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1. Bevezetés és célkitiizések

A fehérjevazban  kotott  hisztidin = imidazol-oldallinca az  elsddleges
fémmegkdotohely a fémionok szamara. Szamos olyan fehérjét és enzimet ismeriink,
amelyben hisztidin-oldallanchoz koordinalt fémiont talalunk, ilyenek példaul a
szénsav-anhidrazok, ,kék”-rézproteinek, hemoglobin, de akar a szuperoxid-
diszmutazok és a prion proteinek is. Ebbdl kifolyolag napjainkban 0j lendiiletet
kaptak azon vizsgalatok, melyek hisztidintartalmi peptidek komplexképzddési
folyamatait vizsgaljak kiilonboz6 atmenetifém-ionokkal, mivel ezen komplexek
lehetséges modelljei lehetnek az enzim aktiv centrumanak, illetve a fehérje
fémmegkdtohelyének.

Munkank f6 célja a hisztidin-oldallancbeli imidazolnitrogén, mint
fémmegkotéhely mélyebb megismerésére iranyult kiillonféle hisztidintartalmt
peptidekben.

Ezt egyrészt az imidazolnitrogén, mint horgonydonor tanulméanyozésaval
szerettiik volna megvalositani tobbhisztidin-tartalmt peptidek rézzel valé komplex-
képzOdési folyamatainak vizsgalatan keresztiil. E témakorben az egyhisztidin-
tartalmu peptidek jol tanulmanyozottak, am a tdbb hisztidint tartalmazé peptidek
esetén munkank kezdetekor ismereteink hidnyosak voltak. Vizsgalatainkhoz
N-terminalisan védett, harom hisztidint tartalmaz6 ligandumokat, illetve
Osszehasonlitasképpen  kéthisztidin-tartalmi  ligandumokat  valasztottuk. A
terminalis aminocsoport blokkoldsaval a hisztidin oldallanca jut horgony
szerephez. Ez azért is volt fontos, mivel igy a vizsgalt haromhisztidines peptidek a
szuperoxid-diszmutaz enzim aktiv centrumanak a modellezésére is alkalmasak,
ugyanis az enzim rézkotdhelyében harom hisztidinoldallanc keriil kozel térben
egymashoz (a hidligandum szerepet betolton kiviil). A kivalasztott két- és
harombhisztidin-tartalmt peptidek rézkomplexeit mutatja be a dolgozat elsé része.

Néhany fémion, miutan egy horgonydonorhoz koordinalodott, képes
eldsegiteni a peptidkotésben résztvevd amidnitrogén(ek) deprotonalddasat. Ezaltal
a fémion a fehérjevazhoz koordinalodik. Kevés olyan példa ismert, melyben a
fémion nem csak a hisztidin imidazolgytirijéhez koordinalodik, hanem a
fehérjevazhoz is. Ilyenek pl. a prion proteinek és az amiloid prekurzor protein
(ennek egy része az amiloid-B peptid), az albumint is ide lehet sorolni, de ez
valamilyen szinten kivétel, mivel ebben nem csak az imidazolnitrogén, hanem a
terminalis aminonitrgén is horgonyszerephez jut.

Masrészrdl az imidazolnitrogén horgonydonor szerepét a fent emlitett prion
protein peptidfragmenseivel terveztiik tanulmanyozni.

A prion protein egy sejtfeliileti glikoprotein, mely minden emldsben
megtalalhaté, foként az idegsejtekben wvan jelen nagy koncentracioban.
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megvaltozasa olyan idegsorvadassal jard betegséget idéz eld, mely nem csak a
kutatok szamara cseng ismerdsen. Ez az atolthato szivacsos agyveldsorvadas (prion
betegség), vagy a szarvasmarhaknal kergemarhakdrként szoktdk még emliteni. A
szokasosnal nagyobb figyelem oka az, hogy felmeriilt a lehetdsége a fertdzott
marhahts fogyasztasa kovetkezményeként az ember fert6zddése, mely a prion
betegség emberben eléforduld valtozatat idézi eld, a varians Creutzfeldt-Jakob-
kért. Mindmaig ismeretlen az az ok, mely a normal fehérjébol a koros
konformacidjut eredményezi. Nagy mennyiségli kutatasi eredménynek a
kovetkezménye, hogy mara talan elfogadott az a megallapitas, mely szerint a prion
fehérje normal allapotban megkdti a rezet. Az is ismeretes, hogy a kéros forma
kialakulasa utan néhany fém koncentraciéja megvaltozik a sejtben, koztik a rézé
is. Ebbdl kifolyolag a prion protein peptidfragmenseinek vizsgdlatai nem csak
rézzel folytak, hanem egyéb kétértékli fémionokkal is.

Munkank kezdetekor a protein octarepeat tartomanya mar joval szélesebben
tanulmanyozott volt, mint az azon kiviil esok. Ezért célul tliztiik ki az octarepeat-en
kiviili hisztidinek (His(96), és His(111)) fémmegkdto-képességének a vizsgalatat.
Ehhez az egyes hisztidinek koriili aminosavszekvencidt utanzo tetrapeptid-
modelleket, illetve mindkét hisztidint tartalmazo6 peptidet hasznaltuk ligandumkeént.
Ezenkiviil a His(85)-t is tartalmazo 31-tagi nagymodell és annak mutans (His
helyett Ala) valtozatainak vizsgalatara is sor keriilt. A fémionok korét tekintve:

a) A réz(Il)ionnal valdé kolcsonhatasnal az irodalmi adatok ellentmondasainak
kiszirését, és az egyéb donorcsoportok (Met és Lys) hatdsanak pontositasat
szerettiik volna megvalositani.

b) Az egyéb fémionok korébe olyan fémionokat véalasztottunk, melyek:

- létfontossaguak, és valoban jelen lehetnek az agyban is: Zn(II), Mn(Il),

- potencialis vizsgalati modellek a Cu(Il) és a Zn(II) prionhoz valo kotédésének az
értelmezéséhez: Ni(1l), Co(I),

- toxikusak: Cd(II), Pd(II), ez utobbi esetében mindemellett nagy a peptidekhez
valo affinitasa is.

E témakorben elért eredmények bemutatasdval foglalkozik a dolgozat masodik,
egyben nagyobbik része is.



2. Kisérleti modszerek és vizsgalt ligandumok

Minden vizsgalt rendszer esetében pH-potenciometrids modszerrel hataroztuk meg
a ligandumok protonaldodasi allandoit és fémkomplexeik stabilitasi allandoit. A
kiértékeléshez a SUPERQUAD ¢és a PSEQUAD szamitogépes programokat
hasznaltuk. A pH-potenciometria alapjan feltételezett modellt kiilonb6z6 vizsgalati
modszerekkel tamasztottuk ala: UV-Vis spektrofotometria, CD (cirkularis
dikroizmus) spektroszkopia, '"H NMR (magmagneses rezonancia) spektroszkopia,
ESR (elektronspin-rezonancia) spektroszkopia.

Munkank sordn az alabbi ligandumok komplexképz6dési folyamatait
vizsgalatuk: Ac-HisGlyHis-OH, Ac-HisGlyHis-NHMe, Ac-HisHisGlyHis-OH,
Ac-HisHisGlyHis-NHMe, HuPrP(Ac94-97NH,): Ac-GlyThrHisSer-NH,,
HuPrP(Ac109-112NH,): Ac-MetLysHisMet-NH,, ChPrP(Ac122-125NH,):
Ac-PheLysHisVal-NH,, HuPrP(91-114), HuPrP(Ac84-114NH,),
HuPrP(Ac84-114NH,)His(85)Ala, HuPrP(Ac84-114NH,)His(96)Ala,
HuPrP(Ac84-114NH,)His(111)Ala  Ac-His-NHMe,  Ac-HisGlyGlyGly-NH,,
Z-HisGly-OH, Acetil-hisztamin, 1-metil-1H-imidazol, 4-metil-1H-imidazol. A
ligandumok egy részét a Bachem, illetve a Sigma-Aldrich finomvegyszer
forgalmazoktol vasaroltuk, masik résziikket az olaszorszagi Cataniai egyetemen
szintetizaltak. Az utobbiaknal szilard fazisu peptidszintézis modszerét alkalmaztak,
ehhez Pioneer TM peptidszintetizalo berendezést hasznaltak.

Az 1. dbra véazlatosan mutatja be azon ligandumok, illetve fémionok korét,
melyeket a prion protein modellezése kapcsan vizsgaltunk (a tanulmanyozott
fémionokrol részletesebben a Bevezetés és célkitlizések c. pont végén esett sz,
lasd. 2. old.).
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Ac-GlyThrHisSer-NH, Ac-MetLysHisMet-NH, cu(lly
HuPrP(94-97) HuPrP(109-112) zn(ll) Cd’(”)

Ac-PheLysHisVal-NH, || Co(I),Mn(1l),Ni(lD),
ChPrP(122-125) Pd(h)

Ac-QGGGTHSQTNKPSKPKTNMKHMAG-NH,
HuPrP(91-114)

Ac-ﬂGGWGQGGGQTNKPSKPKTNM JHMAG-NH, HuPrP(84-114)

Ac-HAGGGWGQGGGT[HFQTNKPSKPKTNMK[-MAG-NH, HuPrP(84-114)His(85)Ala
Ac-PHGGGWGQGGGTABQTNKPSKPKTNMK[[MAG-NH, HuPrP(84-114)His(96)Ala
Ac-PHGGGWGQGGGTHSQTNKPSKPKTNMK|AMAG-NH, HuPrP(84-114)His(111)Ala

1. abra. A prion proteint modellez6 ligandumok, illetve a vizsgalt fémionok
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3. Uj tudomanyos eredmények

A dolgozat eredményeinek témakorét tekintve két részre bonthato.
Az elsé részben célkitiizéseinknek megfelelden a hisztidinoldallanc szerepét
vizsgaltuk terminalisan védett két-, illetve haromhisztidin-tartalmt peptidekben.

3.1. N-termindlisan védett tobbhisztidin-tartalmu peptidek réz(I1l) komplexei

Az N-terminalisan védett Ac-HisGlyHis-OH, Ac-HisGlyHis-NHMe
tripeptidek, illetve az  Ac-HisHisGlyHis-OH, Ac-HisHisGlyHis-NHMe
tetrapeptidek rézkomplexeit tanulmanyoztuk. Eredményeink azt mutattak, hogy

» minden esetben jo horgonydonornak bizonyultak a hisztidin-oldallancok
imidazol-nitrogénjei;

» megvalosul a tripeptidek mindkét imidazol-gylriijének és a tetrapeptidek
mindharom  imidazol-gytriijének egyidejii  koordinacidja, amely
makrokelat szerkezeteket eredményez;

» ezaltal a réz(Il)ion képes volt eldsegiteni az amidnitrogének
deprotondlodasat, és 1étrejohetett az azokhoz valo koordinalddas;

» az els6 két amidnitrogén deprotonalodasa a tripeptidek esetében kozel
kooperativ. médon megy végbe, mig a tetrapeptideknél ez a folyamat
Iépcsozetes;

» az amidnitrogének koordinalddasat tekintve fiziologias pH kornyékén az
egy, illetve két deprotondlodott amidnitrogén koordinalédasa a
meghatarozd, mig lagosabb tartomanyban egy ujabb amidnitrogén
kotddését is kimutattuk;

» a tripeptidek két hisztidinjéhez képest a tetrapeptidek harmadik hisztidinje
tovabb noveli a peptid fémmegkoto-képességét;

» a ligandumban 1év6 terminalis karboxilatcsoport szintén néveli a peptid

L/ .
H C)]\N H O N/_<l ©

b. [CuLH 5]

fémmegkdto-képességét.

H
"\ e, [CuLH 5>

2. abra. Az Cu(Ill)-Ac-HisHisGlyHis-OH ¢és Cu(II)-Ac-HisHisGlyHis-NHMe rendszerben
képz6dé komplexek szerkezetei (X = O vagy NHMe)
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3.2. A prion proteint modellezd peptidek kétértékii atmeneti-fémekkel alkotott
komplexei

A dolgozat mdsodik és egyben nagyobbik része javarészt a prion protein
His(96), és His(111) fémkotohelyeinek modellezésével, illetve azok fémion-
komplexeivel kapcsolatos. A fobb eredmények fémionok szerint csoportositva
foglalhatok Ossze.

3.2.1. A vréz(lDionnal vald kolcsonhatasnal (HuPrP(Ac94-97NH,):
Ac-GlyThrHisSer-NH,, HuPrP(Ac109-112NH,): Ac-MetLysHisMet-NH,,
ChPrP(Ac122-125NH,): Ac-PheLysHisVal-NH,) a kovetkezd megallapitasok
tehetdk:

» a komplexképz6dési folyamat minden esetben az imidazolhorgony

egyfogu kotédésével kezdodik;

» az els6 két amidnitrogén deprotonaldodasa kooperativ moédon megy végbe,
aminek bioldgiai vonatkozasa is lehet: kis pH ingadozas nagymértékben
valtoztatja a szabad és kotott rézionok aranyat;

» az irodalmi adatok ellentmondasossagat eloszlatandd, kimutattuk a
Met(109) oldallancanak gyenge koordinalddasat, melynek szintén élettani
funkciojat feltételezik: védd hatdsa lehet a karos rézionkatalizalt
oxidacioval szemben,;

» a Lys oldallancok e-aminocsportjainak koordinacidjat egyik esetben sem
lehetett kimutatni;

» fiziologias pH-ra kialakuld koordinaciéos méd az [Nin,, N, N], mig a
metionintartalma komplex esetében [N, N*, N, S] kotésmodot mutattunk
ki (3. abra);

» az octarepeat tartomannyal ellentétben az amiddeprotonalédas az N-
terminus iranyaba halad;

» a komplexek stabilitisanak Osszehasonlitasaval megallapithato, hogy
fizioloégias pH-n a His(111) kdrnyéke valamivel jobb fémmegkotd, mint a
His(96) koriili rézkotohely, és mindkettd jobb, mint az octarepeat
monomer;

» nagyobb modellek eredményeivel dsszehasonlitva megallapithatd, hogy a
tetrapeptid-modellek megbizhaté modelljei a fémmegkdto-helyeknek.
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3. abra. Az a.:Cu(Il) — HuPrP(Ac109-112NH,) (L: Ac-MetLysHisMet-NH,) illetve
b.:Cu(Il) — ChPrP(Ac122-125NH,) (L: Ac-PheLysHisVal-NH,) rendszerben képz6do
[CuLH_,] komplexek szerkezetei

3.2.2. A palladium(IDion alkotja az 6sszes vizsgalt fémion koziil a legnagyobb
stabilitasi  komplexeket. A kisméretli, peptidben kotott hisztidinmodell
(Ac-His-NHMe)  vizsgalatabol  kideriilt, hogy a palladiummal vald
komplexképzddés nagymértékben fiigg a fém/ligandum aranytél. Az 1:1 aranyu
Pd(Il) — Ac-FKHV-NH, rendszerben:

» akomplexképz6dés mar erdsen savas pH-n megindul;

» mind az imidazolnitrogén, mind az amidnitrogén részt vesz a

koordinacidban;

» a komplexekben megtalalhatd kotésmod rézkomplexekhez hasonld, azzal a
kiilonbséggel, hogy a komplexek stabilitasa joval nagyobb értéket mutat a
palladium esetében;

» az amidnitrogének deprotonaldédasa 1épcsGzetes a réznél tapasztalt
kooperativitassal szemben.

Az oldallancban jelen 1évé lagy karakterli donoratomok jelentdsen
befolyésoljak a komplexképzodési folyamatot. A Pd(I) — Ac-MKHM-NH, 1:1
aranyu rendszerben:

» a komplexképzddés szintén igen savas pH-n indul meg a tioétercsoport

elsédleges koordinacidjaval;

» nagyobb pH-n megindul az atrendez6dés az imidazol-, illetve
amidnitrogénekre, mivel a képz6d6é komplex termodinamikai stabilitasa
nagyobb az el6z6 komplex stabilitasanal;

» az atrendez6dési folyamat igen lasst, ugyanis a Pd — N kotés képzodési
kinetikaja lassabb, mint a Pd — S kotésé;

» nagyobb pH-n (9 folott) oligo-, illetve polimerrészecskék képzddésével
magyardzhaté a csapadék megjelenése, ez a hisztidin oldallanc olyan
koordinacidjaval lehetséges, amikor az hidat képez koordinative telitetlen
részecskékhez vald koordinalodas altal.



3.2.3. Az egyéb fémionok (Ni(Il), Zn(1l), Co(ll), Cd(Il), Mn(Il)) korében

megallapithato, hogy

» igen kis affinitassal rendelkeznek a prionmodellek felé;

» a ligandum fémhez valdé egyfogh (imidazolnitrogénen keresztiili)
koordinacidjat kovetden az nem tudja oldatban tartani az adott fémiont, igy
elérve a fémion hidrolizisének tartomanyat, a fémion hidrolizal;

» egyediil a nikkel esetében tapasztaltuk a csapadék visszaoldodasat
lugosabb pH-n, amikor az meginditja az amidnitrogének deprotonalddasat;

» a vizsgalt fémionok koréban a mangan bizonyult a leggyengébben
koordinaloédonak a prion peptidfragmenseihez. Ez a gyenge kolcsonhatas
azt mutatja, hogy a hisztidin oldallinca nem elégséges horgony a
manganion szamara. Ez alapjan valdsziniisithetd, hogy a manganion-
indukalt konformaciovaltozas kialakuldsaban nem a hisztidinkornyéki
kotédés a donto.

3.2.4.  Végezetil  nagyobb,  tobbhisztidin-tartalmii  prionmodellek
(PrP(84-114)) segitségével vizsgaltuk azok cinkionhoz wvaldé kotddését.
Eredményeink az mutatjak, hogy a nagymodellek esetén is igen csekély mértékben
kotddik a cink a prionhoz (imidazol-koordinacié). A Cu/Zn vegyes-fémiontartalmu
rendszerek vizsgalatabol kideriilt, hogy a cink nem képes versengeni a
rézkotohelyekért a prionban, ami abban az esetben is érvényes, ha a cinkion nagy
feleslegben van, azonban ligandumfelesleg esetén megvalosulhat a cinkion
koordinacioja is.

Mindent egybevéve a fémkomplexek stabilitasa alapjan a prionmodellekhez
valo affinitas a kdvetkezo sorrendet mutatja:

Pd(II) >> Cu(II) >> Ni(II) > Zn(II) > Cd(II) ~ Co(II) > Mn(II)
Figyelembe véve, hogy a palladiumnak bioldgiai szempontbdl nincs jelentdsége, a
réz kap meghatarozé szerepet. Ez alatamasztja azt a megallapitast, mely szerint a
réz kiugré affinitassal rendelkezik a prion protein felé, azaz a prion protein
biologiai szerepe kapcsolodik a réz(Il) anyagesere folyamataihoz.

4. Az eredmények hasznositasi lehetoségei

A munkank soran vizsgalt ligandumok két csoportra bonthatok.

Az egyik csoportot tobbhisztidin-tartalmu ligandumok alkotjak, ezek
rézkomplexeit vizsgaltuk. Méréseink elsdsorban alapkutatas-jellegiiek, am a kapott
eredmények hasznosnak bizonyulhatnak tovabbi SOD-modellek kivalasztasakor.



Ilyen természetes enzimfunkcidt utanzd, kis molekulatdmegii vegyliletek
betegségek kezelésében potencialis gyogyszerek lehetnek.

A masik vizsgalt ligandumcsoportot a prionmodellek alkotjak. Ez esetben is
elmondhatd, hogy a munka alapkutatas jellegébdl adoddan célunk a prionmodellek
Pd(II)-, Cu(Il)-, Ni(Il)-, Zn(I)-, Cd(Il)-, Co(Il)-, illetve Mn(Il)-vel alkotott
komplexek stabilitdsi viszonyainak ¢és szerkezetének felderitése volt.
Eredményeink alapjan megbecsiilhetd a biologiai szempontbol is figyelembe
vehetd fémionok kore, és ez fontos hozzajarulast jelenthet olyan biologiai
kutatasokhoz, melyeknek célja a prion betegséget kivalto okok felderitése, illetve a
megfeleld terapia kidolgozasa.
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