értéket  eredményez. Minden  esetben  egyelektron-atmenettel  jaro,
kvazireverzibilis reakcio jatszodik le. Az anddos és katddos csucsok kozotti
tavolsag nagyobbnak adodik, mint a 0,059 V, ami azzal magyarazhato, hogy az
elektrod feliiletén lassu elektrontranszfer folyamat megy végbe.'?®

Valamennyi bemutatott Cu(ll)-komplexre jellemz6 a pozitiv redoxipotencial.
Ez azért fontos, mert ahhoz hogy egy komplex a szuperoxid gyokaniont
elbonthassa, a  megsemmisitéshez  sziikséges  reakciora  jellemzo
potencialtartomanyba (0,16 V - +0,89 V) kell, hogy essen a redoxipotencial
értéke. 1
O,+e — 0 E°p=)=-0,16 V (6)
O+ 2H" + & — H20:E%pr=ry= + 0,89 V @)
A Cu,Zn-SOD enzimre jellemz6 formalpotencial értékét is megmérték, ami 0,360
V-nak adodott.'*® A Cu(ll)-komplexekre kapott redoxipotencial értékek a SOD
szempontjabdl kedvez6 tartomanyban vannak, igy ezek a komplexek potencialis
SOD modellek.

Korabbi vizsgalatok soran szamos Cu(ll)-komplex SOD aktivitasat
hataroztak meg, melyek kozott voltak funkcionalis modellek és az enzim aktiv
centrumanak kotésviszonyait utanzé réz(Il)komplexek is.

A SOD modellek aktivitasa sok tényez6tdl fiigg. Altalanosan az allapithatd
meg, hogy egy komplex SOD aktivitasat az hatarozza meg, hogy mennyire gyors
annak a ligandumnak a cseréje, amely axialisan kotédik a fémcentrumhoz, és hogy
sztérikusan mennyire gatolt a szuperoxid gyOkanion bekotodése a
reakciocentrumba.*1* Abban az esetben mérheté nagyobb SOD aktivitas, ha a
Cu(I-ion valamelyik koordinaciés helyét nitrogén-donoratomot tartalmazo
gyliris vegyiilet (pl: imidazol, piridin) foglalja el, a keletkez6 Cu(IT)-komplex
torzult geometriat mutat'**, és emellett a fémiont koriilvevd koordinacios
kornyezet nem olyan merev.'*1% A SOD aktivitds azonban csokken, ha erds
ligandumtér alakul ki.'47-148

Tobbfajta ligandum Cu(Il)-ionnal alkotott komplexének vizsgaltak a SOD
aktivitasat. Mivel a méréseket foszfat-pufferben hajtjak végre, ezért a Cu(11)-PO,*
rendszer aktivitdsdnak mérésére is sziikség volt. Azt allapitottak meg, hogy a
CuHPOQ,4 6nmagaban is SOD aktiv (1,06-10°° mol/dm?).24
Az irodalomban talalhaté adatok alapjan a makrociklusos ligandumok, a ciklo-
HisHis!*, dipeptidekhez kapcsolt ciklodextrinek4”-148 Cu(ll)-komplexei mutattak
nagyobb SOD aktivitast.

29



Feherjek femionkotohelyeit modellezé peptidek koordinacios és redoxi sajatsagai

BSc szakdolgozati, illetve didkkéri munkam soran a bisz(imidazolil)-
szarmazékok Cu(Il)-vel alkotott komplexeire hatiroztam meg a SOD aktivitas
értékeket.'?” Ligandumfelesleg esetén négy imidazolnitrogénen keresztiil kotédik
a fémion, és ez a koordinacids moédu komplex lesz a meghatarozo az oldatban. A
Cu(ll)-ion koordinacios szféraja ezeknél a komplexeknél hasonlit a Cu,Zn-SOD
enzim aktiv centrumara, de a komplexek szerkezete befolyasolja az aktivitast.
Minél merevebb szerkezetli a komplex, a Cu(Il)/Cu(l) atalakulés, azaz a redukciod
annal nehezebben megy végbe, a SOD aktivitas annal kisebb. A vizsgalt
komplexekben a két hattagu kelat merev szerkezetet eredményez, a mért aktivitas
ezekre a komplexekre elhanyagolhatéan kicsinek adodott. A Cu(IT)-His-BIMA 3:2
aranyl rendszerben a fiziologias pH-tartomanyban egy imidazolatohidas
CusL,H_4 dsszetételit komplex van jelen. Ennek az aktivitasa jelentdsen nagyobb
a tobbi vizsgalt komplexhez képest. Ez Osszhangban van azzal az altalanos
megallapitassal, hogy a komplexek koziil a tobbmagviak, ezek kozil az
imidazolatohidas komplexek nagyobb aktivitast mutatnak, mint az egymagvuak.

Nem védett, egy hisztidint tartalmazo peptidek vizsgalata soran azt
allapitottak meg, hogy ha hisztidint is tartalmaz a szekvencia a glicin mellett, akkor
csokken az aktivitas, méghozza a kovetkezd sorrendben:
GGG>GGGG>GG>HGG>GHG>GGH>GGHG.*® Azt is megfigyelték, hogy a
fémion koriili ekvatorialis sik torzulasaval n6 az aktivitas. A prion modellek SOD
Cu(ll)-komplexei is mutatnak kismértékli SOD-aktivitast.™°

Tobb hisztidint tartalmazé védett és nem védett peptideket is tanulmanyoztak.
Azt a kovetkeztetést vontak le egyrészt, hogy az N-acetilezett szarmazék Cu(Il)-
komplexe hatékonyabban bontja a szuperoxid gydkaniont. Ezt azzal magyaraztak,
hogy a kialakul6 komplex kisebb stabilitasti, valamint a fémion koriil van szabad
koordinacids hely, ahova a szubsztratum bekotddhet. Masrészt azt is kimutattak,
hogy ha a fémion koordinacidja az amidnitrogének részvételével torténik, akkor
Kisebb aktivitds mérhetd. Tehat a CuLH, nem olyan hatékony, mint a
makrokelatot tartalmaz6 Cul. Ez annak tudhato be, hogy az ekvatorialis térerésség
nagyobb az amidnitrogének részvételével kialakuldé komplexben, mint a csak
imidazol-koordinacioji részecskében, 0% 106, 151

Kutatoécsoportunkban is végeztek SOD aktivitas mérést multihisztidin
peptidek Cu(ll)-komplexeire. A CuL komplexek nagyobb aktivitast mutatnak,
mint a CuLH_1 komplexek, amelyek 6sszhangban vannak, mas kutatdcsoportok
eredményeivel. A legnagyobb aktivitast a HXH szekvenciaju peptidek esetén
mértek, kiugro aktivitast Ac-HisSarHisSarHisSarHis-NH> CuL &sszetételt
komplexe mutatott.

Altalanosan megallapithaté, hogy azok a komplexek igéretes SOD modellek,
amelyeknél a réz(IT)ion megkotésében tobb imidazolnitrogén vesz részt. A SOD
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aktivitas csokken, ha a koordinacios szféraba amidnitrogének Iépnek be, vagy ha
a pH csokkenésével megnd a szabad Cu(Il)-ionok mennyisége.*?®
2.6. Fehérjék oxidacidja

A kovetkezd fejezetben azt mutatom be, hogy oxidativ kornyezetben mi
torténhet a peptidlancban lévé aminosavakkal és magadval a peptiddel/fehérjével.
Erre azert van sziikség, mert a munkam egy részében arra kerestem a valaszt, hogy
a vizsgalt prion modellek hogyan viselkednek Cu(11)/H20; oxidativ rendszerben.

A fehérjék oxidacidjaért mind a fémionok mind a szabad gyokok egyiittesen
feleldsek, ugynevezett fémion katalizalt oxidacioban (MCO) vesznek részt, ezzel
karositva a fehérjét. Az oxidalt fehérjék felhalmozddnak az 6regedés, az oxidativ
stressz és mas koros koriilmények kozott, mint példaul idegrendszeri betegségek
(Alzheimer kor vagy a prion betegségek®’). Az intracellularis oxidalt fehérje
mennyiségének egyensulyat a fehérje oxidacio és lebomlas aranya mutatja meg.
Ezt az egyensulyt szamos tényez6 befolyasolja tobbek kozott a ROS képzodése €s
a protedz aktivitasa/koncentracidja. Az oxidacio a reaktiv oxigén gyokok (¢OH,
*OOH, O7, NOe) tultermelddése miatt kovetkezik be a fehérjében és kiilonbdzo
oldallancaiban.

Az €16 szervezetben a legnagyobb mennyiségben a H>O, a forrdsa a ROS-
oknak. A fémion katalizalt oxidaci6 (MCO) soran a fémion koordinalodik a
ligandumhoz, H.0. jelenlétében redukalodik és kozben szabadgyokok
keletkeznek, amelyek karositjak a koordinacios szféra kdzvetlen kozelében 1évo
aminosavoldallancokat. A hidroxilgyok is ilyen szabadgyok, ami a legfontosabb
szerepet jatssza a fehérjék karosodasaban, Fenton tipusu reakcioban keletkezik,
amelyet a 8-10. egyenletek mutatnak be.!>2

M™ + H,0, — M™D + OH- + HO" 8)
(M™ + H,0, — M™D(OH) + HO") (9)
M™D + H,0; — M™ + HOO™ + H* (10)

Ezek a gyokok képesek az aminosavakkal reagalni instabil koztitermék
keletkezése kozben, majd ez alakul tovabb aldehiddé, a-keto-karbonsavva vagy
akar szén-dioxidot és ammoniat is veszithet az aminosav.'®*%** A ROS képes a
fehérje a-CH csoportjat oxidalni és azaltal fragmentalodhat, kiillonboz6 aromas és
alifas oldallancokkal is tud reagalni. Az aromas oldallancok nitralasa, nitrozilalasa,
klorozasa mehet végbe. A ROS minden fajtajara igen érzékeny a metionin®® és a
cisztein, illetve még a hisztidint'™®® is képesek oxidalni a reaktiv oxigén

szarmazékok. 1%’

Az altalunk vizsgalt ligandumokban oxidaciora hajlamos
aminosavak (metionin és hisztidin) vannak, amelyek oxiddciojara késébb

bévebben is kitérek.
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A peptid hasaddsara két utvonal lehetséges, amelyet a 10. dbra*>® mutat be:

O Rg 0
diamid képzddésének atvonala, “-. + O=C=N A
H
H “\ 1. termék 2. termék
e ANy ’Lx M o
i F[ N H 3. termék 4. termék
0 ’ 0 3 0 R; 0

“-V'l AT Ty T R e

. PP . nu MNH2 o ™ M

a-amid képzddésének utvonala T F[ : T+ ll H
8] q 3

10. dbra: A peptidlanc oxidativ hasadasa

A felsé ut mutatja azt, amikor egy aminosav — jelen esetben az (R2 — a-CH)- C-
terminalis fel6li kotése hasad. Az als6 azt szemlélteti, amikor az o-CH N-
termindlis feldli kotése hasad. A keletkezd termékek koziil mindig csak az egyik
tartalmaz egy oxigén atommal tobbet, ami az abran a 1. és 4. termék elnevezéslinek
felel meg, azaz az oxigénatom az aminosav a-CH csoportjara keriil. Az 1. termék
egy diamid, a 2. termék egy izocianat, a 3. termék egy savamid, mig a 4. termék
egy o-keto-acil szarmazék.%®

A metionil-oldalldnc fémion katalizalt oxidaciojakor (MCO) tobb termék is
keletkezhet (11. a abra), ezek koziil a leggyakoribb a metionin-szulfoxid (11. a, 1.
abra) és a metionin-szulfon (11. a, 2. dbra). A metionin oxidacioja még fémion
tavollétében is végbemegy H,0--dal'**1%, ezt a reakciot a Cu(Il)-ion mar kis
mennyiségben is katalizalja. A metionin oxidacija néhany fehérjében kis
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11. dbra: A metionin oxidaciojakor keletkezo lehetséges termékek (a) 1.
szulfoxid, 2. szulfon, 3. hidroxil-szulfidok, 4. 3. natrium-soi, 5. metil-

szulfoxonomium-ion, 6. szulfonsav szdramzékok, (b) a hisztidin
oxidaciojakor keletkezd 2-0xo-hisztidin
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valtozast okoz a biologiai funkcidkban, ugyanakkor az oxidalt metionin ndveli a
Az aggregalddott amiloid-p-ban is talaltak oxidalt metionint, metionin-szulfon
formajaban, ez a reakcid azonban nem visszafordithat6.!® A prion proteinnél
viszont azt talaltak, hogy konformacidvaltozas kovetkezett be a fehérje oxidacioja
soran (12. dbra).*®* A szulfoxidda torténd
alakulds reverzibilis reakcié és védi a

lancban 1év6 tobbi aminosavat a MCO-tdl.
A metionin reverzibilis oxidacidja mintegy
beépitett szabadgyokegyensuly
fenntartasara szolgal annak érdekében,
hogy a visszafordithatatlan oxidacio
elkeriilhetové valjon. Ez a reverzibilis

folyamat antioxidans mechanizmusnak
tekintheto és Szamos enzim 5 i~
szabalyozarsa:nal is szerepet jatszik. 12. dbra: A prion fehérie (a)
Az &8 szervezetben nemcsak a terszerkezetének valtozasa
metionin, de a hisztidin is képes fémion oxiddcids hataséra (b)
katalizalt  oxidaciéban  részt  venni

hidrogén-peroxid jelenlétében. A Cu(ll)-hisztidin komplex el6segiti a hidrogén-
peroxid bomlasat és abbol hidroxilgyokok képzédését, ekdzben a Cu(Il)-ion Cu(l)-
ionna redukalodik, a keletkezett szabadgyok karositja a hisztidint.’®? A protein
szekvencidja, szerkezete €s a fémion-protein geometriaja is befolyasolja a hisztidin
oxidaciojanak mechanizmusat. Koriilménytdl fiiggden keletkezhet 2-0xo-hisztidin
(1. b abra), aszparagin, aszparaginsav. Tobb kutatocsoport is kimutatta a hisztidin
2-0x0-hisztidinné torténd oxidaciojat. %3 16416 A Cu,Zn-SOD enzim H,0.-dal vald
oxidaci6jal®” soran is az el6z6leg emlitett termék keletkezik, valamint az emberi
ndvekedési hormon (hGH)™® és az emberi relaxin® vizsgalatanal is erre a
kovetkeztetésre jutottak. Oxidacios vizsgalatoknak vetettek ala olyan fehérjét is,
amelyben a Fe(ll)-ion hisztidinekhez a Zn(ll)-ion ciszteinekhez kotodik. A
oxidacios vizsgalatok eredménye azt mutatta, hogy az oxidaciora igen érzékeny
ciszteinekkel ellentétben a hisztidin oxidacidja kdvetkezett be, ami bizonyitja,
hogy az MCO a fémion kot6helye kozvetlen kozelében megy végbe.'’® Arrdl is
beszamoltak, hogy egyéb ROS altal aktivalt szinglett oxigén a bérszovetekben a
hisztidin térhalosodasat okozhatja. Ez a fajta térhalosodas és a szélak kozotti

crer
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3. KISERLETI KORULMENYEK ES ALKALMAZOTT MODSZEREK

3.1. Felhasznalt vegyszerek, vizsgalt ligandumok

crer

A titrdlasok kivitelezésére ~0,2 mol/dm?®, pontosan ismert koncentraci6jl
kalium-hidrogén-ftalat oldattal pH-potenciometridsan hataroztuk meg. A mintaban
az é&lland6 ionerésséget (0,20 mol/dm®) 1 mol/dm?® koncentraciojtt KCl-oldat
hozzaadéasaval biztositottuk. A ligandumok komplexképzddésének vizsgalatara

crer

crer

A ciklikus voltammetria soran a réz(Il)iont Cu(NOz), formajaban adtuk a
mintahoz, hattérelektrolitként KNOs-oldatot hasznaltunk, melynek koncentracioja
a mintaban 0,20 mol/dm? volt.

A fent emlitett oldatok a Reanal Finomvegyszergyar Zrt. altal gyartott, a.l.t.
mindségl vegyszerekbdl késziiltek.

Az oxidacios vizsgalatokhoz H»Oz-ot hasznaltunk oxidaloszerként, és
Na;EDTA-t a reakcio leallitasahoz, ezek a reagensek rendre a Molar Chemicals
Kft. és a Reanal Finomvegyszergyar Zrt. cégtdl szirmaznak.

A SOD aktivitas méréseket NBT, xantin-oxidaz enzim ¢és xantin
felhasznalasaval valositottuk meg, amik Sigma-Aldrich termékek voltak.

A szintézishez hasznalt vegyszerek, olddszerek mindegyike kereskedelmi
forgalombol keriilt beszerzésre és azokat tisztitds nélkiil alkalmaztuk. Az
aminosavak 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc) véddcsoportot tartalmaznak és
azok (Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-
Ser(tBu)-OH és Fmoc-Thr(tBu)-OH), valamint a 2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilurénium tetrafluoroborat (TBTU) és a Rink Amide AM gyanta a
Novabiochem-tél (Svajc) szarmazik. Az N-hidroxi-benztriazol (HOBt), a 2,2’-
(etiléndioxi)dietantiol (DODT), az 1-metil-2-pirrolidin (NMP), a 2-metil-butan-2-
ol és a triizopropil-szilan (TIS) a Sigma-Aldrich altal forgalmazott termékek. Az
N,N-diizopropil-etilamin (DIEA), és a trifluorecetsav (TFA) a Merck Kft
termékei. A szintézis célra alkalmas N,N-dimetil-formamid (DMF) és az
ecetsavanhidrid (Ac20) a VWR International, mig a piperidin, a diklormetan
(DCM), a dietil-éter (Et20) és a 96%-os ecetsav a Molar Chemicals Kft. terméke.

A HPLC-s tisztasagellenérzéshez illetve a peptidek tisztitasahoz hasznalt
acetonitril (ACN) a VWR International, mig a trifluorecetsav (TFA) a Sigma-
Aldrich terméke és mindkét vegyszer HPLC-tisztasagu.

A vizsgalt peptideket a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékén 1évo Liberty 1 tipusu peptidszintetizald késziilékkel allitottuk eld. A 13.
abran lathat6 a peptidek szerkezeti képlete.
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3.2. Szilardfazisu peptidszintézis

A szilardfazisu peptidszintézist'’? R. B. Merrifield dolgozta ki, amiért 1984-
ben Nobel-dijat kapott. A modszer 1ényege az, hogy az eléallitas szilard hordozon
(gyantén) torténik. A gyanta finomszemcsés térhalos polimermatrix, amely szerves
oldoszerben jol duzzad és olyan funkcids csoportok vannak rajta, amihez kémiai
reakcidval kapcsolhatok az aminosavak. Heterogén fazisti a reakcio, igy ez
elméletileg lassuva teszi az eljarast, ennek ellenére mégis szdmos elénye miatt
hatékony modszer. A nemkivanatos reagensek egyszeri sziiréssel eltavolithatok a
reakciotérbol, igy nem kell a peptidet minden kapcsolas utan kicsapni, majd Gjra
feloldani, ezaltal elkeriilhet6 a kitermelés csokkenése. Az igy elballitott termékek
hozama jo, a konnyl feldolgozhatosaga és az, hogy automatizalhaté mind
modernebb eljarassa teszik. Az automatizalast a modszer ciklikus ismételhetdsége
tette lehetévé.r”® A modszer hatranya, hogy nagy reagensfolosleget igényel, abban
az esetben ha ezt nem hasznaljuk, akkor révidebb szekvenciaju, hianyos peptidek
keletkezhetnek. Ennek kikiiszobolésére a reagensek nagy feleslegben torténd
alkalmazasat, hosszabb reakcioidot vagy a kapcsolasi Iépések ismétlését
alkalmazhatjuk.

Az alkalmazott technika alapjan 1épésenkénti szintézisr6l vagy
fragmenskondenzaciordl, mig a reakcid kivitelezése szerint beszélhetlink
szakaszos ¢és aramld oldatos eljarasrol is. A szintetikus eljards soran
alkalmazhatunk Fmoc/tBu'’* vagy Boc/BzI'"™ stratégiat. Munkank soran az els6t
hasznéltuk, amelyben a név arra utal, hogy az aminosavszarmazékok N-terminalis
aminocsoportja 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc) csoporttal van védve. A tBu
(tercier-butil  csoport) vagy az abbol szarmaztathatd csoportok az
aminosavoldallancok védelmét szolgaljak. Erre azért van sziikség, hogy elkeriiljiik
a valtozatos Osszetételli melléktermékek képzddését. Ez abbol adodhatna, hogy az
egyes aminosavak oldallancai olyan funkcios csoportokat tartalmaznak, amelyek
reakcioba léphetnek az alkalmazott reagensekkel a szintézis egyes szakaszaiban.

A véddcsoportoknak olyannak kell lenniiik, hogy a szintézis 1épéseiben
stabilak maradjanak, de a szintézis végén eltavolitasuk kdnnyen véghezvihetd
legyen. A peptidek eléallitasdhoz hasznalt aminosavak védGcsoportjai a
kovetkezok voltak:

nincs véddcsoport: alanin (A), glicin (G), metionin (M), prolin (P), valin (V)

tritil (Trt): aszparagin (N), hisztidin (H)

terc-butil (tBu): szerin (S), treonin (T)

terc-butil-oxikarbonil (Boc): lizin (K)

Az aminosavak kapcsolasa szilard, oldhatatlan hordozén, azaz gyantan
torténik, ami finomszemcsés milanyag. A szintézis a C-terminalis vég kiépitésével
kezdddik és az N-terminalis vég felé haladva egyesével torténik az aminosavak
kapcsolasa, tehat a peptid a reakcio teljese ideje alatt a gyantdhoz kotott. Az
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alkalmazott gyantanak mechanikailag és kémiailag ellenallonak kell lennie, nem
reagalhat sem az olddszerekkel, sem a reagensekkel, sem a peptidlanccal. A szilard
hordoz6 szemcsemérete, alakja, homogenitasa, duzzadasi tulajdonsaga és a
funkcids csoport kiépitésének lehetdsége alapvetd jelentségli a szintézis
sikerességének szempontjabol. Tovabbd olyan funkcids csoportot kell
tartalmaznia, ami alkalmas a koOvetkez6 aminosav kapcsolasahoz, de nem
tartalmazhat a szintézis soran zavaro6 funkcios csoportot. A gyanta-peptid kdtésnek
a reakcio végéig allandonak kell maradnia, de a szintézis végén annak konnyen
eltavolithatonak is kell lennie. Az altalunk eldallitott 6sszes peptid C-terminalis
végen védett, ennek kialakitasara a C-terminuson amid végzodést biztositdé Rink
Amide'’® tipust gyantat hasznaltunk.

Munkank soran a peptideket a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai
Kémiai  Tanszékén talalhatdé automatizalt mikrohullamu  Liberty 1
peptidszintetizald késziilékkel (CEM, Matthews, NC) allitottuk el6. Az N-
terminuson acetilezett modellpeptideket Fmoc/tBu technikaval szintetizaltuk,
ehhez a Rink Amide AM tipust gyantat hasznaltuk, amely 1% divinil-benzollal
térhaldsitott funkcionalt polisztirol matrixbol all. A szintézis soran oldoszerként
N,N-dimetil-formamidot (DMF) és az aminosavak aktivalasara a
TBTU/HOBt/DIPEA technikat alkalmaztunk.

Az altalunk hasznalt Rink Amide gyanta Fmoc véddcsoporttal keriil
forgalomba, ahhoz hogy aminosavat kapcsolhassunk hozza elsé l1épésben ezt a
csoportot el kell tavolitani. A gyanta aminocsoportjanak szabaddd tételére a
késziilék a hasitast 0,1 mol/dm® HOBt.H,0 és 20 V/V% piperidin-tartalmia DMF
segitségével végzi el, melyhez 30 W teljesitményii mikrohullam(i sugarzast
alkalmaz 80 °C-on, 180 masodpercen keresztiil. Ezutan kdvetkezik a 0,2 mol/dm?®
koncentraciéju aminosav négyszeres feleslegben torténd hozzaadasa a
reakciotérbe és a fent emlitett TBTU/HOBt/DIPEA technikaval elOsegitett
aktivéalasa. Az aktivator 0,5 mol/dm?® HOBt és 0,5 mol/dm® TBTU tartalmi DMF
oldat, az aktivator bazis 2 mol/dm® DIPEA, ami NMP-ben van oldva. Az
aminosavak kapcsolasa 80 °C-on 30 W teljesitményli mikrohulldm segitségével
megy végbe 300 masodperc alatt. A Fmoc véddcsoport eltavolitasat és a kapcsolast
ismételve kapjuk meg az altalunk eléallitani kivant szekvenciaju peptidet. A
vizsgalt peptidek az N-terminalison acetilcsoporttal védettek, amely Gigy hozhato
létre, ha 6 V/V% ecetsavanhidridet és 5 V/V% DIPEA-t tartalmazé DMF oldattal
kezeli a gyantat a késziilék. Az egyes reakciok utan a reagensek feleslegét DMF
oldoszerrel torténd mosassal és azt kovetd sziiréssel tavolitja el.

A peptidek gyantardl torténd hasitasat és ezzel egyiitt az oldallancok
véddcsoportjainak eltavolitasat is manualisan, a késziiléken kiviil hasitoeleggyel
végeztik el szobahomérsékleten, amelynek idGtartama 1-1,5 ora volt. A hasitas
el6tt a gyantat diklormetanos, 96 %-0s ecetsavas, 2-metil-2-butanolos, majd dietil-
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éteres mosasnak vetettiik ald. Tritilcsoportok jelenlétében, valamint
metionintartalmt peptidek esetében a viz mellett etan-1,2-ditiolt (EDT)*"1"® vagy
2,2’-(etiléndioxi)-dietantiolt (DODT) alkalmaznak. A hasitoelegy Osszetétele a
kovetkezd volt: 94% TFA, 2,5% TIS, 2,5% H20 és 1% DODT. Minden nyers
peptidet hideg dietil-éteres kicsapassal kaptunk meg. A csapadékot centrifugaltuk,
majd hideg dietil-éterrel valé mosast kovetden argongazzal szaritottuk. Ezutan a
csapadékot vizben feloldottuk és liofilizaltuk.

A liofilizalt termékek tisztasagat nagyhatékonysagu folyadékkromatografias
(HPLC) technika segitségével ellendriztik. A tobb hisztidint tartalmazo
ligandumok vizsgélatdra Grace Vydac C18 (250 mm x 4,6 mm, 300 A, 5 um), az
egy hisztidint tartalmazé peptidekre Europa Protein C18 (250 mm x 4,6 mm, 300
A, 5 um), elvalasztasukhoz Grace Vydac C18 (250 mm x 10 mm, 300 A, 5 um)
tipusu kolonnat hasznaltunk. Az analitikai HPLC Jasco MD-2010 plus diédasoros
detektorral, mig a félpreparativ HPLC Jasco UV-2077 plus UV-lathat6 detektorral
van felszerelve. A termék egységességét 222 nm-en valo detektalassal vizsgaltuk,
ami a peptidkotésre jellemzé maximalis elnyelési hullamhossz. Elvalasztashoz
eluensként vizet (A) és acetonitrilt (MeCN, ACN) (B) hasznaltunk, amelyek 0,1 %
(v/v) TFA-t tartalmaztak. Aramlasi sebességnek 1 és 2 ml/perc-et valasztottunk.
Bar nem minden szintézis volt sikeres (kimaradt aminosav tagok, keverékek
képzddése, kis hozam, stb.), ezeket megismételtiik, igy az 6sszes modellpeptidet
sikeriilt tisztan el6allitani, amit az ESI-MS analizis a helyes molekulatomegekkel
alatamasztott.

3.3. pH-potenciometria

A pH-potenciometria az oldatfazisban lejatsz6dd komplexképzddési
folyamatok egyensulyi vizsgalatara alkalmas modszer. Az alkalmazhatdsaganak
feltétele, hogy a komplexképzddés a ligandum protonalodasi egyensulyara
hatassal legyen, azaz pH-effektussal jarjon. Mivel a ligandum gyenge bazisnak
tekinthetd, ezért a komplexképz6dés a H'-ion és az M™ fémion kozotti
kompeticiot jelenti, ami a (11) reakcidegyenlettel irhato le, a bruttd
komplexképzési folyamatot a (12) egyensulyi reakci6 egyenlete adja meg:
nHL + M™ = ML™V* + n H* (11)
pM+qgH+rL= MpHgL, (12)
amelyben, az M: a fémion, L: a deprotonalt ligandum, H: a hidrogénion, p, q és r:
sztochiometriai egyiitthatok, a részecskék toltését az egyszeriibb kezelhetdség
miatt nem tiintettem fel. A pH-potenciometrias vizsgalatok célja, hogy a képz6do
komplexek Osszetételét és stabilitdsi allandoit meghatarozzuk. A komplex
részecskék stabilitasi szorzatat a (13) egyenlet mutatja:
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ML H,]
par r (13)
[M]” -[L]" -[H]

A fémkomplexek stabilitasi szorzatainak kiszamitasara alkalmas a PSEQUAD
szamitogépes program.r”® A programba bemend adatként meg kell adnunk a
térfogat — pH adatparokat, a komponensek, asszocidtumok (a ligandum kiilonb6zo
protonaltsagi foka részecskéi, a kiilonbozé6 MpHqL: fémkomplexek, illetve
hidroxidokomplexek) szamat, Osszetételét ¢és az asszocidtumok ismert
protondlodasi allanddit és becsiilt stabilitasi szorzatait. Ezenkiviil meg kell adnunk

........

vizionszorzatot és az Irving-faktort. Az egyes komponensekre megadhat6
anyagmérleg-egyenletek (14-16) megoldasaval megkaphatjuk az ismeretlen
stabilitasi szorzatok értékeit:

=M+ >0, IMPHT (L]

cy =[H]+ iZ:_‘,chﬁpqr[l\/l FIHFLT (14-16)

n
CL = [L] + Z rinqr [M ]lp [H ]? [L]Ir
i=1

A kiindulasi értékek felhasznalasaval a program Newton-Raphson féle
iteracioval kozeliti a keresett stabilitasi szorzat értékeket mindaddig, amig Z(V men
— Vimiton)® szamértéke minimumot nem ér el, ahol a V térfogat értékek az ismert
az ahhoz tartozé hibak értékét (az utolso tizedesjegy hibajat zardjelben a Igf értek
utan tiintettem fel) a minimum elérése utan kapjuk meg. A kozelités pontossagat
az illesztési paraméter, azaz a |Vmert — Veumion| atlagértéke fogja megadni. A
titralasi gorbe egyes pontjaiban kiszamitja a program a kiilonbozé részecskék
tartalmazo féjlban a koncentracio-eloszlasi diagramokat is lathatjuk, amelyben az
egyes komponensek egyensulyi koncentracidja van dbrazolva a pH fliggvényében.
Ezt abrazolhatjuk a MEDUSA nevii programmal is, melyhez a kiindulasi
komponens-koncentraciok és stabilitasi szorzatok megadasa sziikséges.

Gyakran hasznalunk tgynevezett szarmaztatott allandokat a fémkomplexek
protonalodasi folyamatainak jellemzése soran. Ez a stabilitasi allandok megfeleld
kombinécioit jelenti, amelyek lehetdvé teszik a kiilonb6zo ligandumokkal képzett
komplexek dsszehasonlitdsat. Az imidazolnitrogének koordinalddasaval kialakulo
makrokelatot tartalmazd komplexek stabilitdsanak jellemzésére vezettik be a
logK(M+N(Im)) értéket. Abban az esetben, ha valamennyi oldallancban
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megtalalhatdé imidazolgylri deprotonalt formaban van jelen, és koordinalodik,
ezen allandok értéke megegyezik az ML komplex logP értékével. Azonban ha
protonalt funkcids csoportot tartalmaz, akkor ezt az értéket a megfeleld
protondlodasi allandd kivonasaval kapjuk. Példaul lizil-oldallanc jelenlétében a
(17) egyenletben feltiintetett reakcié stabilitasi allandojat a (18) egyenlet
szemlélteti:
M + HL = MHL an
logK(M+N(Im)) = logB(MHL) — pK(Lys) (18)
Potenciometrias modszerrel hataroztuk meg a ligandumok deprotonalddasi
allandéit, a mintak koncentracioit és a komplexek stabilitasi allandéit. A pontosan
egy szamitogép altal vezérelt automata MOL-AcS biirettival (amit egy 1,0 cm®
végtérfogati Hamilton fecskenddbdl alakitottak ki) adagoltuk. A pH mérésére egy
MOLSPIN pH-mérét hasznaltunk, amihez egy Metrohm 6.0234.100 kombinalt
iivegelektrdd csatlakozott. A rendszert vizes oldatban tanulméanyoztuk. Minden
oldattal — melynek pH-ja 298 K (25 °C) hémérsékleten 4,005 — kalibraltuk. Az
allando homérsékletet ultratermosztattal, a levego kizarasat, valamint a kevertetést
katalitikusan tisztitott argongaz atbuborékoltatdsaval biztositottuk. Az oldat
allando ionerésségét (0,20 mol/dm®), megfelelé mennyiségli, 1 mol/dm?
koncentracigji KCl-oldatnak a titraland6 oldathoz valé hozzdadésédval

crer

crcr
crer

crc

oldattal torténd titralas alapjan adtuk meg. A difftizios potencial kikiiszobolésére
Irving és munkatarsai altal javasolt modszert alkalmaztuk.!® A titralasi adatok
kiértékelését Gran-féle linearizacioval végeztik.

A mintdk térfogata 3,00 és 4,00 cm® a ligandumok tervezett kezdeti
koncentracidja ~ 3-10- mol/dm? volt. A titralas soran fellépd térfogatndvekedést
a kiértékelésre hasznalt szamitogépes program figyelembe vette. A ligandumok
protonalédasi allandoit és a komponensek (L és H) pontos kiindulasi
koncentraciojat SUPERQUAD programmal®® hataroztuk meg. A fémion-
ligandum aranyt 1:3 és 2:1 kdzott valtoztattuk, a komplexek stabilitasi allandoit a
mar kordbban emlitett PSEQUAD program®’® segitségével szamitottuk ki.

A pH-potenciometrias mérések informaciot nyujtanak a képzddo komplexek
Osszetételére vonatkozdan. Arra azonban nem ad valaszt, hogy az adott
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sztochiometria milyen donoratomokhoz torténd koordinacioval valosul meg, vagy
milyen a képz6dott komplexek geometriaja. A modszer hidnyossaga az is, hogy
néha egy-egy rendszer tobb, kémiailag realis modellel is jol leirhato, vagy két
részecske képzddése azonos pH-effektussal jar. Ilyen esetekben ezzel a
technikaval nem juthatunk egyértelmii kovetkeztetésre. Az eldbbiek okan az
oldategyensulyi jellemzéshez mas, szerkezeti informaciokat nyujtoé vizsgalatok is
sziikségesek (pl. UV-lathaté spektrofotometria, CD, NMR vagy ESR
spektroszkopia).

3.4. UV-lathato spektrofotometria

A fémkomplexek képzddése soran a kozponti ion d-palydi a ligandum
elektromos terének hatasara felhasadnak, és eltéré energidjiiak lesznek. Az igy
keletkez6 d-palydk kozotti elektronatmenetek, azaz d-d atmenetek okozzak a
részecskék jellemzo fényelnyelését. A felvett spektrumokbol kovetkeztetni tudunk
a komplexek geometriajara, szerkezetére és a koordinalodé donoratomok szamara,
mindségére is.

Cu(I)-komplexekkel mar régota foglalkoznak, igy sok irodalmi adat all
rendelkezésre a spektralis sajatsagokat illetéen, ennek ellenére nem egyszerii
altalanos kovetkeztetéseket levonni. A réz(Il)komplexekre jellemzd tetragonalisan
torzult oktaéderes térben az 2Eq alap- és ?Toq gerjesztett allapott energiaszintek
gyenge és erOsteri ligandumok esetén egyarant négyfelé hasadnak, bar
kiilonbozoképpen. Az abszorpcids spektrumban az ezek kozotti haromféle d-d
atmenetnek (dx(dy,)—dy%y% dy—di%y? d2—dé%,?) kellene megjelennie, de
altalaban a d-d atmenetek egy savva olvadnak 6ssze.

Az intenzitasuk és energidjuk a koordinalédé donoratomok szamatol
nagymértékben fliigg, a Amax értékeket tobbek kdzott befolyasolja a komplex pontos
geometriaja és a donoratomok kémiai minésége is (2. tablazat). Ez utobbiak hatasat
Sigel és Martin®®, valamint Pettit és munkatarsai® vizsgaltak.

2. tablazat: A réz(Il)komplexek spektralis paramétereinek fiiggése a koordinalt
nitrogénatomok szamatol

Koordinalt
nitrogénatomok Amax (M) (dma,m;;'-l.cm-l)
szama
1 680-730 30-60
2 620-670 40-120
3 540-590 100-150
4 500-530 120-200

Ha a [Cu(H20)s]**-ion ekvatorialisan elhelyezkedd viz molekulait valamilyen mas
donoratomot (pl. N, O) tartalmazé ligandumra cserélik, akkor az abszorpcios
maximum a révidebb hullamhosszak felé tolodik el. Ez az effektus féleg N-
donoratomoknal jelent6s. Kvantitativ dsszefiiggések megadasat tobb tényezo is
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befolyasolja, ilyen példaul a donoratom kémiai természetén kiviil még a kiilonb6zo
méretll kelatgytrik, illetve makrokelatok kialakulasa a komplexben vagy ha a
ligandumhoz kapcsolodnak olyan csoportok, amelyek nem vesznek részt a
koordinacidoban. Az abszorpcids maximumok értéke azonban megbecsiilhetd a

kovetkezd empirikus dsszefliggés segitségével >

— 10°
}bmax— (19)
0,294(C=0/H,0)+0,346(CO0" )+ 0,460(NH, ) + 0,494(N =) + 0,434(Im)

Ez az egyenlet figyelmen kiviil hagyja azt a tényt, hogy axialis koordinacio
kovetkeztében a Amax értékek a nagyobb hullamhosszak felé tolodnak el.

A nikkel(Il)ion gyengeteri ligandumokkal képzett komplexei 6-0S
koordinacids szamuak, oktaéderes geometridjuak és nagy spinszamuak. Ebben az
esetben harom, a Laporte-szabaly szerinti tiltas értelmében kis intenzitasu (e < 30
dm3mol-cm) spinmegengedett d-d atmenet valosulhat meg. igy az abszorpcios
spektrumban a lathato és kozeli infravoros tartomany hataran 770-1430 nm kozott
egy ¢s a lathat6é tartomanyban 500-910 nm ¢és 370-520 nm kozott két masik
elnyelési sav jelenik meg. Egy negyedik atmenet is 1étezik, ez azonban csupan

vallként jelenik meg valamelyik savon. A 4-es koordinacios szamu, tetraéderes
Ni(ll)-komplexek spektrumaban az 500-900 nm hullamhossztartomanyban mar
nagyobb intenzitasi (emax ~ 10%-10° dm®mol?*cm™) savok is megjelennek. A
szintén 4-es koordindcios szamu, siknégyzetes térbeli szerkezettl, kis spinszamu
komplexek erosterti ligandumok (pl. peptidek amidnitrogénje) esetén gyakran
képzodnek. Ezeknél a komplexeknél a maximalis elnyelési hullamhossz 400-550
nm kozotti és nagy intenzitassal jelenik meg (emax ~ 50-500 dm® mol-lcm™). A
spektrumban megjelenik egy toltésatviteli eredetli sav is 430 nm alatt.83

A spektrumokat Perkin Elmer Lamda 25 tipusu kétsugaras és Hewlett Packard
HP 8453 tipusu egysugaras, diddasoros fotométereken 1,0 cm uthosszu kiivettaban
vettiik fel, kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyoknal a pH valtoztatasaval, 200-900
nm hulldmhossz tartomanyban. A mintdkban 1évé ligandum koncentracidja
~ 3103 mol/dm3, a fémion-ligandum aranya 1:3 és 2:1 kozott valtozott. A felvett
spektrumok elemzését a gyarto cég altal biztositott szoftverrel végeztiik, valamint
a kapott adatokat MS Excel tablazatkezeld program segitségével abrazoltuk.

3.5. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképia

A cirkularis dikroizmus a sikban polarizalt fény kolcsonhatasat jellemzi az
optikailag aktiv anyaggal. A sikban polarizalt fény felbonthatdé két azonos
amplitadoji és fazisu jobbra, illetve balra cirkulérisan polarizalt fény 6sszegére. A
cirkuléris dikroizmus soran a vizsgalt optikailag aktiv anyag a sikban polarizalt
fény két komponensét eltéré mértékben nyeli el, azaz a mintan val6 athaladas utan
a komponensek abszorpciodja és ezaltal intenzitasa eltérd lesz. Ezt a kiillonbséget
nevezik Cotton effektusnak. Ez a kovetkez6 egyenletekkel irhato le:
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AA = Apa-Ajobs = log(lo/1s)-log(lo/1;) = Aecl (20)
ahol A az abszorbancia, lo a belép6 fény intenzitasa, I, és I; az egyes komponensek
kilép6 intenzitasa, Ae a molaris abszorpcios koefficiensek kiilonbsége, ¢ a
koncentraci6 és 1 a kiivetta uthossza. A kétféle fénysugar molaris abszorpcidjanak
a kiilonbségét (Ae = epa-gjobb) abrazolva a hullamhossz fiiggvényében kapjuk meg
a cirkularis dikroizmus (CD) gorbét, melyben az abszorpcids savokhoz képest
keskenyebb Gauss gorbék jelentkeznek. Az elektrongerjesztési abszorpcids
spektrum maximuma helyén illetve ahhoz kozel esnek a CD gobe maximumai és
minimumai.

Egy abszorpciés maximum megjelenése a lathaté spektrumban egy
fémkomplex esetében példaul harom atmenetet is jelenthet, de ezeket a savokat
burkologorbeként latjuk, igy kapunk csak egy savot a harom helyett. Ezzel
ellentétben a CD spektrumoknal a kiilonb6z6 atmenetek kiilon savként jelennek
meg. Ertékelheté CD spektrumot abban az esetben kapunk, ha a fémion kiralis
kornyezetben van. Az optikai aktivitds az atmenetifémion-komplexeknél harom
forrasbol ered: konfiguracios, konformacios €s vicinalis (szomszédos) hatas. A
konfigurécios hatés jarul hozza a legjobban az optikai aktivitashoz akkor, amikor
a ligandum donor- vagy atomcsoportjai nem szimmetrikusan kotédnek a
fémionhoz vagy a komplexmolekula aszimmetrikus.®?

Kiilonbozo di- és tripeptidek tanulmanyozasa soran azt figyelték meg, hogy a
komplex CD spektrumaban keletkez6 jelek intenzitasa additiv, vagyis a
nemkoordinal6dé oldalldncok hatdsa 6sszeadodik. Harom alaninbdl allo tripeptid
esetében kialakul6 komplex CD intenzitasa egy adott hullimhosszon megegyezik
azzal a haromféle tripeptiddel kialakitott komplexek CD intenzitdsanak
Osszegével, amelyben egy alanin és két glicin talalhato. Ez abbdl adodik, hogy a
glicin (G), mint a legegyszer(ibb és ebbdl kdvetkezden optikailag inaktiv aminosav
nem jatszik szerepet a Cotton-effektus kialakulasaban. Ez az Osszefiiggés mas
nemkoordinalodé oldallancra is érvényes.8+18 Eqgy U-X-Z tripeptid Cotton
effektusa ezen gondolatmenet alapjan a kdvetkezo képlettel adhatd meg:

U-X-72 __ U-Gly-Gly Gly-X-Gly Gly-Gly-Z
Ag; =Ag, +Ag; +Ag; 1)

ahol Ag"*“ az adott U-X-Z tripeptid fémkomplexének A hulldmhosszon mért
Cotton effektusa. Azt is megallapitottdk, hogy ugyanazon csoport esetében,
melyek optikailag aktivak, de a lancban mas helyen vannak, a Cotton effektus
nagysaga kiillonboz6 lesz. Ez azért van, mert a kézponti fémionhoz (kromofor
csoport) kapcsolddd kiilonboz6 donorcsoportok nem ugyanolyan mértékben
tovabbitjak a kirdlis informaciot, hatasuk az amidnitrogén > karboxilatoxigén >
aminonitrogén sorrendben csdkken. Az effektus intenzitasa ezen feliil annal
nagyobb, minél kdzelebb van a kiralitascentrum a fémionhoz.
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A peptidek Cu(ll)- és Ni(Il)-komplexeinek vizsgalatara széles korben
alkalmazott szerkezetvizsgélati modszer a CD spektroszkopia.'®”8 A Debreceni
Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztiik a méréseket egy Jasco J-810 tipusu
késziléken. A spektrumokat 1:3 és 2:1 kozotti fémion-ligandum aranyoknal,
kiilonb6z6 pH-kon vettiik fel. A méréshez hasznalt kiivettdk 0,1 cm és 1,0 cm
uthosszusaguak voltak, 200-800 nm hullamhossz tartomanyban rogzitettik a
spektrumokat. A kiértékeléshez a gyart6 cég altal biztositott szoftvert, a
spektrumok abrazolasahoz a MS Excel tablazatkezel6 programot hasznaltuk.

3.6. Ciklikus voltammetria

A ciklikus voltammetria egy széles kdrben hasznalhato, viszonylag egyszerti
és olcso elektroanalitikai technika. A moddszer segitségével a kiillonb6z6 kémiai
vegyiiletek, bioldgiai anyagok vagy elektrodak feliiletének elektrokémiai
sajatsagarol nyerhetiink informaciot (formalpotencial meghatarozas, komplexek
latszolagos stabilitasi allandojanak meghatarozasa, reakciok mechanizmusanak
felderitése). Széles potencialtartomdnyban lehet elektrokémiai folyamatokrol
gyorsan mindségi és mennyiségi informaciokhoz jutni.

A ciklikus voltammetria is egy fesziiltségszabalyozassal miikodé modszer,
stabil referenciaelektrod-rendszert hasznalva az elektrodpotencial értéke a kivant
moédon valtoztathatd. Az atfolyd aramot a munka- és az ellenelektrod kdzott mérik.
A vizsgalandd oldatba meriil6 megfelel6 munkaelektrod potencialjat egy kezdo
értékrol (Ei) linearisan valtoztatjuk a fordulopotencialnak nevezett (Eyy) értékig®®
191" ahol a potencidlvaltozas elbjele megfordul és szintén linearisan halad a
masodik forduldpotencialig (Ey.), amely altaldban Ei-vel egyenld. Ebben a pontban
a ciklus véget ér, és ha sziikséges, megszakitas nélkiil ujrakezdhetjiik. A potencial
valtozéasat egy referenciaelektrod potencialjahoz képest mérjiik, mely altalaban
telitett kalomel (SCE) vagy

- -200

Ag/AgCl elektrod. A mérés E, '(“A]_ 150

folyaméan a cellan atfolyo )

aramot mérjiik és k
abrazoljuk azt az | og ! 02 04 06
alkalmazott fesziiltség ' — ' '

E(V)

fliggvényében. Az igy L 50

kapott  gorbét  ciklikus L 100
voltammogramnak | 1s0
nevezziik (14. dbra). L 200

A fentebb lathatd ciklikus

voltammogrambél az alabbi 14. abra: Egy tipikus ciklikus voltammogram

informaciok nyerhetok:
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A katodos (Ex) és anodos (Ea) csticspotencial szamtani kdzepébdl kapjuk meg a
féllépcso potencial (Eq1p) értékeét.
E, +E,

172 2 (22)

Amennyiben a kapott Ei» fesziiltségértéket korrigaljuk a referenciaelektrod
potencialjaval, akkor a normal hidrogén elektrodra vonatkoztatott redoxipotencialt
(E®) kapjuk meg.

E°=E +E° (23)
Az anddos és katddos csucspotencidlok kiilonbsége adja meg a csticsszeparacid
értéket.

E

0,059

AE=E, -E, = Y%

n (24)
ahol n az atlépo elektronok szama. Vagyis a csticsok tavolsaga fiiggvénye a
folyamatban atlép6 elektronok szamanak. Egy egyelektronos folyamatban a
tavolsag 0,059 V. Ki kell emelni azt, hogy a Nernst-egyenlet csak
termodinamikailag reverzibilis folyamatokra érvényes. Ha ismerjik az atlépo
elektronok szdmat és a cstcsszeparacido értéke a varttol (Nernst-egyenletbol
szamitottol) eltérd, akkor az valamilyen irreverzibilitdsra utal. Ennek nemcsak
termodinamikai, hanem kinetikai okai is lehetnek. A cstcspotencialok mellett
informacioértékli a katddos és az anddos csucsaram (Ix és ) aranya is.

Amennyiben egy folyamat reverzibilis, a két csucsaram aranya egy.

A Cu(Il)-komplexek redoxipotencial értékeit egy Metrohm gyartmanyt 746
VA Trace Analyzer késziilék segitségével hataroztuk meg. A mintak méréséhez
klasszikus haromelektrodos rendszert hasznaltunk. Referenciaelektrodként
Ag/AgCl elektrodot (BASI Instr. RE-5B, MF-2079) alkalmaztunk, amelyben a
hattérelektrolit 3 mol/dm*® koncentracidja NaCl-oldat (E%agagey = 0,209 V).
Segédelektrodként egy mikrocellaban is alkalmazhat6 platinaelektrodot (ALS Co.
Japan), munkaelektrodként 2 mm atmérdjli szén- (CHI104) és platinaelektrodokat
(CHI102) hasznaltunk.

A mikrocellat a [Fe(CN)s]* /[Fe(CN)g]* redoxi rendszerrel kalibraltuk platina
munkaelektrod segitségével, a mért redoxipotencial a korabbi irodalmi adattal (E°
= 0,458 V, normal hidrogénelektrodra vonatkoztatva, I = 0,5 mol/dm® KCI)!*2 j6
egyezésben volt. A méréseket 1,0 cm?® térfogatban 0,2 mol/dm?® KCl ionerdsség
mellett, a tanszéken tervezett mikrocellaban végeztiik el. A kordbbi tapasztalatok
alapjan ligandumfelesleg esetén kaptak értékelheté voltammogramot, ennek
ismeretében a mintaoldatban a Cu(ll)-ligandum aranyat 1:8-ra allitottuk.
Valamennyi esetben vizes oldatokat vizsgaltunk 25 °C-on, a ligandum
koncentracidja 1-10~ mol/dm?® volt, az oldatok pH-jat KOH-oldattal és HNOs-
oldattal allitottuk be a kivant értékre. A mintak oxigénmentesitését minden mérés
elott legalabb 5 percig torténd argongaz atbuborékoltatasaval végeztik. A
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kisérletsorozat els6 1épésében meggydzddtiink arrdl, hogy a mintat tartalmazo
ligandum mérése esetén nem torténik redoxi folyamat. A ligandumok és Cu(Il)-
komplexeik ciklikus voltammetrids vizsgalata soran 100 mV/s pasztazasi
sebességet alkalmaztunk. A szabad ligandumokat 140 pA és a komplexeket 45 pA
hatararam mellett mértiik grafit elektroddal 800-(—600) mV tartomanyban. Az
értékeléshez sziikséges paramétereket CACYVO program segitségével kaptuk
meg.

3.7. SOD enzim aktivitas mérése

A Cu,Zn-szuperoxid diszmutaz (Cu,Zn-SOD) enzim a szuperoxid gydkanion
diszproporcidjat katalizalja (k~2,0-10° s*mol~dm?, pH 7,4). Az enzim miikodését
utanzé fémkomplexek aktivitdisa mérhetd kozvetleniil és kozvetve is.2% A
kozvetlen mérés azonban elég koltséges, emiatt ritkan hasznalt eljaras. Valamely
Cu(Il)-komplex SOD aktivitasanak mérésére az egyik legelterjedtebb kozvetett
modszer a xantin-oxidaz enzim altal in situ termelt O, és az NBT kozotti reakcio
nyomon kévetése Az aktiv fémkomplex csékkenti a szuperoxid gyékanion
diformazanra Jellemzo 560 nm-nél mért abszorbancia csokkeneset eredményezi a

fémkomplexet nem tartalmazé rendszerben mérhet6hoz képest (15. dbra).
NO,

: OCH3
/NH

HN/N
)\ \> H3CO
NBT-diformazan
xantin xantin o,N
oxidaz

O O N‘
SOD modeII

Hz0; O, + Hy0, NBT

hugysav
+

O,N

15. abra: A SOD aktivitas méréséhez hasznalt modellreakcio sematikus abrazolasa

A SOD aktivitdas mérésére foszfat pufferben (Na:HPO,; és NaH,PO4 Cc =
5,0-102 mol/dm?®) oldott, 5,0-10° mol/dm® koncentraciéji NBT-oldatot
hasznaltunk, a xantin koncentraci6éja 1,0-10* mol/dm?® volt. A reakci6ét 560 nm
hulldmhosszon Perkin Elmer Lamda 25 tipust kétsugaras fotométeren kovettiik
1,00 cm uthossz kiivettaban. A xantin-oxidaz mennyiségét ugy allitottuk be, hogy
az abszorbancia Véltozésa 560 nm-nél 0,025-0,028 min éﬁék kézétt Véltozzon

crer

annak tavollétében is vizsgaltuk, a teljes Cu(ll)-ion koncentraci6 5,0-108 2,0 10~
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¢ mol/dm?® kozott valtozott. Elészor egy vak minta abszorbancia valtozasat vettiik
fel 560 nm-en nyolc perc alatt. A vak minta tartalmazta az NBT-t, a xantint,
valamint a xantin-oxidaz enzimet. Ez a 0,025-0,028 min* abszorbanciavaltozas
beallitasahoz sziikséges. A tovabbi mérések soran a kiindulé minta tartalmazta a
xantint, a xantin-oxidazt, az NBT-t ¢és a ligandumot is — ez a vakproba. Az
abszorbancia valtozasat az id6 fliggvényében négy percig vizsgaltuk, majd
hozzaadtuk a megfeleld térfogatt  CuCly-oldatot ¢és  mértik az
abszorbanciavaltozast a kdvetkezé négy percben. Ezaltal minden mérési pontban
a Cu(ll)-komplex mellett a vakprobat is vizsgaltuk.

A SOD aktivitassal rendelkez6 vegyiiletek aktivitasat az ICso értékkel szokas
jellemezni. Ez azt a komplexkoncentraciot jeloli, amelynél a diformazan
képzddése az enzimutanzod vegylilet tavollétében mért értékhez képest a felére
csokken. Gyakorlatilag ez azt jelenti, hogy adott pH-értéknél abrazoljuk a Cu(Il)-
komplex koncentracio fliiggvényében az inhibicio (%) értékét, amely soran egy
telitési gorbét kapunk és az 50 %-os inhibiciohoz tartozé komplexkoncentraciot
hatarozzuk meg, amelyet a 25. egyenlet mutat be.

(AA )vnk ~ [AA ]komplcx
PP t t
%inhibicio = -100

G -

ahol t  afémkomplex hianyaban mért abszorbanciavéltozas 560 nm-en, mig
AA komplex

a t a fémkomplex jelenlétében mért abszorbanciavaltozas 560 nm-en.

JAVa Y

A C(cuan-komplex) €8 a kiszamitott inhibici6 adatokra a Scientist program segitségével

telitési gorbét illesztettiink az alabbi egyenlet szerint: 1%

A-c

0,5= * % Cu(ll)-komplex
B+ € culin-komplex (26)

ahol A és B paraméterek. Az igy kapott SOD aktivitas értékek mellett — mas

koriilményeket  hasznalé kutatdocsoportok eredményeivel torténd  jobb

Osszehasonlitasa érdekében — relativ aktivitas értékeket tudunk megadni, melyet a

27. egyenlet mutat be:

IC,,(Cu, Zn -SOD )

IC,, (komplex )

relativ aktivitas = -100 (27)

3.8. Oxidaci6 koriilményei

Az oxidaci6 vizsgalatanal 1 cm® mintat allitottunk &ssze ugy, hogy a fémion
koncentracioja 1 mmol/dm® és a fémion-ligandum aranya 1:1,1 legyen. A
vizsgalatokat 7,4-s pH-n 25 °C-on hajtottuk végre. A felhasznalt H>O> 1%-0s volt,
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ezt haromszoros feleslegben adtuk a Cu(ll)-ligandum oldathoz. A reakcid
leallitasahoz Na;EDTA oldatot hasznaltunk négyszeres feleslegben. A dAKHA
ligandum esetében az egyes oxidalt termékeket frakcidoszedést kdvetden tudtuk
azonositani. Az oxidacidhoz hasznalt ligandum mennyisége 20 mg volt és a
keletkez6 termékek gytijtését kovetden a keletkezett oldatokrol az olddszert
rotacids vakuumbeparloval tavolitottuk el.

A reakcid elérehaladasanak és lejatszodasanak kovetésére nagyhatékonysaga
folyadékkromatografiass (HPLC) technikat alkalmaztunk. Az analitikai HPLC
Jasco MD-2010 plus diddasoros detektorral, mig a félpreparativ HPLC Jasco UV-
2077 plus UV-lathaté detektorral van felszerelve. A reakcié kovetésére hasznalt
analitikai kolonna paraméterei a kovetkezok: Teknokroma Europa Protein (250
mm x 4,6 mm, 300 A, 5 um). A félpreparativ kolonnat a JAKHA ligandumnal
frakcidszedésre és a ligandumok tisztitdsara hasznaltuk, ennek a paraméterei a
kovetkezok: Grace Vydac Protein and Peptide C18 218TP510 (250 mm x 10 mm,
300 A, 5 pum). Elvélasztishoz eluensként (A) vizet és (B) acetonitrilt (ACN)
hasznaltunk, amelyek 0,1 %(v/v) TFA-t tartalmaztak. Aramlasi sebességnek 1 és
2 ml/perc-et valasztottunk. A megirt modszereket ligandumtol fliggben
valtoztattuk és gradiens eluciot hasznaltunk. A dAKHA esetében 0-3 percig az
ACN 0% volt, majd 3-9 percig linearisan valtozott 5%-ra, ezt az Osszetételt 24
percig tartottuk, majd 6 perc alatt linearisan csokkent az aranya 0%-ra. A tobbi
ligandum esetén a modszer ugyanez volt, de JAKHM, dMKHA, dM1AKHA
peptideknél az ACN mennyiségét 8%-ra mig a AIMKHM-nél 12%-ra noveltiik.

3.9. Tomegspektrometria (ESI-TOF-MS)

Az ESI-MS modszert széles korben alkalmazzak peptidek és proteinek,
valamint fémkomplexeik vizsgalatara.'®*1% Emellett tandem MS segitségével
ligandum és/vagy komplex fragmentalodasat, hasadasat vizsgéalva szerkezeti
informacio is nyerhetd. A peptidek Cu(I)/H20: rendszerrel torténd oxidacidja
soran keletkezd termékeinek azonositasara megfeleld0 modszerként szolgal a
tomegspektrometria.

A minta komponenseinek gerjesztésére (ionizalasra) elektrospray-ionizacios
(ESI) modszer hasznalhato, amely soran a vizsgalt (oxidalt) peptidek
fragmentacidja elkeriilhetd, igy ezzel a tomegiik elsddlegesen meghatarozhato.
Ennek a Iényege az, hogy az oldatot egy nagyfesziiltséget tartalmazo kapillarison
keresztiil beporlasztjak az ionforrasba, amelynek kovetkeztében a minta részecskéi
toltést vesznek fel. A szaritogaz segitségével a toltéssel rendelkezd részecskék
oldoszermolekulait tavolitjak el, igy gazfazisba keriilnek az ionok. A keletkezd
ionok a nagyvakuum alatt 1év6é TOF (time of flight, repiilési id6) analizatorba jutva
nagyfesziiltség hatasara tomeg/toltés (m/z) értékilk alapjan kiillonboz6 idoben
keriilnek a detektorba. Tandem MS vizsgalat soran az oxidalt termék prekurzor
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“ ey

pontos Osszetétele is. Mi elsddlegesen arra voltunk kivancsiak, hogy az oxidacios
soran a peptid szekvencidjaban talalhatd aminosavak koziil melyiken jelenik meg
az oxigén.

A keletkezett termékek azonositasara LC-ESI-MS és MS/MS technikat
alkalmaztunk. A méréseket a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén
talalhaté MicroTOF-Q tipusi Qq-TOF MS késziilékkel (Bruker Daltonik, Bréma,
Németorszag) és ESI ionforras mellett pozitiv modban végezte Dr. Nagy Lajos. A
mintabevitel sebessége 3 pl/perc volt, amelyet egy fecskend6pumpaval (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
(8 lperc LC-MS). A nitrogén iitkozési gazként is szolgalt az MS/MS
vizsgalatoknal. A nyomas az {itkdzési cellaban 1,2-10° mbar volt. A prekurzor
ionok az MS/MS-nél 5 m/z izolacids szélességben lettek kivalasztva. Kiilsé
kalibraloként ESI koriilmények kozott a natrium-trifluoracetat oldatbol keletkezo
klaszterionjai szolgaltak.
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4. KISERLETI EREDMENYEK

4.1. A human prion fehérje fragmensének és mutansainak komplexképzé
sajatsagai
4.1.1. A human prion fehérje fragmensének és mutansainak sav-bazis
sajatsagai

A kutatdbmunka sordn a human prion fehérje egy fragmensének és négy
mutansanak oldategyenstlyi vizsgalatat végeztiik el. A természetes fragmens
szekvencigja a kovetkez6: Ac-SKPKTNMKHM-NH,, amely a fehérjében a 103-
112-ig terjed6 aminosavakat jelenti; a tovabbiakban roviditve fogom hasznalni,
jelolése: dMKHM. Korabbi vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a 111-s
helyen 1év6 hisztidin kulcsfontossagu szerepet tolt be a Cu(Il)-ion megkdtése
szempontjabol, tovabba a 109-s pozicidban [évé metionin is — gyenge
kolcsonhatassal — részt vesz a fémion koordinacidjaban.’® A mutdnsokban a
metioninokat cseréltiik le alaninra vagy csak az egyiket vagy mindkettot. Erre azért
volt sziikség, hogy megallapitsuk azt, hogy a metionin tavollétében valtoznak-e
egyaltalan a koordinacids viszonyok a kialakul6 komplexekben és ha igen, akkor
hogyan. A ligandumok sav-bazis és komplexképz6 sajatsagainak ismerete a
fémionkatalizalt oxidaciojuk vizsgalatanal is fontos. Ezek a védett peptidek a
kovetkezok (zarojelben feltiintetem a rovid jeldlésiiket): Ac-SKPKTNAKHA-NH;
(dAKHA), Ac-SKPKTNAKHM-NH; (dAKHM), Ac-SKPKTNMKHA-NH:
(dMKHA), Ac-MKPKTNAKHA-NH; ({AM1AKHA), szerkezetiik a 3. fejezetben
a 35. oldalon talalhatd. A tovabbiakban a roviditett jel6lést fogom hasznalni.

3. tablazat: A human prion fehérje fragmensének és mutansainak deprotonalddasi
allandoi (I = 0,2 mol/dm®, T = 298 K)

< |z .o

< = s | Z2F+«

< = I I < % l—g“’N

X v X ¥ < T | X221

< < S = - R
S S S S > b <X
- < >

HL | 1097 (2) | 10,76 (1) | 11,05 (2) | 10,92 (2) | 10,75 (4) | 10,28 | 1054
H.L | 21,34 (1) | 21,12 (1) | 21,39 (1) | 21,26 (1) | 21,14 (3) | 16,50 | 20,45

HsL | 31,14 (2) | 30,85 (1) | 31,16 (1) | 31,01 (2) | 30,76 (4) | - 26,69
HiL | 37,42 (2) | 37,00 (1) | 37,39 (2) | 37,16 (2) | 36,96 (5) | - -

pKy 6,28 6,15 6,23 6,15 6.2 622 | 624
K, 9,8 9,73 9,77 9,75 962 | 10,28 | 9,91
pKs | 10,37 10,36 10,34 10,34 10,39 - 10,54

pK4 10,97 10,76 11,05 10,92 10,75 - -
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A ligandumok deprotonalddasi allandoi a 3. tablazatban lathatoak, ahol az értékek
a hisztidin imidazolil-oldallancahoz és a harom lizin aminocsoportjahoz
rendelhetdk. A hisztidin deprotonalodasi allanddja jo egyezést mutat a mar
korabban meghatarozott hasonlé fragmensek® "® pK értékeivel. A lizinek
deprotonéalodésa egymassal atfedd 1épésekben jatszodik le.

4.1.2. A human prion fehérje fragmensének és mutansainak Cu(Il)-
komplexei

A 4. tablazatban a ligandumok Cu(II)-ionnal alkotott komplexeinek stabilitasi
allandoi lathatoak. Minden esetben védett peptideket vizsgaltunk, amelyben nincs
sem szabad amino- sem szabad karboxilcsoport. Ezekben a Cu(ll)-ion
koordinacidjara egy alkalmas horgonycsoport van, a hisztidin imidazolnitrogénje
¢és csak egymagvu komplexek keletkeznek.

4. tablazat: A ligandumok Cu(Il)-komplexeinek stabilitasi allandoi
(1=0,2 mol/dm?, T = 298 K)

T 0)
< s < = T |z s
T I I I ¥ = LT3
o %: S -% > = ;
< X
CuLHs 34,67 (2) | 34,53 (4) [ 35,01 (2) [ 34,84 (2) [ 34,73 (4) | - -
CulLH, - - - - - - 23,54
CulLH 22,56 (1) | 22,69 (2) | 23,21 (1) | 23,28 (2) | 22,46 (2) | 13,98 -
CuL 15,03 (2) | 15,06 (3) | 15,73 (2) | 15,82 (2) | 14,69 (3) | - 12,39
CuLH 529(2) | 531(3) | 594 (2) | 6,08(3) | 499 (4) | 270 | 4,56
CuLH., -5,16 (2) | -5,36 (4) | -4,53 (2) | -4,43 (3) | 5,56 (4) | -6,26 | -545
-15,99 -15,94 -15,40 -15,14 -16,13
CuLH_ X X X X ! -16,32 -16,11
° (2 3) (2 (2 (4)
pKi2 (NY) 6,06 5,92 5,90 5,78 6,14 5,64 5,58
pKs (N) 7,53 7,63 7,48 7,46 777 | 896 | 7,83

lgK(Cu+N(Im)) | 3,53 3,68 3,85 3,83 397 | 370 | 3,09

A CuLHjs dsszetétell részecskében a hisztidin egyfogu koordinacioja valosul
meg az imidazolnitrogén donoratomon keresztiil és a harom lizin protonalt
forméaban van jelen. Az imidazol-koordinaci6ju komplex oktaéderes geometriajat
tamasztja ala az, hogy nincs CD aktivitas egyik rendszernél sem kb. pH 5,5-ig, ezt
szemlélteti a dMKHM Cu(ll)-komplexeire vonatkozé pH-fiiggdé CD
spektrumsorozat (16. dbra).
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—9,44
—10,02
—11,02

, A (nm)
16. abra: A Cu(Il)-dMKHM rendszer
pH-fiiggd CD spektruma

-1,5

Az altalunk vizsgalt
ligandumok 1 N(Im) koordinaciora
jellemz6 1gK(CutL) értéke jo
egyezésben van a mar korabban
vizsgalt Ac-MKHM-NH; peptid
egymagvu, ugyanilyen koordinacios
moda  komplex  szarmaztatott
allandojanak (4.
tablazat).3*

A kialakul6 CuLH3z nem olyan

értékével

nagy stabilitasi, hogy meg tudja

deprotonalodasat, igy az mar pH > 5 folott

akadalyozni amidnitrogének
megkezddédik. Olyannyira nem képes

az

megakadalyozni, hogy a rendszerben az [N-, N(Im)] koordinaciés moda
komplexet nem is tudtunk kimutatni. igy a kovetkezé két amidnitrogén
deprotonalodasa kooperativ médon megy végbe és [N-, N7, N(Im)] koordinacios
moda CulH 6sszetételll komplex keletkezik. Ez az eredmény 6sszhangban van az
Ac-KTNMKHMAG-NH; ligandum vizsgalata soran tapasztalt komplexképz6dési
folyamatokkal (4. tablazat pKi2(N) értékei).** Ezzel ellentétben a HUPrP(84—
114)H96A ligandum — amely szekvenciajaban két hisztidin és négy lizin van —

Cu(I)-komplexeinél az 3,04
I s 120 3,36
amidnitrogének deprotonalodésa 4,02
, P ’ 100 4,64
lépcsdzetesen megy végbe. 5,20
A peptidnitrogének ‘; 80 :g:g;
deprotonalddasat timasztja ala az v; 60 i
is, hogy a lathatd spektrumban T<.1I 40 o8
(7. dbra) az  abszorpcios 20 :g'gg
maximum a kisebb . :glgg
hullamhosszak felé tolodik el és 400 500 600 700 800  900—10,54
. o R . —11,23
intenzitasa megnovekszik. A CD A (nm)
spektrumokban az UV 17. abra: A Cu(Il)-dAKHA rendszer pH-
tartomanyban  (250-350  nm fiiggd UV-lathato spektruma

kozott) intenziv pozitiv Cotton effektus
toltésatviteli savokra jellemzé atmenet.
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A dMKHA ¢és dMKHM peptideknél a 109-es pozicidban metionin van, e két
ligandum CuLH komplexénél a metionin tioéterkénatomjanak kismértéki
kolcsonhatasat  tapasztaltuk. A lathatd  spektrumokban  megfigyelhetd
intenzitdsnovekedésbol és vords iranyu eltolodasbdl kovetkeztethetiink az axialis
iranya koordinéciora, és a CD 15 -

[N", N_, N7, Im]
spektrumokban 380 nm koriil o
jelentkez6 kis intenzitasu pozitiv '
Cotton effektus — amelyet a 18. |% %51
abran fekete karikaval jeldltem — ‘;’ 0,0 2
utal a nagyon kismértekii |5 anmnn o0

kolcsonhatasra. Korabbi metionin gaﬁ:ﬂ
tartalmu ligandumok Cu(II)-ionnal 10 AMKHM
torténd vizsgalata sordn is arra az 15 - A(nm)  dM1AKHA
eredményre jutottak, hogy a 18. abra: Az 6t vizsgalt ligandum

[N-, N7, N(Im)] koordindciéju (CuLH) és
[N", N7, N7, N(Im)] koordindcidji (CuL)
komplexeinek CD spektrumai

metionin tioéterkénatomja és a
Cu(I-ion kozott gyenge
kolcsonhatas van jelen, ha a
keletkez6 komplexben a tioéterkénatom a koordindlédashoz kedvezd pozicidba

keriil. Ez a hatas a korabban vizsgalt tetrapeptideknél jelentésebb, azaz a
kéndonoratom koordinacioban betoltott kis szerepe a ligandumok méretével
értelmezhetd, a hosszu peptidlanc flexibilitasa révén neheziti a donoratomok
fémionokhoz valo kotodését.

A pH emelésével bekovetkezik a harmadik amidnitrogén deprotonalodasa is,
CuL osszetételli komplex keletkezik. Az abszorpcids spektrumokban 530 nm
koriili maximum jelenik meg, ami a 4 N kotddésre utal.’® Ezzel pArhuzamosan a
CD spektrumokbol (ahol jellemzd volt) eltlinik a S — Cu? CT sav. A
kéndonoratomot kiszoritja a koordinacids szférabol a harmadik amidnitrogén és
er6sebb kolcsonhatas alakul ki ezaltal. A korabban vizsgalt Ac-MKHM-NH;
ligandum CuLH_, komplexével 6sszehasonlitva az altalunk vizsgalt ligandumok
Cu(ll)-ionnal képzett CuL komplexeit az allapithato meg, hogy kisebb pH-n
kovetkezik be a harmadik amidnitrogén deprotonalodasa. Ez azzal magyarazhato,
hogy a dekapeptid peptidk6tésben jelen 1évé amidcsoportjahoz képest a
tetrapeptidben a bazikusabb karakterti acetamidocsoport deprotonalodasa
jatszodik le.
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A CuLH.x (ahol x=1-3), azokat a komplexet jelenti, amelyben [N-, N-, N,
N(Im)] koordinacio van jelen, és ezeknél mar a lizil-oldallancok is deprotonaltak,
de nem vesznek részt a koordinaciéban. Ha Gsszehasonlitjuk a szabad ligandum
lizin aminocsoportjainak pK értékeit, a komplexképzédés soran, a stabilitasi
— allandokbol szamitott pK(Cu-Lys)

' értékekkel (5. tablazat), akkor

1.0 lathato, hogy kis kiilonbséggel, de
0.5 D gyakorlatilag ugyanazokat az
értékeket kapjuk vissza. Tovabba
0.0 . : : .
400\ 500 [ 600 700 800

a CD spektrumokban pH > 9 folott
0,5 A (nm) nem valtozik a gorbék lefutasa, ezt
a Cu(ll):dAKHA=1:1 aranyu
rendszer CD spektrumai (pH 9-

-1.5 ’ o 11) jol szemléltetik (19. dbra). Ez
19. dbra: A Cu(ll):dAKHA=1:1 aranyu arra bizonyiték, hogy a lizil-

rendszer CD spektrumai (pH=9-11) oldallanc valéban nem vesz részt a

koordinacidban.

5. tablazat: A szabad (pK(Lys)) és a komplexben kotott (pK(Cu-Lys)) ligandum
lizil-oldallancaira vonatkozé deprotonalddasi allandok értékei

< = < s £
T T T I X
RS '<ot S % >
o
pKa(Lys) 980 | 9,73 9,77 9,75 9,62

PKas(Lys) 10,67 | 1056 | 10,70 | 10,63 | 10,57
pK(Cu-Lys) | 9,74 | 9,75 9,79 9,74 9,70
pKau(Cu-Lys) | 10,64 | 10,63 | 10,67 | 10,61 | 10,56

Osszehasonlitva a vizsgalt ligandumok Cu(II)-komplexeinek &sszetételét és
stabilitasat, az allapithatd meg, hogy ha a metionint alaninra cseréltiik, az a
komplexek stabilitasaban nagymértékii valtozast nem okozott. Nagyon hasonld
stabilitdsi allando értékeket kaptunk az ugyanolyan koordinacios modua
komplexeknél, és ugyanazok az Osszetételii részecskék keletkeztek minden egyes
peptidnél.

4.1.3. A human prion fehérje fragmensének és mutansainak Ni(I1l)-
komplexei

Az egy hisztidint tartalmazd ligandumok nikkel(Il)ionokkal hasonlo
Osszetételll komplexeket képeznek, mint réz(Il)ionnal. Ezekben a peptidekben a
Ni(Il)-ion szamara is legfontosabb kotOhelyként az imidazolgytirii szolgal. A
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komplexképzddés soran csak egymagvia komplexek keletkeznek, amelyek
stabilitdsi allandoi a 6. tablazatban lathatok.

6. tablazat: A ligandumok Ni(Il)-komplexeinek stabilitasi allandoi
(1=0,2 mol/dm?, T = 298 K)

Z o Z Z Z o ! I
I I I I T [
g z g z g z g z E z %8 g
' < s LX X ¥ &8
T | ¥2 | ¥T | ¥ | <% |3Z|=L
S X &Y o X g™ S¥ |27 23
< < I < <= <> < | < 3
NiLH, - - - - - - | 4276
NiLH; 33,79 (8) | 33,25 (15) | 33,88 (6) | 33,55(6) | 33,57 (8) | - | 34,53
NiLH, - - - - - - | 26,08
NiLH 17,19 (7) [ 16,83 (11) | 17,53 (5) | 17,40 (5) | 17,04 (6) | 13,09 18,46
NiL 9.06(3) | 879(4) | 940(3) | 921(2) | 8,65(3) | 508 | 9,07
NiLH_, -0,48 (4) | 0,78 (5) | -0,05(3) | -0,23(3) | -0,76(4) | — | -0,89
NiLH._, '1(14’)24 -11,61 (6) | -10,75 (4) | -11,00 3) | -11,52 (4) | - |-11,37
NiLH_5 '2(13’)67 21,93 (5) | -21,27 (3) | 21,32 (3) | -21,79 (4) | — | -21,93
pK(Natlag | 8,24 8,15 8,16 8,11 831 |80l| 81
IgK(Ni+N(Im)) | 2,65 2,40 2,72 2,54 2,81 - | 2,44

A dAKHA ligandumra jellemz6 Ni(Il)-ion koncentracio-eloszlasi gorbe (20.
abra) jol szemlélteti, hogy a komplexképzddés pH > 5 folott kezd6dik. Savas pH-
tartomanyban NiLHj3 sztochiometriaju komplex keletkezik. Ebben a részecskében
a hisztidin imidazolnitrogénje egyfogu horgonydonorként viselkedik és a lizin -
aminocsoportjai ilyen koriilmények kozott még protonaltak. A Ni(Il) + HsL =
NiLH; folyamatra szamolt egyenstlyi allandét [logK(Ni+N(Im))] a 6. tablazat
utolsé soraban tiintettem fel. Ezek a IgK-értékek nem nagyobbak annal, mint amit
az egy imidazolil-oldallancot tartalmazo monodentat koordindcidra kozoltek
(logK = 2,48).3* 8 A mért nagyon NI e,
kis intenzitasu abszorpcios és CD 1882/’:: Ni] [NiLH_,]-
spektrum aldtamasztja azt, hogy | 80% f
ezek a komplexek oktaéderes 283’: ]
geometridjiak. Osszehasonlitva az ig:ﬁ ]
ugyanilyen  Osszetételi  Cu(Il)- 2’8;’2 ]
komplexek stabilitasi allanddival | 10%
(4. tablazat) az 4llapithato meg, | _ .
hogy kisebb stabilitast komplexek | o5 2. A Ni(1D):dAKHA=1:1 ardnyii
keletkeznek Ni(ll)-ionnal, ami az
Irving-Williams sornak megfelel. A

pH emelésével egy extra lugfogyasztd folyamat kezdddik el és ezzel egyidejlileg

rendszer koncentrdcio-eloszldasi gorbéje
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az oldat sargulni kezd, hasonl6an mas Ni(Il)-peptidkomplexekhez. Ez arra utal,
hogy az imidazolnitrogénnel kelatképzé helyzetben 1évé peptidkotés
amidnitrogénje deprotonalodik és koordinalodik a fémionhoz siknégyzetes
szerkezeti diamégneses Ni(Il)-komplexet eredményezve. Erre bizonyitékként
szolgal az abszorpcids spektrumban 430 nm-nél megjelend intenziv elnyelési sav,
amelynek a Amax értéke a pH-val nem valtozik, csak az intenzitasa novekszik. Ez
azt mutatja, hogy pH > 8 f6lott az amidnitrogének deprotonalddasa gyakorlatilag
egy lépésben megy végbe és [N7, N, N, N(Im)] koordinaciés méda komplex
keletkezik, amelynek a mennyisége ndvekszik a pH valtozasaval. Osszeségében az
allapithato meg, hogy mind az 6t ligandum Ni(II)-ionnal val6 kdlcsonhatasakor két
6 részecske keletkezik. Egyik az imidazolnitrogén monodentat koordinacidjaval
létrejovo oktaéderes geometridjii komplex, a masik az imidazolnitrogén melletti
amidnitrogének részvételével kialakuld siknégyzetes komplex. pH > 9,5 folott
szintén az utobbi komplex van jelen, azzal a kiilonbséggel, hogy azokban a
komplexekben — hasonléan a Cu(II)-komplexekhez — mar a lizil-oldallancok is
deprotonaltak, de azok nem vesznek részt a koordinacioban. Erre bizonyitékként
szolgal az abszorpcids spektrumon kiviil a CD spektrum is (21. dbra), ami jol
szemlélteti, hogy pH > 9 {olott a

2.0 1 2,18
151 >22 | spektrumok lefutdsdban és intenzitdsdban
1,0 A { ! . ’ , ’ . r :
05 792 | mnincs valtozas. A korabban vizsgalt prion
E 004 = 51 idek129. 196 i(1-
5_3-23@0 P fehérje rpodellpephdek Ni(I1)
€0l Anm) 52 komplexeihez hasonld 0Osszetételi és
<5 oz szerkezetli komplexek alakulnak ki az
2 _ ~oz2 | altalunk vizsgalt ligandumokkal is. A
-3,0 - -1038| kiilonbség abban nyilvanul meg, hogy a
21. dbra: A Ni(11):dAKHA=1:1 tetrapeptidekkel ellentétben a hosszabb
ardnyii rendszer CD gorbéi fragmensek képesek oldatban tartani a

Ni(ll)-ionokat lugos pH-tartomanyban is,
ugyanakkor a lanc hosszanak novelésével nem valtozik meg nagymértékben a
komplexek stabilitasa (6. tablazat).

4.2. Tobb hisztidint tartalmazé ligandumok komplexképzé sajatsagai
4.2.1. A Cu,Zn-SOD enzimet modellezé peptidek sav-bazis sajatsagai

Korabbi kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy azokkal a terminalisan
védett multihisztidin peptidekkel képzOédnek Kkitiintetett stabilitasi komplexek,
amelyek a hisztidineket alternalo pozicioban tartalmazzak.'® A kutatdmunka
soran egyrészt arra kerestiik a valaszt, hogy ha noveljiik a tavolsagot a hisztidinek
kozott, az milyen iranyba valtoztatja meg a képz6dé komplexek stabilitasat.
Masrészt célunk volt olyan szekvenciju peptidek szintézise és vizsgalata, amelyek
modellezik a Cu,Zn-SOD enzim réz(I)kot6helyét, és SOD-aktivitassal
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rendelkeznek. Azaz képesek lehetnek a szuperoxid gyokanion elbontasara, ezaltal
a szervezetben termelt karos reaktiv oxigén szarmazék csokkentésére. Az alabbi
védett multihisztidin peptideket allitottuk elé: Ac-HAAH-NH., Ac-HAAHVH-
NH2, Ac-HAAHGH-NH,, Ac-HGGHGH-NH;, Ac-HGGGHGH-NH; és sav-bazis,
illetve komplexképzd sajatsagait vizsgaltuk pH-potenciometriasan. Ezeknél a
ligandumoknal az oldallancban 1évé  imidazolnitrogénekre jellemzo

rrrrr

rrrrr

Ossze, kiegészitve néhany irodalmi adattal.

7. tablazat: A ligandumok képzd6dési (1gf) és deprotonalddasi (pK) allandoéi (1 =
0,2 mol/dm?®, T = 298 K)

HL H,L HsL pK1 pKz DK3
Ac-HAAHNH, | 674(1) | 1274 (D) | - 6,00 (1) | 674 (1) :
AC,;:TE&H' 6,84 12,88 - 6,04 6,84 -
ACHVVHNAZ | 673 | 1274 ; 6,01 6.73 ;
AC'HQQHVH' 6,81 (1) | 1312 (1) | 1881 (1) | 569 (1) | 631(1) | 6811 (1)
2
AC'HQ’QHGH' 700(1) | 1336 (1) | 1916 (1) | 5.80(1) | 6,36 (1) | 7,00 (1)
2
AC'HECH;HGH' 7032 | 13372 | 1918(3) | 5813) | 634(2) | 7.03(2)
2
AC'HGNGHGHGH' 701(1) | 1346 (1) | 1921 (1) | 575(1) | 645(1) | 7,01 (1)
2
Ac-HGHVH-
N 693 | 1326 | 1898 | 572 6,33 6,93
Ac-HAHVH-
N 683 | 1307 | 1874 | 567 6,24 6,83
AC'NHXZTO?H' 6,92 13,23 18,95 5,72 6,31 6,92

Az imidazolcsoportok deprotonalodasa pH 4-7 kozotti tartomanyban
egymassal atfedo 1épésekben jatszodik le. Ezt a szamitott pK értékek kozotti kis
kiilonbseégek is jol tiikrozik, melyek egy meghatarozott statisztikai érték (0,6) koriil
vannak. EbbOl az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a hisztidinek kozotti aminosav
oldallancok nem befolyasoljak a deprotonalodasi folyamatokat. Az imidazolra
jellemz6 pK = 7,04'%, ehhez képest a meghatarozott deprotonalddasi allandok
kisebbek. Ez egyrészt azzal magyarazhat6, hogy az egymashoz viszonylag kozel
1évo hisztidinek kozott kolesonhatas alakul ki, masrészt az imidazolcsoportok
mellett elektronszivo amidcsoportok vannak jelen. Ezek a hatasok csokkentik az
imidazolcsoportok pK-jat. Azt, hogy a meghatarozott pK-értékek mely
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hisztidinekhez rendelheték, nem allapithaté meg, azaz az imidazolnitrogének nem
kiilonboztethetéek meg egymastol.

4.2.2. A Cu,Zn-SOD enzimet modellezé peptidek Cu(IT)-komplexei

Az Ac-HAAH-NH; ligandum esetében 1:3, és 1:1 fémion-ligandum aranynal,
a harom hisztidint tartalmazé ligandumokndl a fent emlitett ardnyokon kiviil
fémfelesleget tartalmazo rendszerben is végeztiink oldategyensulyi vizsgalatokat.
A kapott titralasi adatokbol hatiroztuk meg a Cu(Il)-komplexek stabilitasi
allandoit, melyek értékeit a 8. tablazat tartalmazza, kiegészitve néhany irodalmi
adattal is.

8. tablazat: A Cu(Il)-peptid rendszerekben képz6d6 komplexek stabilitasi
allandéi (1= 0,2 mol/dm?, T = 298 K)

£, &z |+ |z |z |. - -
Z 3. 23,002,121 2.03: 13|58
T (0% T |32|3L |82 (82|50 % 5
< |22 (22|22 |92 |82 |22 |32 |22
5 | < T3S 5 S * 2 2 2
< 2| < < < 2
13,03 | 13,02 | 13,05 | 12,80
CulLH - - - ! ! ! ! 13,1 13,08 -
@ | ® | 3 | @O
6,08 8,17 8,55 8,21 7,38
CuL 4 5,97 | 5,79 ) ) ) i 8,07 8,08 7,78
&) el @
-0,93 1,13 1,81 1,35
CuLH- ! - -1,05 ) 15(1 ) 4 1,24 1,27 1,13
R0, @ [0 5 | e
-8,05 -6,84 -5,90 -5,63 -6,13
CuLH-: ! -7,88 |1-9,21 ! ! ! ! -6,03 | -5,85 | -6,25
21 @ @1l @ 6 | O
-16,39 -16,24 | -14,95 | -14,74 | -15,60
CuLH-: ' -16,1 | -17,6 ! X X ! -16,47 | -15,81 | -16,39
1@ @ | ® | @ |
Cuz2LLH-2 - - - - - - - -1,37 -1,08 -
-16,39 -15,07 | -16,07
CuzLH - - - ! - ! ! -14,05 | -13,63 | -14,46
24‘ ) @ | @
-25,1 | -23,35 | -23,6 | -25,51
CuzLLH-: - - - : X ‘ ! -24,82 | -23,82 | -24,14
e @ | © | @ | ©
Cuz2LLH-s - - - - - - '325)50 -35,65 | -34,24 | -35,78
Culz 1(()3;3 079 | 952 | - ] ] ) ) ] ]
pKi(N) | 7,01 684 | 704 | 702 | 64 | 603 | 683 | 681 | 6,65
pKz (N) 7,12 6,93 8,16 7,97 7,43 7,44 7,48 7,27 7,12 7,38
pKs(N) | 834 | 822 [839| 94 | 905 | 911 | 947 | 1044 | 9,96 | 10,14
PK (CuLH/ | } - | 486 | 447 | 484 | 542 | 503 | 50 )
CuL)
pK
(CuzLH 4 - - - 8,71 - 8,08 9,44 10,73 | 10,42 9,68
/Cuz2LLH-s)
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A két hisztidint tartalmazo6 peptidnél csak egymagva komplexek vannak jelen
az oldatban, mig kett6nél tobb hisztidint tartalmazo rendszerekben tobbmagvi
komplexek is keletkeznek. Savas pH-tartomanyban az Osszes imidazolcsoport
deprotonédloddsa és koordinalodasa végbemegy. Ebben a tartomdnyban CuL
Osszetételtt komplex képzédik, amelyben imidazol-koordinacié valosul meg és az
feltételezhet6, hogy mindegyik imidazolnitrogén részt vesz a fémion
megkdtésében. A CuL komplex nagy stabilitasu, igy gyengén savas kdzegben ez a
szerkezet valik uralkodova az oldatban. A kisebb tagszami peptidek esetében
ligandumfeleslegnél CulL, komplex is megjelenik és semleges pH-n az lesz a
meghatarozod szerkezet. Ezeket szemléltetik az eloszlasi gorbék (22. dabra) a
példaként bemutatott ligandumoknal, ahol a fémion-ligandum arany 1:3.

0% A

Cu(l)% Cu(l)%
’ CuLH_,]
X Z AL
A SN
8 9 10 11 3 4 5 6 7 8 9 10 11

100% 100% —JCUF**  [cuL [CuLH_I-
pH a, pH

Cul?*

90% 90% A
80% - 80% A
70% A 70% A
60%
50% -
40% A
30% A
20% A
10% A
0%

60% A
50% A
40% A
30% A
20% A
10% A

22. dabra: A Cu(ll)-peptid rendszerben képzédé komplexek eloszldsi gorbéi a
PpH fiiggvényében
a, Ac-HAAH-NH; (Ccuan= 6,7-10* mol/dm?, ¢.=2,35-10"2 mol/dm?);
b, Ac-HAAHVH-NH; (ccuan= 6,810 mol/dm?, c,.=2,48-10"° mol/dm?)

Az imidazol-koordinacidji CuL komplex visszaszoritja az amidnitrogének
deprotonalodasat, de nem tudja megakadalyozni azt, igy 6,5-7 korili pH-
tartomanyban végbemegy az els6 amidnitrogén deprotonalodasa. A
deprotonalodas hatadsara megjelenik a vizsgalt rendszerekben a Cul komplex
mellett a CuLH-; Osszetétell részecske is, melyet az eloszlasok (22. dbra) is jol
mutatnak. A deprotonalddas a peptid C-terminalis végétdl indul meg, a hisztidin
imidazolgyiiriije horgonycsoportként viselkedik.

Az Ac-HAAH-NH; ligandum esetében az els6 és a masodik amidnitrogén
deprotonalodasa egy 1épésben jatszodik le, ez hasonlit a korabban meghatarozott
Ac-HGGH-NH; adataihoz, de eltérés mutatkozik az Ac-HVVH-NH; peptidhez
képest (8. tablazat).

A vizsgalt harom hisztidint tartalmaz6 ligandumoknal az amidnitrogének
deprotonalodasa egymast kovetd 1épésekben jatszodik le. A hexa- és
heptapeptidekben 1évo lancvégi és lanckozi hisztidinek is horgonycsoportként
viselkedhetnek, ezaltal izomer szerkezetek alakulhatnak ki az oldatban. A masodik
amidnitrogén deprotonalddasa pH ~ 7,5 koriil zajlik mindegyik ligandumnal, ami
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jo egyezésben van a hisztidineket alternalo pozicioban tartalmazoé ligandumok pK
értékeivel. Ezen ismeretek alapjan elsé kozelitésben [N(Im), N7, N7, N(Im)]
koordinacios mod valoszintisithetd a CulLH.» Osszetételi komplexekben a C-
termindlis végen taldlhat6 hisztidin koordindcidjaval. A harmadik amidnitrogén
deprotonélodésa az elsd kettdhdz képest nagyobb pH-n megy végbe. A glicint
tartalmazo6 peptidek masodik és harmadik amidnitrogénjének 1épcséje kdzott egy
kicsivel nagyobb eltérés mutatkozik, mint az Ac-HAAHVH-NH; ligandumnal.
Ezek az értékek is azt sejtetik minden eldzetes spektroszkopias vizsgalat nélkiil,
hogy a kialakulo6 CuLH_, Osszetételii részecskék szerkezetében némi eltérés
mutatkozhat, illetve koordinacids izomerek is képzddhetnek. A kialakuldé CulLH 3
Osszetételli komplexben [N™, N7, N™, N(Im)] koordinacidos méod van jelen, a fémion
koordinacios szféraja az ekvatorialis sikban telitett, igy a masik imidazol csak
axialis koordinacidval kétédhetne a Cu(IT)-ionhoz. A titralasi adatokbol nem lehet
megallapitani, hogy melyik izomer keletkezik. Ahhoz, hogy megadjuk melyik
imidazollal van ko6lcsonhatdsban a fémion, spektralis vizsgalatokra van sziikség.
A hat- és héttagh ligandumoknal lehet6ség van kétmagvu komplexek képz6désére
is. Ha négy amidnitrogén deprotonalddik, akkor CuoLH-_4 Osszetételli komplex,
mig 6t amidnitrogén részvételével CusLH-s Osszetétellel jellemezheté komplex
alakul ki, illetve az Ac-HGGGHGH-NH; ligandummal Cu;LH_s Osszetételii
részecske is kialakul pH > 11 felett. A két fémion koriili koordindciés kdrnyezetre
itt is a spektralis adatokbol kdvetkeztettiink.

A 2, 3, 4 imidazol-koordinacioju CuL komplexek kiugroan nagy stabilitasat
maér korabbi peptideknél is megfigyelték.% 101 102-103,106. 197 A 23 " ihrq az egyes
ligandumok CuL komplexeire jellemzd stabilitasi allandd logaritmus értékét
mutatja be. A diagram jol

szemlélteti  azt, hogy : £
ezeknek a komplexeknek a 7
stabilitasaban trend &: ;
mutatkozik. A CuL | 24 |
Osszetételli részecskék 3
stabilitasa figg a f l
koordinalédé  hisztidinek 0
szamatol, egymashoz
viszonyitott helyzetétdl és a d

kozottik 1évo aminosavak | 53 Gh.- 4 Cul komplexek stabilitasi dllandéi

tipusatol. A hisztidinek

szamanak novekedésével a stabilitasi allando is nd. Ezt mutatja a két és harom
imidazol-koordinaciojo  CulL komplexek stabilitasi allanddja kozotti  két
nagysagrend kiilonbség is, illetve bizonyiték arra is, hogy valdban részt vesz a
fémion megkotésében a harmadik imidazolnitrogén. Az is megallapithato, hogy
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kis tagszamu peptidek esetében a HXH a kedvezd szekvencia a HXXH-val
ellentétben, mert a kialakul6 makrokelat nagyobb mértékben stabilizalja a képz6dd
komplexet. A hisztidinek k6zotti aminosavak térkitoltése is befolyasolja keletkez6
kompelexek stabilitasat. Az Ac-HGGH-NHz-vel és Ac-HAAH-NHz-vel képzett
CuL komplexek stabilitisa nagyon hasonld, viszont a nagyobb térkitoltési
csoportot tartalmazd Ac-HVVH-NH; Cul komplexe kisebb stabilitasq.
Ugyanakkor az Ac-HXXHHZH-NH: szekvenciaju peptidlancnal a kialakulo
komplex kicsivel nagyobb stabilitasu, mint amelyik alternalé pozicidban
tartalmazza a hisztidint és a két hisztidint egymas mellett tartalmazo6 ligandum (Ac-
HHGH-NH,) CuL komplexe ezekt6l is kisebb stabilitast mutat. A két hisztidin
kozott tovabb ndvelve az aminosavak szamat, csokken a komplex stabilitasa. Az
imidazol-koordinacioju CuL komplexek stabilitasara igy az alabbi sorrendet
allapitottuk meg: Ac-HXXH-NH; < Ac-HXH-NH; < Ac-HXXHZZH-NH; < Ac-
HXH-NH; < Ac-HHGH-NH; < Ac-HGGGHGH-NH; < Ac-HXHZH-NH; < Ac-
HXXHZH-NH..

A ligandumok Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeinek szerkezetét spektralis
adatokkal igyekeztiink alatdmasztani. Az abszorpcids spektrumok adataibdl
meghataroztuk a komplexek egyedi spektrumat, melyet a 24. abra mutat be.

120 [CULH—:!]_ 250 - [Cu,LH_]
2 -5,
100 1 [CuLH_,] 200
% 80 o
E + £ 150 A
[¥] —1] Q
T 60 1 K
=0 = 100
w - -
< 4
20 | 50 -
0 - : : , 0 r . = '
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800Q
A (nm) a A (nm) b
)

24. abra: A Cu(I)-ligandum rendszerben képz6dd részecskék egyedi lathato
spektruma, a, Cu(ll):Ac-HAAH-NH,, b, Cu(ll):Ac-HAAHVH-NH:

A 9. tablazat a Cu(Il)-Ac-HAAH-NH; rendszerben képz6do6 részecskékhez tartozo
Amax €rtékeket tartalmazza, kiegészitve

.. , (o]
az empirikus képlettel (19. egyenlet) \ H 0
o. HN N
NH O

szamolt  adatokkal. Az  altalunk
meghatarozott abszorpciés maximum

értékek Osszhangban vannak a képlet® |o " . NH;
alapjan szamitott Amax adatokkal. Ezek 7 N,.-"‘Cu‘\-.\N N

alapjan megallapithatd, hogy a CuL HN— \L_NH
komplexben két imidazolnitrogénen 25. abra: A Cu(ll):Ac-HAAH-NH,
(25. abra), a CuL, részecskeben négy rendszerben képzédé CuL komplex
imidazolnitrogénen keresztiil sematikus szerkezete
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koordinalédik a fémion. A CuLH_1 komplexben egy imidazolnitrogén és egy
amidnitrogén, mig a CulLH. 0&sszetétellel jellemezheté részecskénél egy
imidazolnitrogén és két amidnitrogén vesz részt a fémion megkdtésében. A
szabadon maradt imidazolgytiri kotédését nem mutattuk ki. A CuLH_3 komplex

[3 N7, N(Im)] koordinacios moddal jellemezhetd.

9. tablazat: A Cu(ll)-komplexek UV-lathato spektroszkopias adatai (Amax (NM),
Ae (Mcm?)) és az empirikus képlet alapjan szdmolt Amax (nm) értékek

Ac-HAAH-NH,

mért

szamitott

)\.max (AS)

koordinacios mod

Amax koordinacios mod

CuL |720(37.5)

[2 N(Im), 2 H20]

687 [2 N(Im), 2 Hz0]

CulLH ;| 665 (69)

[N, N(Im), 2 H,0]

604 | [2N(Im), N, HzO]

660 | [N(Im), N, 2 H,0]

CuLH_ | 610 (87)

[2 N7, N(Im), H20]

539 [2N(Im), 2 N']

583 | [N(Im), 2 N, H,0]

CuLH_s | 510 (115)

[3N, N(Im)]

522

[N(Im), 3N ]

CuL, | 610 (81)

[4 N(Im)]

576

[4 N(Im)]

A 10. tablazatban az altalam vizsgalt peptidek és két Gsszehasonlitasként
feltiintetett peptid Cu(Il)-komplexeinek abszorpcids maximuma lathato.

10. tablazat: Cu(1l)-komplexek Amax (nm), Ae (Mtcm™?) értékei

, , T T T O -
1 T N 1 I§ 1 > o 1 o o 1 o o 1 I f 1 §§
23T (29T 822 /1832 |26 €32 |22
% z L= < < o OT <=
T T T T T
kmax(AS)
CuLH - ~ [760@2)| - - - 725 (45)
cuL (;72%) 695 (45) | 640 (63) | 626 (71) | 637 (75) | 652 (50) | 655 (69)
CuLH. |665(69)| - |615(70)| - - 605 (81) | 610 (95)
CuLH., | 610 (87) | 600 (85) (ﬁg) 565 (117) | 566 (152) | 567 (119) | 550 (131)
524
510 565 515 562 (164) | 551 (156)
CulHs | 15y | @14) | (15) 5(61112,1'11 széles | széles | 230 (121)
Cul, |610(81) 625 (71)| - - - - -
CulHa| - : (igg) .| 595(93) | 592 (104) | 577 (115)
CwlHs| - : (g‘l‘g) 563 (132) | 568 (132) | 558 (117) | -
CulHo| - - - - | 545 (126) | 534 (133)
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A Cu(Il)-Ac-HGGH-NH; rendszerben kialakul6 [3 N-, N(Im)] koordinacidju
komplexben a kotésben részt nem vevd hisztidin imidazolnitrogénjének axialis
kolcsonhatasa feltételezhetd. Ez a kolcsonhatas az Ac-HAAH-NH> CulLH-;
komplexénél nem valosul meg, ezért van nagyobb kiilonbség a két komplex Amax
értéke kozott (10. tdblazat), és ez szintén alatdmasztja a kordbban meghatéarozott

koordinacios modot. R, O

Az Ac-HXXHZH-NH, peptidekkel | L 0y R
képz6d6 CuL komplexben (26. dbra) R, N O
harom imidazolnitrogénen keresztiil HN N NH o
koordinalédik a  fémion. Erre a o N?/ NH,
koordinaciés moddra  jellemzd, az 'j\ 7 N>C“4N {
empirikus képletbdl szdmitott abszorpcios o] N N
maximum  érteke, 627 nm, mely jo 26. abra: A harom hisztidint
egyezést mutat az altalunk meghatarozott tartalmazo ligandumok CuL
értékekkel (10. tablazat). komplexének sematikus szerkezete

A CuLH.; komplexek spektralis paramétereit két ligandumnal tudtuk
meghatarozni, mert ezeknél alakul ki viszonylag nagyobb mennyiségben ez a
komplex (10. tablazat). A kapott Amax értékeket Osszehasonlitva az empirikus
egyenletbdl szamitott adatokkal az allapithatdé meg, hogy [N(Im), N-, N(Im)]
koordinacios mod van jelen ezekben a részecskékben. A glicintartalmu
ligandumok CuLH_; 6sszetételii komplexeinél nagyobb eltérés mutatkozik a mért
és az [N(Im), N7, N7, N(Im)] koordinacios mddra szamitott Amax értékek kozott. Ez
arra utal, hogy ezekben a komplexekben az ekvatoridlis sikban két
imidazolnitrogén és két amidnitrogén koti a fémiont és feltételezheté az N-
termindlis végen talalhat6 harmadik hisztidin imidazolnitrogénjének axialis iranyu
koordinacidja. Osszességében a spektralis adatok azt tamasztjak ald, hogy a
CuLH; ¢és CulLH. 0sszetételi

A — Ac-HAAH-NH,
0,30 — Ac-HAAHVH-NH, | komplexekben két imidazolnitrogén
0,25 1 SN — - Ac-HGGH-NH, vesz részt a koordindcioban az egy és

0,20 1 i 7~ Ac-HGGHGHNH,  két amidnitrogén részvétele mellett,
0.15 1 g \ ami hasonl6 a  korabban
g;z 1 N meghatarozott Cu(ll)-Ac-HAHVH-
0100 = ‘ I*"::.'.' NH; rendszerben képz6d6
400 500, o m)BGU 700 komplexek geometriagjahoz. Az Ac-
27, dbra: A kiilonbozs ligandumokkal | HAAHVH-NHz - peptid = CulH-
komplexe abszorpcids

képzett CuLH 3 Osszetételli részecskék
lathaté spektruma spektrumanak  lefutdsa  nagyon

hasonlit az Ac-HAAH-NH;
ligandum ugyanilyen Gsszetételti komplexének spektrumahoz (27. dbra), ami azt
sejteti, hogy a kozbens6 hisztidin a f6 fémionkotohely ebben a részecskében. A
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vizsgalt glicintartalmu ligandumok ugyanezen komplexére vonatkozo abszorpcios
spektrumban (27. dbra) széles elnyelési sav detektalhaté ~560 nm-nél, ami azt
mutatja, hogy ekvimolaris oldatban az amidnitrogének deprotonalddasaval és
koordinacigjaval kialakuld komplex képzddésével parhuzamosan koordinacios
izomerek jelenhetnek meg a rendszerben a C-terminalis végen 1évé hisztidin,
illetve a kozbenso hisztidin részvételével. Annak eldontésére, hogy mely izomer a
meghatarozd az oldatban az UV-lathatdo spektroszkopia nem ad elegendd
informaciot, ezért sziikség volt CD spektroszkopias mérésekre is.

A harom hisztidint tartalmazé ligandumok két ekvivalens fémion
megkotésére is képesek. A CuzLH-4 6sszetételii komplexben a Amax értéke alapjan
mindkét Cu(IT)-ion esetében [2 N-, N(Im)] koordinacidés mod valdsziniisithetd. A
CuzLH_s részecskében vegyes koordinacios mod van jelen: [2 N7, N(Im)] + [3 N,
N(Im)]. A Cu;LH_s komplexben mindkét réz(Il)ion harom amidnitrogénhez és egy
imidazolnitrogénhez kotodik.

Ebben a fejezetben targyalt
ligandumok  Cu(ll)-komplexeinek 22
pH-fiiggé CD spektrumsorozatat 1:1, 20 |
1:3 fémion-ligandum aranyoknal |=15 1

3,02 4,14 4,94

549 597 6,46
-6,93 742 794
—8,37 —8,96 —9,36
—10,30 —10,94

rogzitettiik. Ezenkiviil a hexa- és E;g

heptapeptidek fémionfelesleget (2o JUEYRN o W oo
tartalmazo6 oldatait is vizsgaltuk. Ezt 0,5 DA 2R 72
szemlélteti a 28. dbra, ahol az Ac- | 77 \/

HAAHVH-NH; ekvimolaris _2:0 A (nm)

oldataban kiilonb6z6 pH-kon felvett 28. dbra: CU(”)AC-HAAHVH-NHZ

spektrumok lathatéak a hullamhossz 1:1 ardnyii rendszer CD spektruma

fliggvényében. A 28. dbra tiikkrozi,
hogy savas tartomanyban nincs aktivitds. A pH emelésével a koordinacios
szféraban megnd az amidnitrogének szama és ezzel egyiitt a jelintenzitas is
névekszik. pH > 9 f6l6tt kb. 500 nm- 3011
nél a Cotton effektus eldjelet valt, azaz 20 1\ | F}:ULH_Z] [CuLH_J-
negativ lesz. A CD spektrumok | 1.0 1

adataibol PSEQUAD programmal 50,02
kiszamitottuk az egyes részecskék %-1,0 . UL
egyedi CD spektrumait, melyet a 29. |< 20 1 ! ’1][CU LH - [CuLH.]
2 .
dabra  szemléltet a  Cu(Il)-Ac- -3,0 A (o)
nm
HAAHVH-NH, rendszerre. | 29 ghrq: Cu(ll)-Ac-HAAHVH-NH;

Leolvashato rdla, hogy az imidazol-
koordinacioju  komplexeknek nincs
CD aktivitasa. A CuLH.; Osszetétell

rendszerben képzodo részecskék
felbontott CD spektruma
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részecskében a kiralis informacio kozvetitésére még egy amidnitrogén tul kevés,
igy annak a Cotton-effektusa kicsi.

Az Ac-HAAH-NH; peptid CuLH., ¢és CulLH3s komplexének CD
spektroszkopids adatai jo egyezésben vannak a dAKHA ligandum ugyanilyen
szerkezetli részecskéinek adataival 11. tdblazat. Ez azt timasztja ala, hogy ezekben
a komplexekben az N-terminalis végen talalhato hisztidin nem vesz részt a
koordinacidban, és axialisan sem kotddik a fémionhoz.

11. tablazat: Az [N-, N7, N(Im)] és [N-, N7, N-, N(Im)] koordinacios méda

komplexek CD spektroszkopids adatai (Amax (nm), Ag (Mcm))
Ac-HAAH-NH; dAKHA

335 (-0,921) | 340 (-0,242)

[N, N, N(Im)] 535 (+0,628) | 537 (+0,272)

625 (-0,150) | 677 (~0,114)

315 (+1,327) | 315 (+0,612)

o 355 (-0,174) | 350 (-0,196)

NGNS NG NAMT 400 (1.613) | 494 (-1.138)

615 (+1,055) | 627 (+1,035)

A kisebb tagszdmu peptidek CuLH_, részecskéinek CD spektrumat megfeleld
aranyban 0Osszegezve megbecsiilhetd az, hogy a harom hisztidint tartalmazo
ligandumok ugyanilyen dsszetételii komplexeiben a kdzbensd és a C-terminalis
végen 1év0 hisztidin milyen ardnyban vesz részt a fémion megkotésében. Ezzel a
modszerrel a CuLH 3 komplexre vonatkoz6 izomerarany is szamithatd. Az Ac-
HAAH-NH, és az Ac-HVH-NH; ligandumokkal képzett Cu(ll)-komplexek CD
spektrumait kiilonboz6 aranyban 6sszegezve (30. a, b dbra) megallapithatd az Ac-
HAAHVH-NH; peptid CuLH.» és CuLHs komplexeiben mely izomer a
dominans. A 30. a dbrdn a két kisebb tagszami peptid CuLH > komplexére
jellemz6 CD spektrum, valamint ezek 90 : 10 % aranyban valo Gsszegzése lathato,
és ez jol egyezik az Ac-HAAHVH-NH, CuLH_; egyedi spektrumaval. A CuLH_,
komplex esetében dontéen [N(Im), N7, N7, N(Im)] koordinacié valésul meg a C-

15 -
1,0 4 0,9 4
0.5 1 0,4 4
<00 +—
, =014
§ 0540 E 2
5 1o A (nm) 2 -0.6 +
w . .11
< -1.5 1 w
20 - [CuLH_;] (Ac-HVH-NH,) < -1.6 |
25 1 [CuLH_] (Ac-HAAHVH-NH,)  ; ; ] [CULH_] (Ac-HVH-NH,)
30 [CulH.l * [CULHA190%) ] [CuLH_]- (Ac-HAAHVH-NH,)
a ®p, [CuLH,- + [CuLH_gJ (20%)
30. dbra: CuLH-; (@), CuLH_s (b) CD spektrumainak osszehasonlitisa
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terminalis végen 1évo hisztidin imidazolnitrogénjének részvételével. A 30. b abran
a két kisebb tagszamu peptid CuLH_3 komplexére jellemz6 CD spektrum, valamint
ezek 80 : 20 % aranyban vald Osszegzése lathatd, és ez jol egyezik az Ac-
HAAHVH-NH, CulLH.3 egyedi spektrumaval. Az [N, N7, N7, N(Im)]
koordinacios médu CulLH_; Gsszetételit komplexben a kozbensé hisztidin
imidazolnitrogénje koti a fémiont. A glicintartalmu peptidek CuLH_» komplexében
a C-terminalis végen talalhato hisztidin a horgonydonor és a koordinacios mod
[N(Im), N7, N7, N(Im)], ami kiegészill az N-terminalis hisztidin axialis
koordinacidjaval. Az [N(Im), N7, N7, N(Im)] koordinaciés moédra szolgal
bizonyitékként, hogy a glicintartalmu ligandumok és az Ac-HGH-NHMe CuLH_»,
komplexének CD spektruma nagyon hasonld lefutdsu. Az Ac-HVGDH-NH;
ligandum ugyanilyen oOsszetételi komplexénél kimutattdk az N-terminalis
hisztidin axialis koordinacidjat. Ezt a CD spektrumban ~560 nm-nél vallként
megjelend pozitiv Cotton effektusii csucs mutatja. Ez az altalunk vizsgalt
ligandumoknal is megjelenik. A 12. tablazat tartalmazza a vizsgalt ligandumok
amidnitrogénes koordinacioji komplexeinek CD spektrumok segitségével
megbecsiilt izomeraranyat.

12. tablazat: A Cu(Il)-komplexek izomeraranya

Ligandum Komplex | Izomerarany % Hasznalt ligandumok
CuLH., 10:90 Ac-HAAH-NH; : Ac-HVH-
ACHAARVHNR: euim, 80 : 20 NH;
CuLH., 100 Ac-HGH-NHMe
Ac-HAAHGH-NH; CuLH.s 60 - 40 Ac-HAAH-NH; : Ac-HGH-
NHMe
CuLH, 100 Ac-HGH-NHMe
Ac-HGGHGH-NH; CuLH.s 45 - 55 Ac-HGGH-NH; : Ac-HGH-
NHMe
CuLH., 100 Ac-HGH-NHMe
Ac-HGGGHGH-NH: CULH s 2872 Ac-GTHS-NH; : Ac-HGH-

NHMe

A kétmagva komplexek szerkezete is bizonyithato a kisebb tagszamu
ligandumok megfeleld komplexei CD spektrumanak kombinacidjaval. A vizsgalt

31. dbra: A ligandumok Cu;LH_4 komplexének szerkezete
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ligandumok Cu,LH_4 6sszetételii komplexében a CD spektrumok elemzése alapjan
[N(Im), N7, N7] + [N(Im), N7, N-, N(Im)] vegyes koordinacios mod van jelen (31.
abra), ahol mind a harom hisztidin imidazolnitrogénje részt vesz a fémion
megkotésében. A CuoLH s részecskében vegyes koordinaciés mod van jelen
[3 N7, N(Im)] + [2 N7, N(Im)]. Az Ac-HGGGHGH-NH; ligandumnal kialakuld
CuzLH_s 6sszetételii komplexben [N(Im), 3 N7] + [3 N7, N(Im)] koordinacios mod
feltételezhetd.

4.2.3. A Cu,Zn-SOD enzimet modellezé peptidek Ni(IT)-komplexei

A két és harom hisztidint tartalmazé ligandumok Ni(Il)-ionnal valo
komplexképzddési  folyamatait tanulméanyoztuk pH-potenciometrids és
spektroszkopias modszerek segitségével. A mérések soran a fémion-ligandum
aranyat 1:3 és 2:1 kozott allitottuk be.

A 32. koncentracio-eloszlasi gorbe jol szemlélteti, hogy a két és harom
hisztidintartalmu ligandumoknal a komplexképzodés egyarant pH > 5 felett
kezdédik el. A Cu(Il)-ionok mellett a Ni(ll)-ion szamara is a hisztidin
imidazolnitrogénje viselkedik horgonydonorként. Ebben a pH-tartomanyban a fent
emlitett csoportok deprotonaléodnak és koordindlodnak a nikkel(Il)ionhoz NiL
Osszetételi kettd, illetve harom imidazol-koordinacioju, makrokelat szerkezetii
részecskét képezve. Ezek a komplexek uralkodoak gyengén savas kozegben, de
nem elég nagy stabilitdsuak ahhoz, hogy megakadalyozzdk az amidnitrogének
deprotonalodasat, igy az a pH emelésével bekovetkezik. Ahhoz viszont elég nagy
stabilitast mutatnak, hogy a fémion hidrolizisét elkeriiljiik ligandumfelesleget

Ni(l)% pngire+ Ni(I)% Nj12+
100% 1 (Ni) 100% [NT]
90% 1 90% A
80% - 80%
70% 4 70% A
60% A 60%
50% 50% A
40% A 40%
30% 30% A
20% A 20%
10% 10% A

0% 4 0%

[NiLJ* [NiLH_;]-

[NiLJ2*
[NiLH_]-

32. abra: Az-Ac-HAAH-NH; (a) és az Ac-HAAHGH-NH; (b) koncentrdcio-
eloszlasi gorbéje 1:1 fémin ligandum ardnynal c(L)=c(Ni(11))=1-10" M

tartalmazo ¢és ekvimolaris oldatokban. Az Ac-HXHZH-NH peptidekkel
ellentétben a vizsgalt pH-tartomanyban nem képzddik kétmagvi komplex. Az
oldategyensulyi vizsgalatok soran meghatarozott Ni(Il)-komplexekre vonatkozo
stabilitasi allando értékeit tartalmazza a 13. tablazat, kiegészitve néhany irodalmi
adattal. A két és harom hisztidint tartalmazo peptidekkel képzett NiL komplexek
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stabilitdsa nagyobb, mint az egy hisztidint tartalmazokra jellemz6 érték (6.
tablazat). Ez azt mutatja, hogy ezekben a részecskékben a komplexképzddés soran
az Osszes imidazolcsoport deprotonalodik ¢és koordinalédik a fémionhoz.
Osszehasonlitva a vizsgalt tobb hisztidint tartalmazé peptidek ML komplexeinek
stabilitasat az mondhat6 el, hogy a Ni(Il)-komplexek ezattal is kisebb
stabilitasuak, mint a Cu(ll)-komplexek, ami megfelel az Irving-Williams sornak.
A hérom hisztidint tartalmazo6 ligandumok koziil az alternald pozicidban hisztidint
tartalmazo ligandumokkal képzodik a legnagyobb stabilitasi NiL komplex. A
hisztidinek tavolsagat novelve csokken a stabilitasi allando értéke. Az is
megallapithato, hogy nemcsak a hisztidinek ko6zotti aminosavak szamatol, hanem
a tipusatol is fiigg a képz6dé komplex stabilitasa. Minél nagyobb térkitoltési
csoportot tartalmaz a hisztidinek kdzotti aminosav, annal kisebb stabilitdsu ez a
komplex.

13. tablazat: A Ni(Il)-peptid rendszerekben képz6dé komplexek stabilitasi
allandoi (I = 0,2 mol/dm®, T = 298 K)

£ T Z ? - T
02|36 |3 3. 2
T < I I I I 5
2 o 2 g g o | 82| I
T e T < < 0] I >
2 S & T T I |2 T
MR EREEEENEEE g
. 10,55 10,70 10,76 10,66
NiLH - - - ! ! ! ! 10,83
4) ) (4) (4)
. 458 4,79 4,79 4,65
NiLH 3,90 (2 3,70 3,67 ) ) ) ) 4.8
@ @ |l ®w | @ | @
NiLH-1 - - - - - - - -
. -13,56 -12,90 | -12,26 | -12,43 | -12,79
NiLH- ' - - ’ ’ ’ y | 1259
2 ®) ) ®) 3) 3)
i -22.48 -2261 | -21,21 | -21,37 | -21,46
NiLH-: ! -21,81 | -23,62 ! X ! ! -22,04
’ &) ) (6) 3) )
Ni2LH-2 - - - - - - - -8,91
Ni2LH-4 - - - - - - - -25,73
NizLH s - - - - - - - -35,64
pK12(NY) 8,83 8,5 9,1 8,74 - - - 8,70
pKs(N-) - - - 9,71 - - B 9,45
PKatlag(N7) - - - - 8,74 8,78 8,70 6,03

Az  Ac-HAAHVH-NH; ligandumnal az els6 két amidnitrogén
deprotonalodasa egy 1épésben jatszodik le (13. tablazat utolso elotti két sora) és
NiLH_, 0Osszetételi részecske képz6dik. A  harmadik amidnitrogén
deprotonalodasa és koordinalddasa az el6z6 1épéstdl elkiiloniilten zajlik. Ez arra
utal, hogy a NiLH-> komplexben egy stabilizal6 tényez van jelen, ami elésegiti
az els6 két amidnitrogén egy 1épésben torténd deprotonalodasat, és akadalyozza a
harmadik amidnitrogén deprotonaldodasat. Ezek alapjan feltételezhets, hogy
[N(Im), N, N7, N(Im)] donorszetten keresztiil torténik a fémion megkotése. Az
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Ac-HXHZH-NH: ligandumok vizsgalata soran is erre a kdvetkeztetésre jutottak.
105 A két hisztidint tartalmazo peptidnél és a glicint tartalmazoknal az el6z6vel
ellentétben a két amidnitrogén és egy imidazolnitrogén koordinaciojaval kialakulo
komplex kis mennyiségben jelenik meg ¢és a harmadik amidnitrogén
deprotonélodésa, kotddése ezzel a folyamattal atfedésben megy végbe és NiLH 3
Osszetételll komplex keletkezik (13. tablazat utols6 sora). Meglepd modon a glicint
tartalmazo ligandumoknal nem feltételezhetdé az eldbb emlitett mdasodik
imidazolnitrogén stabilizalo hatasa. Ez eredhet abbol, hogy a glicin kis térkitoltése
miatt a molekula flexibilisebb, ami altal neheziti a masodik imidazolnitrogén
koordinacigjat a Ni(Il)-ionhoz. A harom hisztidint tartalmazé ligandumok
amidnitrogénes koordinacioju komplexeinél lehetéség adodik izomer szerkezetek
kialakulasara a kzbenso vagy a C-terminalis hisztidin részvételével. Ahhoz, hogy
megallapitsuk a keletkez6 komplexek szerkezetét spektrofotometrias és CD
spektroszkopias vizsgalatokat is végeztiink.

A 33. dbrdn az Ac-HGGHGH-

180 1 11,64 11,58

160 - / e dose NH: Ni(I1)-ionnal képzett
?128 “on’ o komplexeinek abszorpcios
_5 100 4§ :g:gg :g:gg spektrumat tiintettem fel példaként.
= 80 _gar 813 Elemezve a  spektrumsorozatot
4] ~s32 —sio | lithato, hogy pH 8-ig 370 és 600 nm

20 | 518  —3,37 koriil kis intenzitasu elnyelési savok

0

; ; - ; * | jelennek meg, ami az oktaéderes

300 400 500 600 700 800 L ! o
A (nm) geometriara jellemzé atmeneteket
33. dbra: A Nl(”)AC'HGGHGH'NH2=11 tikrozi. Savas’ enyhén lﬁgos
aranyu rendszer abszorpcios spektruma

kozegben a  csak  imidazol-
koordinacioji NiL komplex uralkodé az oldatban és az emlitett kis intenzitasu

atmenetek ezen komplexek oktaéderes geometriajara utalnak. A pH emelésével
extra lugfogyaszté folyamatok mennek végbe, ami az amidnitrogének
deprotonalodasat és koordinaciodjat jelenti. Ezzel parhuzamosan a spektrumban
egy intenzivebb elnyelési sav jelenik meg 440 nm-nél, ami a komplexek
siknégyzetes voltara utal. A harom hisztidint tartalmazé ligandumoknal a fent
emlitett sav 480 nm koriil 1évé vallal egésziil ki. Korabbi vizsgalatok soran
megallapitottdk, hogy a tobb hisztidint tartalmazo6 ligandumoknal ez a megjelend
vall izomer szerkezetek jelenlétére utal.’® Ezek alapjan az altalunk vizsgalt
ligandumok NiLH_> ¢és NiLH 3 0Osszetételi részecskéinél is feltételezhetd
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koordinacids izomer jelenléte. A

; o ) ) 12 4 268 577
feltételezett koordindcidos modok és 724 799

‘s - -813  —831
szerkezetek  aldtamasztisaira CD 07 ] 850 876
spektroszkopids  vizsgalatokat s *gg‘é *?:02?1

—10,52 —11,30
aranyara is tudtunk kdvetkeztetni. ==
A Ni(ll):Ac-HGGGHGH-
NH,=1:1 ardnyu rendszer pH-fiiggd
CD  spektrumardl (34,  dbra) | 08°

£ .
végeztiink, amelybdl az izomerek -; 02 1\

o

4

leolvashaté, hogy pH 8-ig nincs CD 34. abra: ANi(1):Ac-HGGGHGH-
ktivitds, ami megerdsiti azt a NH=1:1 ardnyi rendszer pH-fiiggd CD
a > g spektruma

feltételezést, hogy a NiL komplexek
oktaéderes geometriaval rendelkeznek. Majd pH > 8 felett az amidnitrogének
belépnek a koordinacios szféraba, ezt mutatja, hogy ~410 nm és ~485 nm-nél két
ellentétes elojelit Cotton effektus jelenik meg, és a pH tovabbi emelésével
ndvekszik az intenzitasa. pH > 10 felett a CD gorbék intenzitasaban sincs valtozas,
ebben a pH-tartomanyban a NiLH s Osszetételii részecske dominal. Az Ac-
HGGHGH-NH: ligandum Ni(ll)-komplexeire jellemzé6 CD gorbék hasonld
lefutasuak az elobb targyalt liganduméval. Az Ac-HAAHVH-NH; és Ac-
HAAHGH-NH: Ni(ll)-komplexeire jellemzé Cotton effektus eldjele pontosan
ellentétes az el6zokkel, amelyet a 35. dbra mutat be. Az ellentétes lefutas a GXH
szekvenciat tartalmazo6 ligandumok NiLH-3 komplexének CD spektrumaban — a

Cu(ll)-komplexekhez hasonléan — a glicin CD inaktivitasabol  ered.
Osszességében elmondhatd, hogy | 75 4 — Ac-HAAHVH-NH,
ezek a CD paraméterek dsszhangban -~ AcHAAHGH-NH,

Iy - — Ac-HGGHGH-NH,
/% - - Ac-HGGGHGH-NH,
#5%— Ac-HAAH-NH,

vannak azzal a megallapitassal, hogy ‘
L

amennyiben nikkel(Il)ionnal 4N-es | §
koordinacioju komplex alakul ki [N, z
N-, N, N(Im)] koordinéciés moddal, |<
abban az esetben kisebb

{ /. - Ac-HGGH-NH,
hullamhosszaknal = negativ, mig | 50"

- - Ac-HGH-NHMe
A {(nm) — Ac-GTHS-NH,

nagyobb hulldmhosszaknal pozitiv
Cotton effektus jelenik meg a
spektrumban az XZH szekvenciat
tartalmazo peptideknél (ahol X glicin és prolin kivételével barmilyen aminosav

35. abra: A vizsgalt és modellpeptidek
NiLH_3 komplexének CD spektruma

lehet). Korabban vizsgdlt hisztidintartalma ligandumoknal is erre a
kovetkeztetésre jutottak.® 2 A 35 dbra ezen talmenden jol szemléteti a
koordinacids izomerek jelenlétét a csak glicint tartalmazo peptidek esetén. Ezen az
abran feltiintettem a kisebb tagszamu peptidek NiLH 3 komplexének CD
spektrumat is, amelyet a koordinacios izomerek aranyanak megallapitasara
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hasznaltam fel. A modell-ligandumok NiLH-; komplexe CD spektrumanak
megfeleld ardnyt Osszegzésével lehetdség adodott a csak glicint tartalmazd
ligandumok ugyanilyen dsszetételii koordinacids izomerei aranyanak szamitasara.
Pédaként mutatom be a 36. dbran az Ac-HGGHGH-NH; és az Ac-HGGH-
NH. ¢és Ac-HGH-NHMe ligandumok NiLH-; komplexének 51:49 aranyu
Osszegzésével kapott CD
A ; At FA — Ac-HGGHGH-NH
spektrumat, vagyis a kétféle 6.0 - . ——Ac-HGGH-NHi

koordinacios izomer kozel egyenld S eee AGHGH-NHMe

=y
(S}

’
\ ’
’

aranyban van jelen. A megfeleld CD | =35 ! —51:49
spektrumok hasonld 6sszegzésébol f, _

kapott eredmények alapjan az "] NEPELA N .

allapithatd meg, hogy az Ac- |4 25}5 ;310 360".410 #0p 510 560 610

' \

HAAHVH-NH; ligandumnal a N

nikkel(Il)ion a HAAH részhez | -40°" A(nm) 7
koordinalodik, a kdzbensé hisztidin 36. dbra: NiLH_3; komplexek CD spektrumai
a horgonydonor. Az Ac-HAAHGH-NH-nél a fémion teljes mennyisége a HGH
részhez kotodik és a C-terminalis végen talalhato hisztidin a horgonycsoport. A
csak glicint tartalmaz6 peptideknél a kozbens6 és C-terminalis hisztidin ~50:50%-
ban vesz részt a Ni(Il)-ion megkotésében. Ezzel egy trendet is meg tudtunk

’

allapitani az oldallancok fémionmegkotésének befolyasold hatdsarol. Abban az
esetben ha a hisztidinek mellett csak glicint tartalmaz a ligandum, akkor mindkét
kotohely kedvezo a fémion megkotése szempontjabol, nincs preferencia egyik felé
sem. Minél nagyobb térkitoltésii csoportot tartalmaz a ligandum az adott
horgonycsoportként viselkedd hisztidin el6tt a szekvenciaban, annal kisebb a
valészinlisége a fémion kotédésének ahhoz a kotohelyhez. Az oldallanc
valtoztatasaval szabalyozhatova valik a Ni(Il)-ion kedvezményezettsége az egyes
kotohelyek felé a peptidekben.

4.3. A Cu,Zn-SOD enzimet modellezé peptidek Cu(IT)-komplexeinek redoxi
sajatsagai

Az oldategyensulyi és spektroszkopias vizsgalatokbol a multihisztidin
peptidek Cu(ll)-komplexeinek stabilitasat és szerkezetét adtuk meg, aminek
eredménye azt mutatta, hogy az oldatban kialakuld6 komplexek a Cu,Zn-SOD
enzim aktiv centrumanak megfelelé szerkezeti modelljei lehetnek. Ennek
ismeretében meghataroztuk a tobb hisztidint tartalmazé ligandumok Cu(Il)-
komplexeinek redoxi paramétereit. A ciklikus voltammogramrdl leolvasott
paraméterekbdl szamitott redoxipotencial értékek informacioét adhatnak ezen
Cu(I)-komplexek varhatdo SOD aktivitasarol.

Korabban a kutatocsoportunkban mar tanulmanyoztak hisztidintartalma
ligandumok Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeinek redoxi sajatsagait.'?® Ennek
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soran modszert fejlesztettek ki a kistérfogatu cellaban torténé mérésre, és
meghataroztak az optimalis koriilményeket (fémion-ligandum arany, minta
térfogat). Igy a vizsgélataink soran a korabbi eredmények alapjan kialakitott
technikat alkalmaztuk. A redoxipotencialok meghatarozasa el6tt a szabad
ligandumokat is vizsgaltuk a valasztott fesziiltségtartomanyban. Minden esetben
azt tapasztaltuk, hogy nem kapunk sem anddos sem katodos csticsot, ami arra utal,
hogy ezek a peptidek nem redukalodnak és nem oxidalodnak a valasztott
fesziiltségtartomanyban. A komplexek mérése el6tt, elészor az eloszlasi abrakat
(37. dbra) készitettiik el, Cu(II)-ligandum 1:8 aranyra, hogy megnézziik mely pH-
kon érdemes a mérést végezni. Ligandumfelesleget azért kell alkalmazni, hogy
értékelhetd voltammogramokat kapjunk.

%%52)% [Cul** [CuL]* [CuL,** [CuLH_g

90% A
80% A
70% A
60% A
50% A
40% A
30% A
20% A
10% A
0%

pH a,
cu(l)% cu(in% -~
100% - [Cu]? 4 ICULH—3]7 100% - Cu]2+ [cuL]2+ [CuLH_;]
90% - [CuL] 90% - 3
[CullH_;] o ul{H]
80% 4 \[CuLHJ3 80% -
70% - 70% - .
60% - 60% - CuLH.,
50% - 50% -
40% - 40% - CuLH_j]
30% - 30% -
20% - 20% -
10% A 10% A u,LH_ -
0% : \— ; 0% T \—/ : T : 7 ; T
3 4 5 6 7 8 9 10 11 3 4 5 6 7 8 9 10 M
pH pH
b, Cl
cu(ly% cu(i®% ~
100% 1~ [Cu]?* [CuLH_J- 100% —LCul* [CuLH_;]
90% A CulL]* CullH 90% A »
80% A CLII:LH]:‘]* ULH[]" -l 80% A
70% A -1 70% -
60% 60%
50% o 50% A
40% - 40% -
30% A 30% -
20% A 20% -
10% 4 10% 4
0% . f + T T 7 v > 0% A
3 4 5 6 7 8 9 10 M 3 4 5 8 7 8 9 10 M
pH pH
d e

37. dbra: Cu(ll):ligandum=1:8 rendszerben (a, Ac-HAAH-NH,, b, Ac-HAAHVH-NH,, c,
Ac-HAAHGH-NH,, d, Ac-cHGGHGH-NH, e, Ac-HGGGHGH-NH,) képz8dd komplexek
eloszlasi gorbéi a pH fiiggvényében (C cugny= 1-102 mol/dm?, ¢,=8-10"2 mol/dm®)
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Az eloszlasi abrakon bejeldltem azokat a pH-kat, amelyen a mérések
késziiltek. Olyan pH-értékeket igyekeztiink beallitani, hogy egy adott komplex
legyen tulnyomo tobbségben jelen az oldatban. pH 5-8 kozotti tartomanyban
tanulmanyoztuk a vizes oldatokban képz6dé Cu(ll)-komplexeket. Korabban a
hisztidintartalmu ligandumok vizsgélata soran a CuL, illetve Cul. Osszetételii
komplexek vizsgalatara helyezték a hangsulyt, mivel ezek szerkezete hasonlit a
legjobban a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumara. Mi Kkiterjesztettiik a
vizsgalatainkat a koordinacidos szféraban az imidazolnitrogén mellett
amidnitrogént is tartalmazé komplexekre is. Kivancsiak voltunk arra, hogy
meghatarozhatok-e azoknak a komplexeknek a redoxi paraméterei, és ha igen,
akkor azok milyen fesziiltségtartomanyba esnek. A 38. dbrdan Cu(ll):Ac-
HAAHGH-NH,=1:8 aranyu oldatanak kiilonb6z6é pH-értéken felvett CV gorbéi
lathatéak. A 38. dbra egyrészt jol

. —pH=4,49 [CuLHP* (=500 | (uA)
szemlélteti azt, hogy a képz6dd | --pH=555 [CuL]

CuLH; és CuLH, Osszetételii | ~PH=7.24 [CulH "
. . .. . | —pH=822 [CuLH]
részecskék voltammogramjait is

tudtuk rogziteni, masrészt hogy
deprotonalodés hatdsara, vagyis az
amidnitrogének szamanak

novekedésével a redoxipotencial
értéke csokken. A kiilonb6z6
Cu(ID-ligandum rendszerekben 38. dbra: Cu(Il):Ac-HAAHGH-NH,
mért ciklikus voltammogramokat a rendszer voltamrr’tog’ramjai kiilonbozo pH-
CACYVO programmal kiértékelve erickeken

a 14. tablazatban 1év6 eredményekhez jutottunk. A kapott formalpotencial értékek
(14. tablazatban a kiemelt oszlop) a két és harom imidazol-koordinacioju

komplexekben eltérést mutatnak, ahol harom imidazolnitrogén van a koordinacios
szféraban — harom hisztidint tartalmaz6 ligandumnal —, ott kisebb értéket mértiink.
Ez 6sszhangban van azzal, hogy [2 N(Im)] koordinacios modi komplex stabilitasi
allanddja kisebb, mint a [3 N(Im)] koordinacioju CuL komplexé. A mérési
eredményekbdl az is megallapithatdo, hogy a két cstics kozotti kiilonbség
nagyobbnak adddott, mint a 0,059 V elméleti érték. A Cu(Il)-komplexekre
altalaban az elméletitdl eltérd, nagyobb érték a jellemz6, az irodalomban
elfogadott érték 180 mV koriilinek tekinthetd. A nagy cstcstavolsagok oka lehet
az, hogy az elektrod feliiletén lasst elektrontranszfer folyamat jatszodik le. Egy
nagyobb komplexmolekula diffizioja az elektrod feliiletéhez valoszintileg sokkal
lassabb, mint egy kisebb részecskéé, illetve a réz(Il)ion koordinacidjakor 1étrejovo
komplexnek a geometriajat a redukcié folyamata soran nehezebb megvaltoztatni.
A geometriavaltas nehézsége abbol addodik, hogy a Cu(ll)-komplexek altalaban
tetragonalisan torzult oktaéderes elrendezddésiiek, mig a Cu(l)-komplexek torzult
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tetraéder, linearis vagy sikharomszoges szerkezetiiek lehetnek. A katodos és az
anodos csticsaramok aranya kozel van az egyhez. A AE ¢és az I./lx paraméterek arra
utalnak, hogy egyelektron-atmenettel jaro, kvazireverzibilis folyamat jatszodik le
és Cu(Il)>Cu(l) atalakulds valosul meg. Az altalunk kapott redoxipotencial
értékek jo egyezésben vannak a kordbban vizsgalt rendszerekben létrejévo
komplexek Cu(II)/Cu(l) elektronatmeneteire jellemzd értékekkel. 134-1%

14. tablazat: A Cu(Il): ligandum 1:8 aranyu rendszerekben képzédd Cu(Il)-
komplexek redoxi paraméterei

. Ik la AE Eipo E°
Ligandum | Komplex | pH @A) | @A) V) la/ 1k V) V)
CuL |[516 ] -300 | 2,78 | 0,210 | 0,93 | 0,185 | 0,395
AC':'S?H' CuL, |7141] -297 | 259 | 0,245 | 087 | 0,113 | 0,323
CuLH., [812| -162 | 1,98 | 0,325 | 1,22 | 0,039 | 0,249
A CuLH [424| -1,12 | 1,01 | 0,323 | 0,90 | 0,126 | 0,336
H AAﬁNH CuL [569]|-121| 166 | 0503 | 1,37 | 0,033 | 0,243
NH, CuLH, |761| -165 | 1,69 | 0,459 | 1,02 | -0,051 | 0,160
CuLH, |872| -1,17 | 1,07 | 0,491 | 0,91 | -0,093 | 0,118
CuLH |449]| -441 | 316 | 0437 | 0,72 | 0,119 | 0,329
H AQ‘_"'GH_ CuL |[555]| -374 | 369 | 0414 | 099 | 0,054 | 0,264
NH, CuLH, | 724 -362 | 3,38 | 0428 | 0,93 | -0,031 | 0,179
CuLH, [822| -153 | 1,44 | 0,386 | 0,94 | -0,042 | 0,168
Ac- CuL 6,00 | -2,85 | 2,79 | 0,268 | 0,98 | 0,075 | 0,285
HGGHGH- | CuLH. | 6,80 | -2,79 | 2,64 | 0,268 | 0,95 | 0,025 | 0,235
NH, CuLH, |814 | -156 | 1,67 | 0,278 | 1,07 | -0,020 | 0,190
Ac- CuLH [5,00 ]| -325 | 3,38 | 0,274 | 1,04 | 0,154 | 0,364
HGGGHGH- | CuL |[560] -3,36 | 3,19 | 0,269 | 095 | 0,116 | 0,326
NH, CuLH; |6,80 | -327 | 2,56 | 0,339 | 0,78 | 0,041 | 0,251

A 15. tablazat az altalunk mért és a korabban meghatarozott CuL komplexek
formalpotencial értékeit tartalmazza, kiegészitve a komplexek stabilitasi
allandoival. Megallapithat6, hogy a Cul komplexek stabilitasi allandojanak
novekedésével a redoxipotencial értéke csokken. Az altalunk vizsgalt
rendszerekben képz6dé imidazol-koordinacidju komplexek beleillenek a korabban
a CuL komplexek formalpotencial értékeire meghatarozott trendbe. Ezekre a
rendszerekre is igaz az, hogy minél stabilisabb a keletkez6 komplex, annal
nehezebben lehet azt redukalni, és a formalpotencial érték annal kisebb. Ezt a
feltételezést megerdsitik a BIMA szarmazékokra kapott elektrokémiai
paraméterek is. Ezen ligandumok esetén kialakulé [4 N(Im)] koordinaciojt
komplexek stabilitasa joval nagyobb, mint egy négy hisztidint tartalmazo peptid
CulL komplexének stabilitdsa. Ezzel parhuzamosan a BIMA szaramzékok
redoxipotencial értékei is sokkal kisebbek (0 V koriiliek), ami a merevebb
szerkezetnek koszonhetd. SOD modell szempontjabol a Cul komplexek a
meghatarozoak, mert ezek szerkezete hasonlit a Cu,Zn-SOD enzim aktiv
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centrumahoz. ~250-350 mV tartomanyban van a formalpotencial értékiik és
viszonylag kénnyen redukélhatdk. Ezek alapjan j6 SOD modellek lehetnek, mert
az Oy elbontasahoz sziikséges potencidltartomanyba esnek az értékek.
Ugyanakkor az amidnitrogének koordinacidjaval kialakulo6 CulLH-;, CuLH-;
komplexek formalpotencial értékei is pozitiv tartomanyban vannak, ez abbdl
adodhat, hogy ezekben is torzult geometria feltételezhetd, aminek kdvetkeztében
a szuperoxid gyokanion bekotddése konnyebbé valik. Ez a pozitiv redoxipotencidl
érték figyelemre mélto, mert altalaban a Cu(Il)-peptid rendszerekben képz6do,
amidnitrogének koordinacidjaval kialakuldo komplexekre joval kisebb (negativ)
redoxipotencial értékek jellemzOk.!”® Ahhoz, hogy megéllapitsuk, hogy a
komplexek valoban jo SOD modellek-e, nem elegendd a redoxipotencial értékét
ismerni, meg kell mérni a SOD aktivitast is. igy a kovetkezd célunk a Cu(Il)-
ligandum rendszerekben képz6dé komplexek SOD aktivitasanak meghatarozasa
volt.
15. tablazat: A CuL komplexek IgP és E° értékei
Ligandum 1gp E° (V)
Ac-HVVH-NH'% 5,79 0,389
Ac-HGGH-NH!?¢ 5,97 0,39
Ac-HAAH-NH: 6,08 0,397
Ac-HHVGD-NH!2¢ 6,24 0,346
Ac-HGH-NHMe!?® 6,32 0,351
ciklo(GluGluHm)*34 6,49 0,199
ciklo(AspAspHm)134 6,65 0,229
Ac-HHGH-NHMe!? 7,22 0,313
Ac-HGGGHGH-NH: 7,38 0,326
Ac-HVHGH-NH'% 7,78 0,311
Ac-HAHPH-NH,!2 8,01 0,244
Ac-HAHVH-NH'% 8,08 0,295
Ac-S2H3-NH'% 8,14 0,293
Ac-HAAHVH-NH: 8,17 0,265
Ac-HGGHGH-NH: 8,22 0,276
Ac-HVHAH-NH'% 8,42 0,253

Ac-HAAHGH-NH: 8,57 0,276
Ac-S3H4-NH,!2¢ 9,29 0,194

4.4. A Cu,Zn-SOD enzimet modellezé peptidek Cu(II)-komplexeinek SOD
aktivitasa

Az 6t- és hattagt peptidek Cu(Il)-komplexeinek SOD aktivitasat hataroztuk
meg, 6,8- és 7,4-es pH-n. A vizsgalt ligandumok az Ac-HAAHVH-NH;, Ac-
HAAHGH-NH;, Ac-HGGHGH-NH,, Ac-HGGGHGH-NH,. Minden esetben 1:10
fémion-ligandum aranynal végeztiik a mérést.
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A SOD aktivitds mérését HPOs~ - HPO4* pufferben hajtottuk végre,
amelyben a teljes foszfation koncentracio jelentdsen nagyobb a liganduménal, igy
a vizsgalt oldatban nemcsak a peptidek Cu(II)-komplexeivel, hanem a CuHPO,
komplexszel is szamolni kell, és ennek kovetkeztében a komplexképzddés
nagyobb pH-kon kovetkezik be. A 39. dbrdan lathato a vizsgalt ligandumok Cu(II)-
ionnal alkotott komplexeinek eloszlasa, amelyben a fémion-ligandum aranya 1:10,
a rendszer foszfationt (¢ = 0,05 mol/dm?) is tartalmaz és a réz(II)-ion koncentracid
~10% mol/dm®, ami megegyezik a SOD aktivitds mérésénél alkalmazott
koncentraciéval.

Cu(ll)%

100% ~_[Cu]?* [CuLH_,J-
90% A [CuHPO,]
80% -
70% A
60% -
50% -
S0 | [CuLH_,]
30% A
20% - CulL ]
10%
0%

pH
a, Ac-HAAH-NH.
cu(l)% " cu(ly%
100% _LCUF [CuLH_,]- 100% -[Cul*
90% A . 90% A 2
80% - [CuL® CuLH T+ 80% - [Cul]
70% 1 [CuHPO,] [ -1 70%
60% A 60% A
50% - CULH_z] 50% A
40% A 40% A
30% A 30% A
20% - 3+ 20%
10% | [CYHI 10% -
0% - 0% :
3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH
b, Ac-HAAHVH-NH, ¢, Ac-cHAAHGH-NH,
cu(l)% [CuLH_J* Cu(ll)% . CuLH_,J* CuLH_J-
100% 1 JCu?* ' 100% - [Cul? [ 1] L !
90% - [CuLH_,] 90% - [CuLH_;]
80% A [CuL]2* 80% 1 [CuHPO,]
70% A [CU 04] [CULH_:,]* 70% A
60% - a\ 60% A \
50% A 50% A
40% A 40% A
30% 4 30% 4 [C L]2
20% A 20% A
10% A LHJ3Y 10% 1 __{CuLHJ3
0% B 0% 4 N
3 4 5 6 7 8 9 10 11 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH pH
d, Ac-cHGGHGH-NH; e, AccHGGGHGH-NH:

39. dbra: Cu(ll):ligandum=1.10 ardnyi rendszerekben képzédé komplexek
eloszlasi gorbéi a pH fiiggvényében (ccuany= 3-107° mol/dm?, ¢,=2-10"° mol/dm?,
Cfoszﬁjt-ionzs'lo_z m0|/d m3)

76



Csire Gizella doktori (PhD) értekezés

Az Ac-HAAH-NH; ligandum esetén a foszfat-ion nagy mennyisége miatt a
CuHPOQs4 részecske a meghataroz6 az oldatban, a Cu(Il)-peptidkomplexek 6,8-s és
7,4-s pH-n is nagyon kis szazalékban vannak jelen, ezért a SOD aktivitas mérését
erre a rendszerre nem végeztiik el. Az Ac-HXXHZH-NH; ligandumoknal pH ~ 6
koriil a CuL jelentés mennyiségben van jelen az oldatban, pH > 6 felett a CuLH 4,
CuLH_; mennyisége egyre jelentésebb. pH 6,8-nal a CuL mellett a CuLH_; mig
pH 7,4-nél mar a CuLH_, is megjelenik, de a redoxipotencialok alapjan érdemes
volt megmérni ezen a pH-n is a SOD aktivitast. Az Ac-HGGGHGH-NH; Cu(ll)-
ionnal alkotott CuL komplexének kisebb stabilitasa miatt a komplex pH ~ 6 koril
is kis mennyiségben van jelen, igy 6,8-s pH-n a CuLH_; és 7,4-s pH-n a CuLH_4,
CuLH_; komplexek SOD aktivitasa mérhetd. fgy ezeknek a részecskéknek az
aktivitasat hataroztuk meg az irodalomban is hasznalt két pH-n.

A SOD-aktivitas mérése soran az abszorbanciavaltozast nyolc perces
id6intervallumban vizsgaltuk, a 04
teljes protokoll leirdsa a 3. 0,3 1
Kisérleti koriilmények  és 03 1 y=0,0264x + 0,190
alkalmazott mddszerek fejezet 7. | 02 1
pontjaban talalhato. Az elsé | 02 -

y =0,0166x + 0,1632

Komplex

, . Vak minta

négy percben a vak minta 01 1

abszorbanciavaltozasat mutatja 0.1 1

a40. dbran a fekete négyzetekre 00 —— e
o 1 2 3 4 5 6 1 8

fektetett egyenes. Ugyanezen az id6 (perc)

abran a kovetkez6 négy perchez 40. abra: Az abszorbancia valtozdsa az ido

rendelhetd a komplex \fiiggvényében egy adott koncentrdciora, 4 percig

abszorbanciavaltozasa. ami a a vakproba, majd utana a komplex vizsgadlata
(Cu(Il):Ac-HGGGHGH-NH: rendszer, pH=6,8)

sziirke haromszogekre fektetett

egyenes, és lathatd, hogy eltér a vak minta meredekségétél. Az egyes egyenesek
AAVE A komplex

meredeksége rendre t , t . Ezeket az értékeket behelyettesitve az

inhibiciés egyenletbe (25. egyenlet), kiszamithaté az egyes Cu(IT)-komplex

koncentraciokhoz tartozoé inhibicio.

crer

abrazolva a 41. abran lathatod inhibicids gorbékhez jutunk. A telitési gorbek jol
szemléltetik az eltérd inhibicios értékeket a Cu(ll)-His-BIMA 3:2 arany, a Cu(ll)-
HPO4? és a Cu(I)-peptid 1:10 aranyt rendszerekben kialakulo komplexek kozott.
Az altalunk vizsgalt Cu(Il)-komplexek 1Cso értéke hasonld az imidazolatohidas
komplex SOD aktivitasahoz és a CuHPO. komplextél joval nagyobb aktivitast
mutatnak.

Mas kutatocsoportokban vizsgalt Cu(Il)-komplexek 1Cso értékét nehéz
Osszehasonlitani a sajat mérési eredményeinkkel, mert ugyanarra a rendszerre
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kapott  kiilonbozo 100,0% |

5 90,0% BT g ]
modszefekkel o !: *’-. R = R
meghatarozott SOD- O e e

c e 70,0% - 2 AT e
aktivitas adatok | w00 ‘/;%”‘3’? ...................

S U,O"o 4 ‘ S e
eltéréek  lehetnek. | o A
T 50.0% 57 T Cu(ll):His-BIMA=3:2
Ha a Cu,Zn-SOD 2 40,0% | Al = Cu(ll):Ac-HAAHVH-NH,
enzimet vessziik | £ a00% f . =27 Cu(ll):Ac-HAAHGH-NH,
. . + -- Ac .

peldakent, abban az 20,0% - h..'.'_. Cu(ll):Ac-HGGGHGH-NH,

th . 100% B = Cu(ll):Ac-S3H4-NH,
.ese en ) IS aZ D’oo/ ‘_\‘ """ CU(")POR
irodalmi ICs0 "0.0E+00 1,0E-07 20E-07 3,0E-07 4,0E-07 50E-07 6,0E-07 7,0E-07
CI’tekek 0,001'0,4 C‘Cu(")'komplex) (M)
uM  tartomanyban 41. abra: Az altalunk vizsgalt és korabban meghatarozott
mozognak  mérési rendszerek inhibicios gorbéi, az egyes vonalakon a
koriilménytol kiilonbozd jelzések a mérési pontokat jelolik (pH=7,4)
fliggBen, 101, 147, 151, 193, 199-201 Fzért 3 jobb Osszehasonlithatosag érdekében relativ

aktivitas értékeket szamoltunk a 27. egyenlet segitségével.
Az altalunk meghatarozott inhibicio és relativ aktivitas értékeket kiemelve a
16. a, b tablazatban tiintettem fel, és ezek mellett szerepel néhany irodalmi adat is.

16. a tablazat: Az altalunk vizsgalt Cu(Il)-komplexek SOD aktivitasa, néhany

irodalmi adattal kiegészitve (pH 6,8)
Relativ .
Komplex 1Cso | tivitas |Részecskek | <o0rdinacios
(M) 0 mod
(%)
Cu,Zn-SOD¥?7 0,0028 100 - -
Cu(I1)-HPO2 27 0,30 0,92 - -
Cu(I1)-Ac-HAAHVH-NH: | 0,10 2,76
Cu(ll)-Ac-HAAHGH-NH, | 0072 | 301 CuL 3N(Im)
Cu(l)-AcHGGHGH-NHz | 031 | 089 | cyin, | 2n(m)N-
Cu(l)-Ac-HGGGHGH-NH: 0,071 3,95
Cu(l)-Ac-HGGH-NH,17 0,27 1,11 cuL 2 N(Im)
Cu(I)-Ac-HVVH-NH,7 0,20 1,50 cuL 2 N(Im)
CuL 2 N(Im)
- - - 197
Cu(ll)-Ac-S1H2-NH: 0,21 1,43 CuLH.1 2 N(Im), N-
CuL 3 N(Im)
- - - 197
Cu(Il)-Ac-HHGH-NH2 0,17 1,76 CuLH.1 2 N(Im), N-
CuL 3 N(Im)
- - - 197
Cu(ll)-Ac-HAHPH-NH: 0,12 2,50 CuLH.1 N(Im), N-
CuL
- - - 197
Cu(1l)-Ac-S2H3-NHz 0,24 1,25 CULH 3 N(Im)
Cu(11)-Ac-S3H4-NH,197 0,11 2,73 cuL 4 N(Im)
cu(ll)--Ala-BIMA 0,12 2,39 CuL> 4 N(Im)
Cuzl2H-2; |2N(Im), N-, NH2
_ _ 127
cu(11)-Gly-BIMA 0,27 1,04 Cuta . |3NGM). N- NHs
Cu(I1)-Ac-HHGH-OH% 0,13 3,46 CuL 3N(Im)
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16. b tablazat: Az altalunk vizsgalt Cu(Il)-komplexek SOD aktivitasa, néhany
irodalmi adattal kiegészitve (pH 7,4)

Ic Relativ
Komplex | aktivitds | Részecskék |Koordindcios méd
(M) 0
(%)
Cu,Zn-SOD? 0,0044 | 100 - -
Cu(l1)-HPO2 7 0,34 1,30 - -
-Ac- - 0,077 5,69
cu(l)-Ac-HAAHVH-NH. , , - 3 N(Im)
Cu(I)-Ac-HAAHGH-NH, | 0,048 9,16 CuLH.1 2N(Im), N-
CuLH-. 2 N(Im), 2N~
Cu(I)-Ac-HGGGHGH-NHz | 0,082 | 5,34 2 (Im)
AN(Im) +
Cu(l)-His-BIMA (3:2)27 | 0,070 6,27 CuslzH 4 | imidazolatohid-
hid
Cuzl2H-2,
cu(l1)-His-BIMAX 0,64 0,69 Culz, | 2N(Im), N-, NHz
Cul2HA
CuLH; 2N(Im)
_ _ 127 ’
Cu(l)-Gly-BIMA 42 1 010 o, | aN(im), N NH
Cu(l1)-Ac-S3H4-NH,17 0,046 9,56 CuL AN(Im)
Cu(ll)-Ac-HPHH-NH, 1-11%¢ | 0,26 3,23 CuLH1 N, 2N(Im)
CuLH-z; 2N(Im), 2N~
- - - 197
Cu(l)-Ac-HGGH-NH; 0,38 1,16 CULH N(Im), 3N-
Cu(l)-Ac-HVVH-NH1 0,63 0,70 CuL 2 N(Im)
Cu(l1)-Ac-S2H3-NH,17 0,15 2,93 CulH 3N(Im)
Cu(l)-Ac-HVH-NH,% 0,16 0,70 CuLH 2 2N(Im), 2N-
CuLH-1;
- _198 y _
Cu(I)-HVH 1-1 0,20 0,60 CuLH . | 2N(m), N7 NH,

crcr

Az imidazol-koordinaciéji CuL komplex — mely potencialis SOD modell —
mellett kis mennyiségben megjelenik a CuLH_; &sszetételtt komplex is pH 6,8
értéken, igy az aktivitashoz ez is hozzajarul. A kiilonbség az egyes ligandumoknal
a komplexek koncentracidjaban mutatkozik meg. Az Ac-HAAHVH-NH,, Ac-
HAAHGH-NH; ligandumoknal nagyobb mennyiségben van jelen a CuL, mint a
CuLH.1. Az Ac-HGGGHGH-NH;nél ez az arany megfordul és a CuLH
részecske lesz a dominans. Az aktivitas értékek koziil ebben a rendszerben
mutatkozik nagyobb aktivitas a tobbihez képest. Az Ac-HGGHGH-NH; Cu(ll)-
komplexeire kapott relativ aktivitds a masik harom peptidhez képest kisebb.
Osszességében az megallapithatd, hogy azoknal a ligandumoknal, ahol szamottevd
mellett, abban az esetben nagyobb aktivitas mérhetd. Meg kell azonban jegyezni,
hogy hasonl6 aktivitast mutatnak az irodalomban leirtakkal, kiugré értéket egyik
esetben sem hataroztunk meg. 7,4-s pH-n a CuL, CuLH_; mellett a CuLH is
megjelenik, igy az aktivitas ezekhez a részecskékhez rendelhetd. Az eredmények
azt mutatjak, hogy a harom hisztidint tartalmazé ligandumok egy és két
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amidnitrogénes koordinacios modu részecskéinek jelenléte nemhogy csokkentené,
hanem noéveli a SOD-aktivitas értékét. Erre magyarazatként szolgalhat az, hogy
ezekben a komplexekben feltételezhetd az N-terminalis végen talalhato hisztidin
imidazolnitrogénjének axidlis koordinacidja, azaz a kialakuld részecskék torzult
sz“er”kez.etuek, igy ezc?khez js ke'pes /~NH
kotédni a szuperoxid gydkanion. N

pH 7.4-en az Ac-S3H4-NH; HN/\ @N-‘ ::2/
“Cu¢’

kiugréan nagy aktivitasat azzal 0o —N_ N T NHS
magyaraztak, hogy a réz(Il)ion N \::Cljz" N
négy imidazolnitrogénen keresztiil : SN
N---Cu?* N N= o)
kotddik a komplexben. Ez a 2N U @) k/
I ) .: SN
koordinacios mod kedvezo, mert a = N\

gyengébb  ekvatorialis  térnek HN\/N
koszonhetden a fémceentrum jobban
hozzaférhetévé valik a szuperoxid
gyokanion szamara.'®t A His-
BIMA Cu(ll)-ionnal képzett CusL.H 4 komplexe szintén a korabbi eredményektol
eltéréen nagyobb aktivitast mutat. Ebben a részecskében imidazolatohid van jelen

42. dabra: His-BIMA Cu(ll)-ionnal képzett
CusloH-4 komplexének sematikus szerkezete

(42. dbra), ami a természetes enzimben is megtalalhat6. Ez az eredmény azt
tamasztja ald, hogy valoban van 0sszefliggés a komplex szerkezete és enzimutanzo
aktivitasa kozott. 7,4-s pH-n az altalunk vizsgalt hat- és héttagn peptidek Cu(II)-
komplexei méas peptidek ICso értékénél jelentOsebb aktivitdst mutatnak, viszont
hasonlé aktivitast mutatnak a Cu(Il)-His-BIMA 3:2 aranyu rendszerben keletkez6
imidazolatohidas komplex és a korabban meghatarozott Cu(Il)-Ac-S3H4-NH;
rendszerben képzodo Cul ICsp értékével (16. b tablazat).

Osszességében megéllapithatd, hogy pH 6,8-nal a Cu(Il)-komplexek nem
mutatnak kiugro aktivitast. Ezzel ellentétben pH 7,4-nél, ahol a keletkezd
komplexekben az amidnitrogén is részt vesz a koordinacioban jelentésebb SOD
aktivitast kaptunk. Ez 6sszhangban van azzal a tapasztalattal, hogy a komplexekre
jellemz6 redoxipotencial értékek a pozitiv tartoméanyba esnek. Feltételezhetd, hogy
az amidnitrogének részvételével kialakuld6 komplexekekben a lanckdzi
imidazolnitrogén koordinacidgja a komplex geometridgjanak torzulasat
eredményezi, és az N-termindlis hisztidin imidazolnitrogénjének axidlis iranyu
koordinacidja csokkenti a komplex merev szerkezetét. Ezzel noveli a Cu(Il)-
komplexek redukalhatosagat (megfelelé kornyezetet kialakitva a Cu(I)-ionok
szamara), illetve a O, k6tédésének lehetdségét a fémcentrumhoz.

Ezek az eredmények is azt mutatjak, hogy olyan Cu(ll)-komplexek lehetnek
alkalmasak a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak modellezésére, amelyek
torzult geometriaval és kevésbé merev szerkezettel rendelkeznek. A komplexben
az imidazolatohid jelenléte is noveli az aktivitas értékét. Tovabba a komplexek
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redoxipotencial értékeinek pozitiv tartomanyban kell lenniiik. A ligandumokat
tekintve azok lehetnek potencialis SOD-modellek, amelyek hosszabb lancu
peptidek és tobb hisztidint kiillonb6z0 pozicioban tartalmaznak, illetve
szekvenciajukban hidrogénkotés kialakitasara alkalmas oldallancok vannak.

4.5. A human prion fehérje fragmensének és mutansainak oxidacios
vizsgalata

A munka folytatasaként azt néztiik meg, hogy Cu(l1)/H20, hozzaadasaval mi
torténik az egy hisztidint tartalmazé ligandumokkal. A valasztott peptidekben
oxidaciora hajlamos aminosavak vannak, ilyen a hisztidin és a metionin. A
vizsgalat célja az volt, hogy modellezziik az é16 szervezetben lejatszodo oxidacios
folyamatokat. A tovabbiakban szeretném ismertetni az 6t ligandummal végzett
oxidaciods kisérletek eredményét.

Az els6 vizsgalt emberi prion mutans a AAKHA (13. dbra) volt. Az oxidacio
soran tobb termék is keletkezett, amit a 43. dbra szemléltet. A kromatogramon a

dAKHA holtidénél jelentkezd két

180000 - . .,
160000 nagy 1ntenzitasu csucs a
140000 - Na;,EDTA-hoz
S 120000 1 rendelhet, kb. 17 perc
4 100000 1 retencios idénél
g zgggg 1 . megjelenik a ligandum, a
E | 4 n e
40000 v Cq c, kettd kozotti
3 e . .
20000 \J ; MM id6intervallumban lathato
0 ; - - - kisebb intenzitasu csucsok

5 10 15

0 20

idé (perc) az oxidalt termékek.
Ezeket probaltuk LC-MS-
sel azonositani, de tul
kicsi wvolt a jelek
intenzitasa. igy a vizsgalatokat megismételtiik nagyobb mennyiségii ligandummal,
ahol a termékeket elvalasztottuk félpreparativ HPLC-n, igy az egyes cstucsoknal
gyljtott frakciokat vizsgaltuk kiilon-kiilon MS és tandem MS segitségével. Az MS
az oxidacio soran keletkez6 termék pontos tomegét adja meg, mig az elobb emlitett
részecskének a fragmentacios spektrumabol annak Osszetételére/aminosav
szekvencidjara kapunk valaszt.

Az 6t gylijtott frakciobol négy fragmenst sikeriilt azonositani. Az oxidacié soran a
peptidlanc hasadasa kovetkezett be, ahol az azonositott fragmensek a kovetkezok:

43. abra: dAKHA ligandum oxiddcioja soran
keletkezett termékek HPLC kromatogramja

Y3, C4, Cs, C7. Ezek a jelolések a peptidek fragmentdldédasa soran keletkezd
termékeket jelentik, amit a 44. abra mutat be egy tetrapeptid példajan keresztiil.
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Y3 23 Y2 Zz X1 Y1 Z4 Ry Ra R3 R4

ds Xg
O 0]
H [l |H Il
HyN— CHC N CHC (‘DHC N—?H—C—OH
R R R
3 4 o o} 0
Il H Il [ \I
aq

H
cia, by C; a3 b C3 HZN—cl‘,H—c—N—cl:H—c HyN— Cl:HC N— c|:Hc OH
R4 Ry Ry Ry

o bz Y2
Il H H Il H
HoN— SH-C— —N— —GH-C— NH; C | -C—N—{|3H-C—OH
Ry R, Rs Rs
Ca Z;
44, abra: A peptidek fragmentdlo’ddsa soran keletkezo termékek és azok jelolése

rrrrr

kovetkez6 aminosavak kozott megy végbe: a Lys4 és Thr5, Asn6 és Ala7 illetve
Ala7 és LysS.

A 45 dbrdn a C7%* ion MS/MS spektruma lathato, ami konkrét bizonyiték arra,

hogy ez a termék keletkezik. A C7%* ion 393,722 m/z értéknél (szamitott: 393,727
m/z) jelenik meg kétszeres pozitiv toltéssel, amely a kétszeresen protonalt
formahoz rendelhetd. Mindegyik ligandumndal, minden azonositott ion toltése az
MS kériilmenyek soran protonalodott fragmensekbdl ered. Az értékelés soran tobb
iont is sikeriilt azonositani, amelyek azt bizonyitjak, hogy az oxidacio soran a C7°*
ion keletkezett. A vizsgalt termék MS koriilmények kdzott veszit egy ammonia
molekulat, majd ezutdn folyamatosan hasadnak le rola az aminosavak a C-
terminalis vég feldl. Talaltunk egy olyan részecskét is, ahol az N terminalis vég
feldl az Ac-SK lehasad és ez egy 529,311 m/z értékii (szamitott: 529,309 m/z)
egyszeres toltésii molekulaiont eredményez, Ys* ion keletkezik.

Az megallapithatd, hogy ezen ligandum vizsgalata soran a hisztidin oxidécioja
nem kdvetkezett be, ehelyett a peptidlanc hasadt el tobb helyen, ezaltal tobb termék
keletkezett, amelyeket MS és MS/MS segitségével tudtunk azonositani.
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Intens.
12001

+MSMS (393.700)

+

Y5

/

b 56
8001 L2 Ac-SKPKTNA
y 5

-CO-NH,
6001 -2NH,
-CO -NH,

4001 02" \ r

2001 \
+ b6+

OMMAN o hlh, | L L ?5, AN

300 350 400 450 500 550 600 65'30 ?60 m/z

10001

393.722
9
529.311

~ro

45. gbra: A C7% ion fragmentdcioja

A kovetkezd két vizsgalt mutans a dMKHA és dAKHM volt, ezen
ligandumok oxidaciojat egyiitt fogom ismertetni. Az oxidacioé koriilményeit itt sem
valtoztattuk meg. A HPLC-vel torténd vizsgalat soran arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy csak egyetlen termék keletkezett. HPLC-vel a termékek szamat
tudjuk megadni, de arrdl nem ad informaciot, hogy melyik aminosav oxidacidja
megy végbe. A termék Osszetételének megallapitasara szintén MS/MS
vizsgalatokat végeztiink, erre példaként mutatom be a dAKHM+O MS/MS
spektrumat, ami a 46. dabran lathatd. Az 599,826 m/z értéki (szamitott: 599,822)
kétszeres toltéssel rendelkezd csucs jelenti az [y10+O]2+ részecskét. Ennek az
ionnak a fragmentacidja az N-termindlis vég fel6l kezdddik és az aminosavak
fokozatosan hasadnak le a molekularol, és a talalt Y fragmensek mindegyikén jelen

van az oxigénatom. Az utols6 fragmens, [Y1+O]" — ami 165,070 m/z értéknél
detektalt (szamitott: 165,069 m/z) — bizonyitja azt, hogy a metioninhoz
kapcsolodik az oxigén, mert az [Y1+O]" gyakorlatilag az oxidalt metionin.
Tovabba talaltunk olyan tomegvesztést is, ahol CH3SOH 6sszegképletii, 63,998
Da tomegii egység hasadt le az oxigéntartalmu részecskérdl, pl. az 567,826 m/z
értéknél megjelend részecske az [y10+O-CH380H]2+ Osszetétellel jellemezheto és
a szamitott m/z érték (567,823) j6 egyezésben van a mért adattal.
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A dMKHA ¢és dAKHM ligandumok molaris tomege megegyezik, egyediil a
metioninok helyzetében van kiilonbség. Ebbol eredendben az oxidacid soran
keletkez6 egy oxigént tartalmazo termék tomege is ugyanannyi mindkét peptidnél.
A dMKHA ligandum oxidacioja soran az [ylo+0]2+ ion 599,824 m/z értéknél
jelenik meg, ami a szérnitott 599, 822 m/z értékkel jo egyezésben van. Ezen ion
oxidacidja kovetkezett be. Az oxigénatomot tartalmazé fragmensek mellett a mar
emlitett 64 Da tomegli egység hasadasa is kimutathatdé volt, ami az &ltalunk
meghatarozott és mdas kutatocsoportok eredményei alapjan is a metionin
oxidéciojara utal.?*2 Tovabba olyan fragmenseket nem talaltunk, amely a hisztidin

oxidéaciojat timasztana ala. Azonositottuk a 226,135 m/z értéknél megjelend [Y2]*

fragmenst (szamitott: 226,130), ami a hisztidint és alanint tartalmazza, hozza
kapcsolodo oxigénatomot ellenben nem.

Intens.
2 O .. +MS2(599.800)
[y40+O-CH;SOH] o Y1010l
150+ 3 /
©
o
. 28 | Ac-SPTNAKEHM(O)
100- [y,+O] . [yg+O] 987654321
[y,+O]
/ [ys*+O]
o + O* +
501 S [y,+O] +[y5+ I [vg*O]
3 R [y5+0] [y;+0]
T J{ [y;+O] / \
...J...la.Jnnm N LJIM\. LI Lll.lmLh LL?}L

100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
46. abra: dAAKHM+O MS/MS spektruma

Az irodalomban leirtak alapjan a fémion katalizalt oxidacio oldallanc-specifikus
folyamat és a fémion ko6tédési helyéhez kozeli aminosavak oxidalodnak. Ennek
megfeleléen a koordinacios szféra kozvetlen kozelében 1évé két metionin
oxidalodott a vizsgalt peptidekben.
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A prion fehérje fragmense a AIMKHM, ennek oxidéacidja soran tobb termék is
keletkezett, amit félpreparativ HPLC-vel valasztottunk el egymdastol. Ezeket az
Osszegylijtott frakciokat MS-sel igyekeztiink azonositani. A 47. abran lathatéak

azok a csucsok, amiket
1000000 4 azonositani tudtunk. Az
800000 1 oxidacié  koriilményeit
3 dMKHM+20 mindegyik ligandumnal
EBUOUOO ] dMKHM+O ugy allitottuk be, hogy ne
:E: 400000 4 menjen végbe teljesen az
E dMKHM oxidacio, és a HPLC
200000 4 vizsgalat soran a peptid
0 ] i . . . . , csucsat is lassuk. A 15
8 5 7 9 11 13 15 17 | perces retencids idénél

idé (perc)
47. dbra: A AMKHM oxiddlt termékeinek | Jelenik meg a ligandum,
kromatogramja a 12 perces retencios
idénél  elualddott az

oszloprdl az a termék, ahol a peptiden két oxigén van jelen, 13 percnél az egy
oxigéntartalmi szarmazékot latjuk a kromatogramon. A tomegspektrometrids
analizis utan, MS/MS méréseket is végeztiink, annak érdekében, hogy
megallapitsuk melyik aminosav oxidalodott a peptidben. A két oxigént tartalmazo
részecske tandem MS spektrumabdl (48. dbra) arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy mindkét metioninbol metionin-szulfoxid keletkezett.

A 637,818 m/z értékii csucs (szamitott: 637,821 m/z) kétszeres toltéssel bir, ami
abbol ered, hogy MS koriilmények kozott kétszeresen protonalddik a termék. Ezt

az iont az [y10+20]2+-ként neveztik el és két oxigénatommal tobbet tartalmaz,
mint a ligandum. A fragmentacio soran a két oxigéntartalma ionbol az aminosavak
lehasadésa az N-termindlis vég feldl kezdddik. A kiértékelés soran a paros szamu

y fragmenseket tudtuk azonositani, az [Y4+O]" ionig két oxigénatom van a

részecskén, a szekvencia [MetLysHisMet-NHz+20]". Az Y2 ionon viszont mér

csak egy oxigénatom van, ez [HisMet-NH+0]" 8sszetételnek felel meg. Kordbban
meghatarozott eredmények azt mutatjak, hogy a hisztidin is képes az oxidaciora,
nemcsak a metionin, igy potencialisan a metioninon vagy a hisztidinen lehetne az
oxigénatom. Annak egyik bizonyitéka, hogy csak a metionin oxidalodik a 165,069
m/z (szamitott: 165,069 m/z) értéknél megjelend egyszeres pozitiv toltésii csucs,
ami az oxidalt metioninnak felel meg. Olyan fragmenst nem talaltunk, ami csak a
metionin tdmegével egyezne meg, illetve nem talaltunk olyan részecskét sem, ami
a 2-oxo-hisztidin tomegének felelne meg, sem olyat ahol a molekularél ilyen
Osszetételi fragmens hasadna le. Az MS/MS spektrumbdl jol latszik, hogy a két
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metionin-tartalma ligandumnal csak metionin-szulfoxidok képzddnek, a hisztidin
nem oxidalodik és metionin-szulfon (11. dbra) sem alakul ki.

Intens.
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48. abra: AIMKHM+20 MS/MS spektruma

Az egy oxigéntartalmti szarmazékndl azt allapitottuk meg, hogy a Met109 és
a Metl12 (a fragmenseket is ezekkel a jelolésekkel kiilonboztetjilk meg) is
oxidalodik és mindkét metionin ugyanolyan mértékben oxidalodik. Az MS alapjan
egyértelmiien egy oxigénatom van a terméken, ezt mutatja a 629,820 m/z értéknél
megjelend csucs (szamitott: 629,824) és hasonldan a korabbi vizsgalatokhoz ez a
kétszeresen protonalt formabol ered. Itt is megjelenik olyan ion, ami egy CHsSOH
lehasadasara vezethetd vissza. Ez a 63,998 Da tomegii vesztés az oxidalt
metioninbol  szarmazik. Ezt mas kutatdcsoport is tapasztalta, amikor
metionintartalmt ligandumok oxidéaciojakor keletkezd termékeket vizsgaltak MS
koriilmények kozott.2%? Talaltunk olyan ionokat, ahol egyértelmiien a Met109
oxidalddott és vannak olyan csucsok is, ahol a Metl12 oxidalodott. Ezekbdl
példaként emlitenénk 2-2 iont. A Met109 oxidaciojat egyértelmiien alatamasztja a
kovetkezo két ion: [Do+0]?*, 555,788 (szamitott: 555,790) m/z értékii csiics,
kétszeresen protonalt pozitiv toltésii részecske. Ez az ion tartalmaz egy
oxigénatomot, de a C termindlis végen lévé metionin mar nincs jelen a
molekulaban, igy ez azt mutatja, hogy a Met109-en van az oxigénatom. Ha az N-
terminélis vég felél lehasad nyolc aminosav, akkor kapjuk meg az Y2 egyszeres
pozitiv toltésii iont, ami 286,130 m/z értékil (szamitott: 286,134) és ez olyan
részecske, ahol jelen van a Met112, de nincs rajta oxigénatom, ez is arra utal, hogy
a Metl109 is oxidalodik. A kovetkezd két részecske azt demonstralja, hogy az
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oxigénatom a Met112-n van jelen. Az egyik ilyen ion, amely csak egy metionint
tartalmaz (Met112) az [Y2+QO]*, az ehhez tartozé m/z érték 302,127 (szamitott:

302,129). A masik ion a 165,069 m/z-nél megjelend (szamitott: 165,069) [Y1+0]",
ez az ion azt is magaba foglalja, hogy a hisztidinen ebben az esetben sem jelenik
meg az oxigénatom.

A prion protein fragmensének és mutansainak oxidacidja soran arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy ha a peptidben csak hisztidin van jelen, akkor a
peptidlanc hasadasa megy végbe, de a hisztidin oxidacidja nem kovetkezik be. Ha
van metionin is a szekvenciaban, akkor annak az oxidacidja jatszodik le. Ezek a
metioninok a fémion kdzvetlen kozelében vannak és a vartnak megfeleléen
viselkednek.

Ezen eredmények utan azt is vizsgaltuk, hogy ha csak hidrogén-peroxiddal
végezziik a vizsgalatot, akkor végbe megy-e egyaltalan az oxidacio. A csak
hisztidintartalmi peptidnél nem tortént valtozas hidrogén-peroxid hozzaadasa
utan. A metionintartalmi ligandumokkal azonban mas volt a helyzet. Ott
végbement az oxidacio és ugyanazok a termékek keletkeztek, mint amikor Cu(Il)-
ion is jelen volt a rendszerben. A kiilonbség csupan annyi volt, hogy réz(II)ion
hianyaban lassabban jatszodtak le az oxidacids folyamatok. Ezek alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy esetiinkben a Cu(Il)-ionnak katalizal6 szerepe van
a reakcid soran.

Ezen eredmények ismeretében a kdvetkezd kérdés az volt, hogy mi torténik
akkor, ha az oxidaciora érzékeny metionint a koordinacios szfératol tavolabb
helyezziik el. gy egy ujabb tiztaga ligandumot szintetizaltunk, amiben a metionin
a lanc elején helyezkedik el, ennek a szekvencidja a kovetkezs: Ac-
MKPKTNAKHA-NH2 (dIM1AKHA). A peptidet oxidalva az allapithaté meg,
hogy ebben az esetben is bekdvetkezik a metionin oxidacidja (49. dbra).

Az 591,821 m/z értéknél (szamitott: 591,824 m/z) megjelend kétszeres pozitiv
toltési csucshoz rendelheto az [ylo+O]2+ részecske. Az MS/MS spektrumban t6bb
olyan csticsot is talaltunk, ami azt bizonyitja, hogy az oxigénatom valoban a
metioninon van. Az oxigéntartalmu termék fragmentacidja soran ebben az esetben
is CH3SOH vesztést talaltunk, ez az oxidalt metioninbdl ered. Olyan részecske
keletkezett MS koriilmények kozott, ahol még a ligandum fragmentéacidja nem
ment végbe, de a fent emlitett Gsszetételli részecske lehasadt a molekulabol, ezt mi
[y10+O-CH380H]2+-Va1 jeloltiink, a spektrumban 559,823 m/z értéknél lathatod

(szamitott: 559,825 m/z). A [bl+O]+ részecske is bizonyiték arra, hogy a metionin
oxidalodott, mert az gyakorlatilag az N-acetilezett oxidalt metionin (Ac-Met(O)),
ez a fragmens 190,055 m/z értéknél (szamitott: 190,054) jelent meg. Ezenkiviil a

megtaldlt Y fragmensek — kivéve az [Y10+O]'-t — mar nem tartalmaztak
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oxigénatomot, mert az a metioninnal egylitt lehasadt a molekular6l. Minden talalt
részecske azt mutatja, hogy a metionin oxidacidja ment végbe.

fgy arra kovetkeztettiink, hogy a Cu(ll)-ionnak katalizal6 szerepe van a
folyamatban, mert a kotShelyt6l tavol 1évé metionin oxidalodik és nem a
koordinacios szféraban jelen 1év6 hisztidin. Ezek alapjan a Cu(ll)/H.O, hatasara
lejatsz6do oxidacios folyamat nem oldallanc-specifikus, igy ezzel a vizsgalati
modszerrel nem tudjuk azt igazolni, hogy a ligandum mely részéhez kotodik a
fémion.

Intens.
b 1 8 9 N +MS2(591.800)
2500 1 N
Ac-M(OJKPKTNAKHA-NH, <
2000 ) 10*0]
[y4o+O-CH,SOH]*" /
1500 1 [b,+O] \
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49. dbra: AM1AKHA+O MS/MS spektruma

Osszességében viszont az eredményekbél az deriil ki, hogy a metionin igen
érzékeny oxidacidja miatt képes a peptidlancot megvédeni a hasadastol és ilyen
koriilmények kozott a szulfoxidda torténd atalakulasa kovetkezik be, ami azt
sejteti, hogy az ¢€l6 szervezetben a prion betegség soran felhalmozodo szabad
gyokok jo eséllyel elsédlegesen a fehérjében 1évé metionint oxidaljak és valdban
fontos szerepet jatszik a betegség kialakulasaban a fehérje fémionkatalizalt
oxidacidja.
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5. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam soran olyan védett multihisztidin peptideket vizsgaltunk,
amelyek réz(IT)komplexei a Cu,Zn-szuperoxid diszmutaz enzim aktiv centrumat
modellezik. A munkam tovabbi részében a prion betegségekkel Osszefiiggésbe
hozhaté prion fehérje 103-112 fragmensének és mutansainak Cu(ll)-, Ni(ll)-
komplexeit és oxidacidjat tanulmanyoztuk.

Célkitiizésiink volt tobb hisztidint tartalmaz6 N- és C-terminalison egyarant
védett peptidek, az Ac-HAAH-NH,, Ac-HAAHVH-NH;2, Ac-HAAHGH-NH,, Ac-
HGGHGH-NH;2, Ac-HGGGHGH-NH; szintézise és Cu(II), Ni(ll)-komplexeinek
oldategyensulyi vizsgalata pH-potenciometriaval, UV-lathatd spektroszkopiaval
és CD spektroszkopiaval. Tovabbi célunk volt a szintetizalt peptidek Cu(Il)-
komplexei redoxi paramétereinek és SOD aktivitasanak meghatarozasa is.
Célunk volt tovabba a hisztidint és metionint is tartalmazd prion fragmens
(dIMKHM) és a mutansainak — amelyekben vagy az egyik vagy mindkét metionint
alaninra cseréltiik — szintézise, oldategyenstlyi és oxidacios vizsgalata. A Cu(Il)-
és Ni(Il)-komplexek stabilitdsanak, sztochiometriajanak, szerkezetének
meghatarozasara a fentebb emlitett technikakat alkalmaztuk. Az oxidacié soran
keletkez6 termékek azonositasara HPLC-MS, MS/MS modszert hasznaltunk.

Az 6t tiztagu egy hisztidint tartalmazo peptid Cu(ll)-ionnal képzett komplexei
ugyanolyan 0sszetétellick és hasonlo stabilitasuak. Ugyanez mondhat6 el a Ni(II)-
komplexeirdl is, de azok a Cu(ll)-komplexekhez képest kisebb stabilitast
mutatnak. A hisztidin a horgonycsoport mindkét fémion esetében €s egymagvi
komplexek képzdédnek ezekben a rendszerekben. Az egyetlen kiilonbség a
ligandumok Cu(ll)-ionnal képzett [N, N-, N(Im)] koordinacios moda
komplexekeinél volt. A 109-es pozicioban metionint tartalmazé ligandumoknal
kimutathatd volt a metionin tioéter kénatomjanak kismértékii kolcsonhatasa.

A vizsgalt tobb hisztidint tartalmazé peptidek réz(Il)ionok jelenlétében
fiziolégias pH-tartomanyban az imidazolnitrogének koordinaciojaval Cul
komplexeket alakitanak ki, valamint a tetrapeptid esetében CuL, biszkomplex is
kialakul. A keletkez6 CuL komplexek nagy stabilitasuak és uralkodoak a gyengén
savas pH-tartomanyban, de nem tudjdk megakaddlyozni az amidnitrogének
deprotonalodasat. A rendszerben CuLH.i, CuLH-., és CulLH-3 0Osszetételi
komplexek keletkeznek. A hat- és héttagu peptidek esetében az egymagvi Cu(Il)-
komplexeknél koordinacios izomerek vannak jelen az oldatban. A CuLH »-ben a
réz(Il)ion koordinacidja a HZH részen a dominans és ezekben a részecskékben
[N(Im), N7, N7, N(Im)] koordinaciés mod valodsziniisithetd kiegészitve az N-
terminalis hisztidin axialis kotodésével. A CuLH 3-ban az aminosav oldallanc
térkitoltésétol figgdéen a HXXH és HZH rész is lehet dominans. Az Ac-
HAAHVH-NH2-nél elsésorban a kdzbenso, mig az Ac-HGGGHGH-NH;-nél a C-
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termindlis végen talalhato hisztidin vesz részt a fémion megkdtésében.
Megallapitottuk, hogy a CuLH-, és CuLH_3 komplexekben a fémion kdtddésének
aranya a C-terminalis végen a kovetkez6 sorrendben csokken: Ac-HGGGHGH-
NH: > Ac-HGGHGHNH; > Ac-HAAHGH-NH: > Ac-HAAHVH-NH..
Fémionfelesleget tartalmazd rendszerek esetén tobbmagvii komplexek is
keletkeznek, melyek CuzLH-4, CusLH s és CuoLH 6 6sszetétellel jellemezhetok. A
multihisztidin ligandumok csak egy ekvivalens Ni(ll)-ion megkotésére képesek és
a f6 fémionkotohely ebben az esetben is a hisztidin imidazolnitrogénje. A
komplexképzddés pH > 5 felett kezdddik, és az imidazolnitrogének részvételével
NiL makrokelat szerkezeti komplex keletkezik. A Ni(ll)-ion is, mint a Cu(ll)-ion
indukélja az amidnitrogének deprotonalddasat és koordinacidjat, azzal a
kiilonbséggel, hogy ez a folyamat nikkel(Il)ionnal egy Iépésben és nagyobb pH-n
jatszodik le. A harom hisztidint tartalmazo ligandumok NiLH -3 komplexeinél
szintén lehet6ség adodik koordinacids izomerek kialakulasara az oldatban. Az Ac-
HAAHVH-NH; ligandumndl a HAAH, az Ac-HAAHGH-NH; ligandumnal a
HGH részhez kotédik a fémion a legnagyobb mennyiségben. A csak glicint
tartalmazo peptideknél a fémion ~50:50 ardnyban oszlik meg a két kotdhely
kozott. Altalanosan elmondhaté, hogy ha nagyobb térkitoltésii csoportot tartalmaz
a ligandum az adott horgonycsoportként viselkedd hisztidin el6tt a szekvenciaban,
akkor kisebb a valdszinlisége a fémion kotodésének ahhoz a kotohelyhez. Az
oldallanc valtoztatasaval szabalyozhatova valik a Ni(II)-ion kedvezményezettsége
az egyes kotohelyek felé a peptidekben.

A ciklikus voltammetrias vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy az oldatban
kialakulo imidazol-koordinacioju komplexek redoxipotencial értékei kisebbek, ha
harom imidazolnitrogén van a koordinacios szféraban. Ez 6sszhangban van azzal,
hogy a stabilitasi allando novekedésével a formalpotencial értéke csokken.
Ugyanakkor az amidnitrogénes koordinaciojd CuLH.; és CuLH_, komplexek
redoxi paraméterei is meghatarozhatok. Mind a Cul, CulLH., CulLH-
komplexekre jellemz6é formalpotencial értékek a SOD aktivitdshoz sziikséges
potencidltartomany kdzepén vannak. Ezek alapjan jo SOD modellek lehetnek.

Az elektrokémiai vizsgalatokat kovetden meghataroztuk a redoxi
szempontbdl igéretesnek tind Cu(ll)-komplexek SOD aktivitasat. A pH 7,4-n
kialakulo komplexek aktivitasa hasonlé a Cu(ll)-His-BIMA rendszerben képzodo
imidazolatohidas komplex és a korabban meghatarozott Ac-S3H4-NH, CuL
relativ aktivitasaval, viszont a Cu,Zn-SOD enzimhez képest egy nagysagrenddel
kisebb. Ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy a SOD aktivitashoz nemcsak az
imidazol-koordinacioju komplexek, de az [N(Im), N-, N(Im)], illetve [N(Im), N,
N-, N(Im)] koordinacioju komplexek is hozzajarulnak. Ezen komplexek torzult
geometrigja eldsegiti a Cu(Il) + e~ — Cu(I) atalakulast, illetve a O, kot6dését a
fémcentrumhoz.
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Az oxidacid soran kapott eredményekbdl az deriil ki, hogy a prion fehérje
103-112 fragmensének metionint nem tartalmazé mutansanal (dAKHA) a
peptidlanc hasadasa megy végbe, és az irodalomban leirtakkal ellentétben nem
keletkezett 2-0x0-hisztidin szarmazék. A hisztidin mellett metionint is tartalmazo
ligandumok oxidacios vizsgalataval azt bizonyitottuk, hogy a metionin igen
érzékeny oxidacidja miatt képes a peptidlancot megvédeni a hasadastol és ilyen
koriilmények kozott csak a reverzibilis szulfoxidda torténd atalakuldsa kovetkezik
be. Ugyanakkor azt is megallapithatjuk, hogy az €16 szervezetben a prion betegség
soran felhalmozodo szabad gyokok jo eséllyel elsddlegesen a fehérjében 1évo
metionint oxidaljak és valoban fontos szerepet jatszhat a betegség alakulasaban a
fehérje fémionkatalizalt oxidaciodja.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt multihisztidin
ligandumok jo szerkezeti és funkcionalis modellek kiinduldpontjai lehetnek a
Cu,Zn-SOD enzimnek. Masfel6l a prion modellek oxidacios vizsgalata megfeleld
informaciot nyujthat arr6l, hogy mi torténik az €16 szervezetben a prion betegség
soran. Ez tampontot adhat olyan biologiai kutatdsokhoz, amelyek célja a
neurodegenerativ betegségek kivaltd okanak és lefolyasanak felderitése.
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6. SUMMARY

During the first part of my Ph.D. work | studied the Cu(ll) complexes of
various terminally protected multihistidine peptides which mimic the active site of
Cu,Zn superoxide dismutase enzyme. In the second part of my work, we
investigated the Cu(ll) and Ni(ll) complexes and oxidation of 103-112 prion
protein fragment and its mutants related to prion diseases.

Our aim was the synthesis of protected peptides containing several histidyl

residues, Ac-HAAH-NH,, Ac-HAAHVH-NH, Ac-HAAHGH-NH, Ac-
HGGHGH-NH;, Ac-HGGGHGH-NH: and the solution equilibrium studies of the
Cu(Il) and Ni(Il) complexes of these ligands by potentiometric titration, UV-Vis
and CD spectroscopy. Our other aim was the determination of the redox properties
and SOD activity of the Cu(ll) complexes of the synthesized ligands.
Additional aim was the investigation of human prion protein fragment and its
mutants. The studied human prion fragment (dMKHM) contains both histidine and
methionine residues, while methionine residues are systematically replaced or
displaced in the studied mutants (AAKHA, dAKHM, dMKHA, dM1AKHA). The
above mentioned techniques were applied to study the stoichiometry, stability and
structure of the copper(l1) and nickel(Il) complexes, while we used HPLC-MS and
MS/MS for identifying the products of copper(ll) catalyzed oxidation.

The coordination chemistry of the five studied decapeptides containing one
histidine residue is rather similar to each other including the stability and the
coordination mode of the copper(ll) and nickel(Il) complexes. The histidine
residue behaves as an anchor site and 1:1 complexes are formed in these systems.
The only difference is that in the peptides, which contain Met109, in addition to
the [N, N7, N(Im)] coordination mode, a weak interaction of thioether sulfur atom
can be supposed with copper(ll) ion.

In the presence of copper(ll) ions the multihistidine ligands form CuL
complexes with the coordination of imidazole nitrogens in the physiological pH
range and in the case of the tetrapeptide CuL, complex is formed as well. The
stabilities of the CuL complexes are high and these species dominate in the slightly
acidic range, but they cannot prevent the deprotonation of amide nitrogens so
complexes with CuLH-1, CuLH_; and CuLH_-3; compositions are formed. In the case
of hexa- and heptapeptides coordination isomers of CuLH and CulLH-
complexes can be formed. For the CuLH_, species the metal ion binding on the C-
termini is preferred, where the coordination of [N(Im), N-, N-, N(Im)] donor set
and the weak axial coordination of the imidazole nitrogen of the N-terminal
histidine can be supposed. Either HZH or HXXH sequence can be the primary
metal binding site of CuLH_3, it depends on the steric effect of amino acid side
chain. In the case of Ac-HAAHVH-NH, mainly the internal histidyl residue is the
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anchoring group in contrast with of Ac-HGGGHGH-NH,, with which the C-
termini is preferred in the above mentioned complex. As a consequence the metal
binding affinity of C-terminal HZH sequence of CuLH_, and CuLH-3 complex
follows the Ac-HGGGHGH-NH, > Ac-HGGHGH-NH > Ac-HAAHGH-NH; >
Ac-HAAHVH-NH; order. Due to its structure, this peptide is able to bind more
than one Cu(ll) ion. In the presence of excess metal ion, Cu;LH-4, CuLH s and
CuzLH_s complexes are formed in the systems. In the case of multihistidine
peptides we have stated that the imidazole nitrogen in the histidyl residue is the
major binding sites for Ni(Il) ions and only 1:1 complexes form at any metal:ligand
ratios. In the case of Ni(ll) ion the formation of macrochelates is characteristic
above pH 5 which is followed by the deprotonation and coordination of amide
nitrogen with increasing pH resulting in 4N complexes with [3N7,N(Im)]
coordination mode. In the case of the hexa- and heptapeptides containing three
histidyl residues coordination isomers of NiLH s complex are formed in the
solution. For the NiLH_3 complex the coordination of metal ion to the C-terminal
end of the Ac-HAAHGH-NH: ligand is preferred, while for NiLH_3 metal ion is
bound mainly in the intermediate part of the Ac-HAAHVH-NH,. The ratio of
isomeric structure of NiLH_; complex of glycine and histidine containing peptides:
C-terminal coordinated complex: N-terminal coordinated complex ~ 50:50 %. In
generally it can be said, the ligand contains larger side chain amino acid preceding
the histidine (anchoring group) in the peptide sequence, the metal binding ability
is less to this binding site. The preference of Ni(ll) ion in the peptides can be
regulated by changing side chain toward the one of metal binding sites.

Based on the cyclic voltammetric studies we concluded that the formal
reduction potential values of imidazole nitrogen coordinated complexes are
smaller, if three imidazole nitrogens are present in the coordination sphere. This is
in agreement with the fact that the greater the stability of the complex is, the more
negative reduction potential can be measured. However, redox parameters of
CuLH-; and CuLH_, complexes containing amide nitrogen coordination can be
determined as well. All formal potential values of CulL, CulLH.;, CuLH-,
complexes fall in the middle potential range of the SOD activity. Based on these
data the Cu(ll) complexes may be good SOD models.

As a continuation of our electrochemical experiments, we measured the SOD
activity of the complexes that seemed to be promising SOD models from a redox
point of view. SOD activity of Cu(ll)-peptide complexes are similar to that of the
imidazolato-bridged complex of His-BIMA and previously studied Cu(ll)
complexes (CuL of Ac-HisSarHisSarHisSarHis-NH.) but compared to the native
enzyme it is still one order of magnitude lower. The imidazole coordinated
complex and the formation of [N(Im), N-, N(Im)], [N(Im), N-, N7, N(Im)]
coordinated Cu(ll) complexes too are contributed to the SOD activity. The amide
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nitrogen coordinated complexes with slightly distorted geometry promotes the
reduction reaction of Cu(ll) + = — Cu(I) and the O, binding to metal ion centre.

The studies of Cu(ll) catalyzed oxidation of prion protein (103-112) fragment
and its mutants reveal that the histidine residue behaves as an anchor site, and the
[N-, N7, N(Im)/ [N-, N7, N-, N(Im)] coordination modes prevent the oxidation of
this side chain. The mutant peptide, which does not contain methionine, did not
undergo oxidation, only the fragmentation of the peptide chain is perceived. The
cleavage of the peptide bonds occurred far away from the histidine residue.
However, in the case of methionine containing peptides, the peptide chain was not
cleaved; the presence of methionine residues protects the peptides from
fragmentation. In these cases copper(ll) ions catalyze the oxidation of methionine
to methionine sulfoxide. This process occurs randomly, it does not depend on the
position of the methionine; methionine residues undergo oxidation either involved
in the coordination of the copper(Il) ions, or near or far the binding sites. Our
results revealed that methionine residues of prion protein can play a role as ROS
scavenger. The oxidation of methionine residues in these short peptides containing
only one histidine is able to protect the peptides from oxidation and degradation.

Summarizing our results we can say that these multihistidine ligands are good
starting points for the planning of the Cu(Il) complexes such molecules of which
can be good structural and functional models of the SOD enzyme. On the other
hand the investigation of oxidation of prion models can give good information of
prion disease. These can provide valuable information for biological investigations
aimed at determining the cause of neurodegenerative diseases.
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