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Az értekezésben elofordulo roviditések magyarazata

A, Ala

D, Asp
E, Glu
F, Phe
G, Gly
H, His
K, Lys
M, Met
N, Asn
P, Pro
Q, GIn
R, Arg
S, Ser

T, Thr

V, Val

W, Trp
Y, Tyr

NH,—RS-OH

NH,-RS(-NH,)
Ac-RS(-NH,)

Ac
ACN
AcOH
Ac,0O
Asn22
ATCUN

CD

CT sav
Boc
Bzl
Ch-PrP
DCM
DIEA
DMF

alanin
aszparaginsav
glutaminsav
fenilalanin
glicin
hisztidin
lizin
metionin
aszparagin
prolin
glutamin
arginin
szerin
treonin
valin
triptofan
tirozin

Szabad N- és C-terminussal rendelkez6 peptid.

Szabad N- és védett C-terminussal rendelkezd peptid.
Védett N- és C-terminussal rendelkez6 peptid.

acetil (véddcsoport)
acetonitril, CH;CN
ecetsav
ecetsavanhidrid

az aminosavszekvencidban a 22-es pozicidban 1évé aszparagin
Amino Terminal Cu and Ni binding site (aminoterminalis Cu(ll)-

és Ni(ll)-kotohely)

cirkularis dikroizmus

toltésatviteli sav (Charge Transfer)
t-butoxi-karbonil (véd6csoport)
benzil (véddcsoport)

csirke prion protein

diklérmetan
N,N-diizopropil-etilamin
N,N-dimetil-formamid



EDT
DODT

EPR (ESR)
Et,0

fiziologias pH

Fmoc
HOBt
HPLC
hlAPP
hPrpP
Me
Met109Ser
N
Nim
NMP
NMR

Okarbonil
Okurbaxilu't
oQ

rlAPP
RP-HPLC

SOD
TBTU
tBu
TFA
TIS
Trt
UV-vis
Z

etan-1,2-ditiol

2,2'-(etiléndioxi)-dietantiol

elektron paramagneses rezonancia (elektronspin-rezonancia
spektroszkopia)

dietil-éter

Habar az ¢l6 szervezetben a pH ~2-es és a pH ~9-es
testnedv/szoveti rendszer is fellelhetd, a kevésbé pontos, de
megszokott pH 6,8-7,4 tartomanyt értem alatta.

9-fluorenil-metoxi-karbonil (véd6csoport)
N-hidroxi-benztriazol

nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

emberi (human) amilin

human (emberi) prion protein

metilcsoport

a 109. pozicidban metionin helyett szerin talalhatd
deprotonalt amidnitrogén

imidazolnitrogén

N-metil-2-pirrolidon

magmagneses rezonancia

karboniloxigén

karboxilatoxigén

piroglutamin

patkany amylin

forditott fazisi nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
szuperoxid-dizmutaz (enzim)
2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium-
terc-butil (védéesoport)

trifluorecetsav

triizopropil-szilan

tritil (véddécsoport)

ultraibolya — lathato

benziloxi-karbonil (védécsoport)



1. tablazat: A human és a patkany amilinben el6fordulé aminosavak roviditései,

¢és oldallancaik szerkezete

Név és jelolés Szerkezet
Alanin (Ala, A) CHg
Cisztein (Cys, C) _CH;Z_SH
Fenilalanin (Phe, F) —32@
Glicin (Gly, G) H
H NH
Hisztidin (His, H) _02_@
—
N
CHjy

1zoleucin (lle, 1)

H>
CH—C —CH

Lizin (Lys, K)

Hy Hy Hy Hp
——C —C —C —C —NH,

Leucin (Leu, L)

CHj

Ha |
——C —CH—CH,

Aszparagin (Asn, N)

Prolin (Pro, P)

Glutamin (GIn, Q)

Arginin (Arg, R) —EZ—HZ—EZ—H—C/<
NH,
Szerin (Ser, S) R
OH
Treonin (Thr, T) —cH
CH,
CH,
Valin (Val, V) (|;H—CH3

Tirozin (Tyr, Y)
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1. BEVEZETES

A Debreceni Egyetem Bioszervetlen ¢és Koordinacios Kémiai
Kutatocsoportjaban évtizedek ota folynak olyan kutatasok, melyek a kiilonbozo
hormonrendszeri és idegrendszeri elvaltozasokban, megbetegedésekben szerepet
jatszo peptidfehérjék és az élettani szempontbdl fontos fémionok kozott kialakuld
komplex kolcsonhatdsok megértését célozzak. Az Alzheimer-kor és a
prionbetegség mellett ilyen a cukorbetegség is.

Egy 1998-as kozlemény adatai szerint az ezredfordulon 151 millié cukorbeteg
élt a vilagon, és akkori becslésiik szerint szamuk 2025-re varhatéan 300 milliora
novekszik." A WHO? 2014-re vonatkozo adatai szerint a korabbi becsléshez
képest nagyobb mértékben novekedett a cukorbetegek szama, abban az évben
ugyanis mar 422 milli6 cukorbeteget tartottak szamon.

Ugyanezen forrasnal az is olvashatd, hogy 2012-ben 1,5 millio halaleset oka
volt a diabétesz. A cukorbetegségben szenveddk rendszerint talstlyosak vagy
elhizottak, és 60 szazalékuknal egyidejiileg a magasvérnyomas-betegség is
diagnosztizalhato.?

Az orvosi gyakorlat statisztikai adatai szerint a cukorbetegség, illetve a sziv-
és érrendszeri betegségek egyiittes el6fordulasa szoros (oksagi) kapcsolatrol
arulkodik. Emellett meglévé cukorbetegség esetén a sziv- és érrendszeri
katasztrofak is gyakoribbak, azonfeliil pedig sulyosabb kimeneteliiek is.

Ebbél fakadoan a cukorbetegség egyenes kovetkezménye lehet szivinfarktus,
sztrok, vaksag, veseelégtelenség kialakulasa és a végtagamputacio is.

Magyarorszagon 2011-ben 224 ezer nét és 344 ezer férfit regisztraltak
culjorbetegként, azonban szamuk azoéta is n6, s6t varhatdban megduplazodik 2025-
re.

A cukorbetegségnek harom megnyilvanuldsi formaja ismert. A 2-es tipusu
diabétesz abban kiilonbozik az 1-es tipusutdl, hogy az utdbbinal egyaltalan nem
termelnek a bétasejtek inzulint, mig a 2-es tipust cukorbetegség esetében az
inzulinérzékeld receptorok miikodése elégtelen (Un. inzulinrezisztencia all fonn).
Az inzulinrezisztens allapot egy ideig nem okoz tiinetet, sot a vércukorszint is
normalis marad, mivel a szervezet a szokasosnal nagyobb mennyiségii inzulint
termel, hogy ellenstlyozza az inzulinhianyt.

A 2-es tipusi diabétesz akkor okoz komoly tiineteket, amikor
kovetkezményeként idovel az inzulintermeld bétasejtek az allandé talmitkodés
okan kimeriilnek, majd el is halnak.

A 2-es tipust cukorbetegséget (masként: nem inzulinfliggé cukorbetegség)
korabban ,.felndttkori” cukorbetegségként emlegették, azonban napjainkban
egyre fiatalabb korra tolodik a megjelenése. A 3-as tipusunak elnevezett fajtajat
terhességi diabétesznek nevezik, és bar a terhességet kovetden megsziinik a
kérallapot, megjelenése sajnos hajlmosit a 2-es tipusi cukorbetegség
kialakulasara.



Amilinhormon fragmensek és mutansok femionkomplexeinek oldategyensulyi
vizsgdlata

Igaz, hogy a cukorbetegséget régdta tanulmanyozzak, kialakulasanak okait
azonban még nem sikeriilt minden kétséget kizardan feltérképezni és
megmagyarazni.

Gyakran hozzdk kapcsolatba a neurodegenerativ megbetegedésekkel, hiszen
kozos szovettani ,,nyomuk™ bizonyos viasszerti, Aattetsz0 lerakodasok
megjelenése, az Gin. amiloidozis jelensége.”

Az amiloidozis Osszefoglald név. A funkciondlis fehérje a-hélix szerkezetét
az egyes aminosavak kozott 1étesiilo, nagyszamu kedvezd kolcsonhatas alakitja
ki. Lehetnek azonban olyan hatasok, melyek részlegesen megbonthatjak, vagy
akar teljesen megvaltoztatjak az eredeti szerkezetet.

Tobbféle szerkezetmodositd hatds ismeretes. Az egyik ok gyakorta
valamilyen kiils6 behatds (oxidativ stressz, fémionok helyi feldusuldsa, a
fémionok koordinacioja miatt bekdvetkezé konformacidvaltozas), de az alfa-
hélix atrendezddése lehet mutacié kdvetkezménye. Az élet folyaman spontan is
torténhet szerkezetvaltozas, am mivel a szervezetben milkddnek un. javitd
mechanizmusok, az nem okoz maradand6 valtozast. A kor el6re haladtaval
azonban csokken a javité enzimek hatékonysdga, és emiatt jellemzobbek az
amiloidozisos megbetegedések az idésebbeknél.

A fehérje leginkabb a részlegesen megvaltozott, atmeneti Szerkezetében
képes — hidrogénhidakon keresztiill — a szomszédos fehérjékhez kapcsoldodni.
Ilyenkor gocképzddést kovetben egy polimerizacios mechanizmus indul meg.’
Az elobbi hatasok eredményeképp a BB ; ==
fehérje egy masik stabil szerkezetet vesz
fel, és P-szerkezetii polipeptid lancokat
tartalmazo szalak, 0n. fibrilliumok (a
tovabbiakban: kdtegek) alakulnak ki,
melyek a megfeleld szoveti rendszerben
aggregatumkeént jelennek meg.®

Ez a szerkezet stabil a lancban

talalhato aminosavak mindségétol & 3 .
figgetlenil  is, ezért  kialakulasa 1. abra: Plakkok az idegsejtek
gyakorlatilag minden fehérje esetében kozott
bekovetkezhet. A megvaltozott

crc

hatassal is bir — hasonloan a prion fehérjéhez.”®
A fehérje térszerkezetében bekovetkezd valtozasok kovetkezményeként a
kiilonb6z6 szervekben, szovetekben, illetve a sejten kiviili térben megjelend

* Erdemes tisztazni az amiloidozis kifejezés eredetét is. A gorog eredetli ,,amylum” szé
elsédleges jelentése ’poliszacharid-tipusi novényi tartalék tipanyag’, masodlagos
jelentésében inkabb tulajdonsagra utal: ’dttetszo, viasszerii megkeményedett anyag’.
Utobbi jelentése adott okot arra, hogy a kiilonb6zd szovetekben talalhatd géles/szivacsos
lerakodasokat az ,amylum” és ,o0id” képz6 (’valamihez hasonld’) Gsszevondsaval
amiloidnak nevezzék el.
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oldhatalan amiloid kétegek rakodnak le,” amelyek a megfelelé szervrendszer (pl.
az agy, a hasnyalmirigy, a maj, a vese, stb.) mitkodését karositjak™® (1. dbra).**

Az igy Kkialakult fehérjeaggregatumot nevezi a szakirodalom amiloid
lerakodasnak, fehérje plakknak, amiloid plakknak, amiloid aggregatumnak is. Az
értekezés tovabbi szakaszaiban én egységesen az ,,amiloid lerakodas” kifejezést
fogom hasznalni.

Belgyogyaszati szempontbdl az amiloid lerakodasok képzddése igen altalanos
jelenség.’ Klinikailag az un. szisztémds és a helyi formékat kiilonitik el. Az
utobbi  amiloidézis leginkabb az Oregedés folyamataval, valamint a
cukorbetegséggel van kapcsolatban. Kortani hatteriik az egyéni-egyedi eltérések
ellenére meglepd hasonlatossagot mutat (pl. a prekurzor fehérje megnovekedett
koncentracidja, a sajatos genetikai hattér, a kdtegek megvaltozott proteolizise és
a sejten kiviili matrix eltérései).

A helyi amiloidézis® formék tipusai:

- Polipeptid hormon eredetii amiloidozis esetén az adott hormontermeld
szovetekben és daganatokban mutathaté ki amiloidlerakodéds. Az amilin (itt:
szigetsejt-amiloid polipeptid, IAPP) a 2-es tipusu cukorbetegségben szenvedd
betegek zomében az inzulinoméban is lerakéodik.™

- Sziv- és érrendszeri amiloidozis fennallasakor (fehérje eredetii, ezattal nem
zsirbol szarmazd!) lerakodasok akadalyozhatjak a szivbillentyiikk és a
szivizomszévet — munkajat, amely  szivelégtelenségre  hajlamosit. A
szivelégtelenség ¢€s szivritmuszavar mindezeken til gyakran az infarktusok
kivaltoja.

- Alzheimer-korral tarsulo amiloidozis: Az Alzheimer-kérban és a Down-
szindroma esetében nagy mennyiségii f-amiloid fehérje (AB) mutathato ki az
agyszovetben.

- Prionbetegségek. A prionok a fert6z6 fehérjék egy szokatlan csoportjat
alkotjdk. Az embereket megfertoz6 prionok tobbféle megbetegedést is
okozhatnak: pl. kuru (a nevetShalal), a Creutzfeldt—Jakob-betegség, a
Gertsmann-Straussler—Scheinker-szindroma ¢és a végzetes csaladi halmozodast
almatlansag (fatalis familliaris insomnia). ***

Els6ként (1901-ben) Opie ¢és munkatarsai talaltak amiloid tipusu
lerakodasokat a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteiben.” Alois Alzheimer csak
hat évvel késdbb, 1907-ben szamolt be hasonl6 agyszdveti lerakodasokrol.

A 2-es tipusi cukorbetegségben szenveddk hasnyalmirigyének bonctani
vizsgalatat kovetden 90-95 szazalékuknal neurodegenerativ megbetegedésekre
jellemzé, amiloid tipust lerakodasokat mutattak ki.™® Mindezekb6l levontak a
kovetkeztetést, hogy egyértelmii és szoros kapcsolat van az amiloiddzis és a
cukorbetegség kialakulasa kozott, s6t diagnosztikus célra is alkalmazni kezdték a
plakkok (lerakodasok) vizsgalatat.

** Az inzulindma egy daganat, mely a hasnydlmirigy inzulintermeld sejtjeibdl szarmazik.
" Az ,, dlmatlansag-kor”’ a Buendia csalddot is sujtja Gabriel Garcia Mdrquez Szdz év
magany cimii regényében.
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Idovel az is érdekelte a téma kutatdit, hogy mely fehérje megvaltozasa vezet a
hasnyalmirigy amiloid lerakodasainak képzddéséhez. Utdbbiak Osszetételét és
szekvenciajat vizsgalva Westermark és munkatarsai 1986-ban izolaltak és
megtisztitottak az emberi inzulinkivalaszté tumorszévetekb6l szarmazo amiloid
kotegeket, és arra lettek figyelmesek, hogy a szekvencia nem hasonlit az
inzulinéhoz, melyet a cukorbetegséggel kapcsolatban kézenfekvonek gondoltak
volna. Amit talaltak, azt Insulinoma Amyloid Peptide-nak (IAPP) nevezték el,
mely szekvencialis hasonlosagot (bar minddsszesen 50%-o0s homologicitast)
mutatott egy masik peptidhez, mely az Gun. CGRP neuropeptid volt (CGRP:
kalcitonin génhez kapcsolédé peptid, calcitonine gene related peptide).**** ¥

A (korantsem meggy6z6 50%-0S) homologicitas ellenére/mellett tovabbra is
kérdés maradt, hogy egyfelél a peptid részt vesz-e a Langerhans-szigetek
hormonalis szabalyozasaban, masfeldl pedig mekkora a relevanciaja a 2-es tipust
cukorbetegség kialakulasaban.

Cooper és csoportja néhany évvel késobb azt kozolték, hogy az aggregatumok
legfobb fehérjealkotdja a 37 aminosavbol alldé human amilin peptidhormon
(amylin, amilin, human islet amyloid polypeptide, hIAPP).**

A dolgozat tovibbi részében az emberi vagy humdn amilin’ (réviden: hIAPP)
elnevezéseket fogom hasznalni.

Az amilint a szakirodalomban egyértelmilen az un. ,kalcitonin
peptidcsaladba” soroljak. Habar élettani szerepe még nem tisztazott teljesen,
hatasa alapjan is az emlitett peptidcsaladhoz rendelheté.'®

A hIAPP az inzulinhoz hasonldan a hasnyalmirigy bétasejtjeiben keletkezik,
csokkenti a gyomoriiriilés sebességét és ezaltal mérsékli az étkezés utani
vércukor-emelkedést. Kivalasztodasa az inzulinnal parhuzamosan torténik, és a
vércukorszint beallitdsaban, a gliikozfelvétel egyensulyozasaban is egyiitt fejtik
hatasukat.® Mashol az olvashatd, hogy oldott formédja tobbek kozott fontos
szerepet jatszik az inzulinkivélasztas szabalyozasaban.”’ Abbol adédoan, hogy
koncentracioi szoros Kkapcsolatban vannak az inzulin szintjével, komoly
Osszefiiggést feltételeznek az inzulinrezisztencia és az amilin eredeti lerakodasok
képzodése kozott. Azt is felismerték, hogy az amiloid lerakodasok képzddése
egyiittjar a bétasejtek kimeriilésével és elhalasaval.

Az amilin peptidlanc aggregaciojanak oka és mechanizmusa ugyanakkor
mindmaig kérdés maradt.

" Amennyiben a CGRP koncentricibja megemelkedik, akkor az érfalak tigulata is
megno, és ez a megndvekedett nyomas okozza a migrénes rohamokat.

* Minthogy az amilin az egészséges szervezetben is megtalalhatd, indokolt volt olyan
nevet adni ennek a hormonnak, mely nem a cukorbetegséggel vald kapcsolatat helyezi
elotérbe. Az amiloid sz6t az ,,—in” névszoképzovel ellatva kaptak az amilin elnevezést.
Az amiloid kifejezés tehat egy altalanos formula és tulajdonsagot jeldl kilonb6zo
szovetek esetében, mint példaul az agyszdvetben, vagy a hasnyalmirigy szoveteiben. Az
amilin pedig egy, a fenti tulajdonsagot hordozd konkrét vegyiiletet a hasnyalmirigyben.
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Azt mar korabban is tudtak, hogy az ideg- illetve hormonrendszeri betegségek
kialakulasa alapvetéen a fehérjemolekuldk konformaciovaltozasaval, és az azt
koveté aggregaciojukkal van oOsszefiiggésben. Azonban ezen fehérjék nagy
fémionaffinitdsa és igy a fémionok ezen folyamatokban betoltott szerepe csak az
Gjabb kutatasok alapjan valt egyértelmiivé.”

Ennek a hatdsnak tobbféle mechanizmusat is kozolték mar. (Hozza kell
azonban flizniink, hogy ezek az eredmények egyrészt kiillonb6zo szovetekre
vonatkoznak, masrészt eltér6 tipusi amiloidképzést tanulmanyozé kutatasokbol
szarmazhatnak.)

- Az egyik lehetséges magyarazat, hogy a fémionok koordinacidja soran a
geometriai és elektrosztatikus viszonyok modosulnak, és ezzel kivaltjak a
harmadlagos szerkezet megvaltozasat.”*%

- A fémion-peptid komplex képzédése soran intermolekularis
keresztkStések johetnek létre a fehérjeszalak kozott.”

- A képzodott fémion-fehérje komplex nettd toltése miatt semlegessé is
valhat, és igy folgyorsulhat a kotegek képzédése.”

- A koordinaci6 stabilizalhatja az oligomer format, ez pedig a fehérje alaki
sajatsagainak megvéltozasat okozza.?®

- A fémion megkdtése destabilizalhatja a fehérje eredeti szerkezetét, ezért a
letekeredés energetikailag kedvez6bbé valik.””?®

Hogy a fémionok szerepe valoban relevans, arra egyértelmii eredmények
mutatnak, hiszen a Cu(Il), Fe(Ill) és Zn(Il) kiugréoan nagy koncentracioban
vannak jelen az amiloid lerakodasokban.?®

A fémion szerepe és részvételének mibenléte ugyanakkor igen Osszetett.
Szamos kutatast ismerhetiink, melyben a fémionokat mint kivalto okot mutatjak
be, de épp ilyen sok helyen olvashatunk arrdl, hogy a fémionok jelenléte inkabb
csak egy-egy szoveti degeneracio kovetkezménye volna.

Mint az eddig leirtak is mutatjak, az amiloidozis Osszetett, soktényezds, és
bonyolult folyamat. Az orvosi gyakorlatban és élettani vizsgalatokban szamos
probléma akad, ha egy ilyen jelenséget sziikséges megvizsgalni.

Tobbek kozott az is neheziti ezeknek a rendszereknek a vizsgalatat, hogy a
szovetek nem homogén oldatrendszerek, igy a koncentracid heterogenitasaval is
szamolni kell (pl. egyes részecskék helyi feldisulasa). In vivo koriilmények
kozott nehezebb reprodukalhato adatokat nyerni, igy a nyert adatok eltéréseit sem
lehet helyesen értelmezni.

Mindezekbdl kitlinik, hogy a biologiai folyamatok megértéséhez foltétlentil
szilkséges, hogy az azokat felépitd kémiai folyamatokat behatobban és
részletesen ismerjék, avagy hogy az élettani jelenségeket ezzel a tudassal
befolyasolni tudjak. A Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportban ennek
megfelelden igyeksziink a létfontossagu peptidszekvenciak biogén fémionokkal
szembeni viselkedését, alakitdo tényezoit in vitro tanulmanyozni, megérteni és
leirni, s igy tudomanyosan tisztazott, molekularis szintii alapokat nyajtani az in
vivo vizsgalatokhoz.
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2. IRODALMI ELOZMENYEK
2.1. A vizsgalt fémionok biolégiai jelentdsége™

Mint az el6z6 fejezet végén is utaltam ra, néhany atmenetifém-ionnak szerepe
lehet az amilin szerkezetének megvaltozasaban. Doktori munkam soran az amilin
fragmenseinek €és mutans peptidszakaszainak, illetve harom Iétfontossagu
fémionnak a ko6lcsonhatdsat tanulmanyoztam.

Az Un. létfontossaghh fémionok kozds jellemzdje, hogy meghatirozott
koncentracidtartomanyban fordulnak el a szervezetben. A taplalékbdl torténd
elvonasuk utan reprodukalhatd és hatranyos fiziologias elvaltozasokat figyeltek
meg. Ezek az elvaltozasok mindazonaltal az illetd elem potlasaval
visszafordithatok vagy legalabb enyhithetok. Hianyuk és/vagy foloslegiik jol
meghatarozott betegségekkel is Osszefiiggésbe hozhatd. Szerepiiket tekintve
pedig elmondhato, hogy a létfontossagli elemek biologiai eléfordulasa mindig
valamely, meghatarozott biokémiai folyamathoz vagy folyamatokhoz koétédik.

Ezek koziil munkam soran a Cu(Il)- és a Zn(II)-ion szerepét tanulmanyoztam.
Bar a forrasok szerint a szovetekben a Fe(II)-ion Koncentracidja is
megemelkedett, de ez csak az agyszOveti plakkokat érintette. A cukorbetegek
amiloid lerakodasaiban a Cu(Il)- és a Zn(ID)-ion szintje volt magasabb a
normalisnal, igy a kovetkezOkben ezeknek az atmenetifémionoknak a biologiai
szerepét és koordinacios viselkedését mutatom be.

A Ni(ll)-ion élettani szerepét az ember és mas emlésok esetén bar még nem
bizonyitottak, de a szervezetben nagysagrendileg a létfontossagli mangannal
egyez0 mennyiségben fordul el6 (kb. 10 mg/70 kg). Abbol fakaddan, hogy
bizonyos oldallancoknak a komplexképzésben torténé részvétele igen fontos
kérdés ezen a teriileten, a Ni(II)-ion koordinacios sajatsagainak tanulmanyozasa
azért is volt sziikséges, mert értékes Osszehasonlitd €s megerdsitd adatokat
nyerhetiink vizsgalataval.

A réz valamennyi €16 szervezetben jelen van, az atmeneti fémek koziil csak a
vas és a cink fordul el nagyobb mennyiségben.® %%

Az ¢l6 rendszerekben azonban — mint jO komplexképzd — javarészt
rézproteinekben talalhaté meg, kotott formaban. Ezek élettani folyamatokban
betdltott szerepiiket tekintve is nagy véltozatossdgot mutatnak; a réz szallitasahoz
(ceruloplazminok), illetve tarolasahoz (metallothioneinek), és redoxi folyamatok
kataliziséhez is kapcsolhatéak (szuperoxid-diszmutazok, oxidazok, oxigenazok,
elektron-transzferproteinek).

A réztartalmu fehérjéket harom tipusba sorolhatjuk a komplex geometrija, a
fémion oxidacios allapota és a donoratomok szempontjabol.

A fotoszintézisben fontos szerepet betoltd un. kékréz fehérjékben a
paramagneses Cu(Il)-ion két nitrogén és két kén donoratomhoz koordinalodik.
Ezen komplexmolekulak  geometridja részben a  Cu(I)-komplexek
(négynitrogénes) tetragonalisan torzult oktaéderes koordinacidés modjara, részben
a Cu(l)-komplexek (négykénes) tetraéderes koordinaciojara hasonlit. Szokatlan
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abszorpcidos és ESR paraméterekkel rendelkeznek. Neviiket a 600 nm koriil
jelentkez6 S-Cu toltésatviteli sav miatt kapték (e ~ 3000-5000 dm®mol *cm ™).

A masodik tipus legfontosabb képviselje a Cu,Zn-szuperoxid-dizmutaz
enzim, mely a nemkékréz fehérjék csoportjaba sorolhatd. Geometridjukat
tekintve ezek siknégyzetesek.

A harmadik tipusbha az ESR-inaktiv rézproteinek sorolhatoak, melyeknek két
csoportja ismert. Az els@ csoportban képviseldiben két, egymashoz kozeli (de
figgetlen) Cu(l)-ion talalhato, amelyekben a hisztidin N-donorjai koordinaljak a
fémiont. Jellemz6 képviseldjilk a hemocianin, mely a puhatestiickben az
oxigénmolekula transzportjara és aktivalasara szolgal. A masodik csoportot a két
antiferromagnesesen csatolt Cu(ll)-iont tartalmazo fehérjék alkotjak.

A rézkomplexeket szamos betegséggel kapcsolatosan is tanulmanyoztak.
Ezeknek a korébe tartozik a Menkes-kor, mely a sejten beliili réztranszport
orokletes rendellenessége. Az ennek kovetkeztében kialakuld rézhiany sulyos
elvaltozasokat idézhet el0 a szellemi és a fizikai fejlodésben. Megfeleld
rézvegyiiletek formajaban intravénasan potolhatd a fém(ion). A Wilson-kor is a
réz anyagcseréhez kotédd megbetegedés, a szervezet réztarold képességének
sulyos agyi rendellenességeket el6idézd orokletes zavara. A betegség kezelése
kelatterapiaval torténhet, de még ma is folyik a meglévd terapias szerek
fejlesztése, illetve keresik azokat a kezelési modokat, melyek alkalmasak a
betegség még hatékonyabb kezelésére.®

Bar a réz oxidaciés szama a komplexeiben 0-t6l +4-ig terjedhet, a fenti
rendszerekben leggyakoribb a +2-es oxidacios allapot, de jelentés még a +1-es is.

A Cu(l)-komplexek d™ elektronkonfiguracioval rendelkeznek, ezzel
Osszefiiggésben szintelenek és  diamagneses sajatsagiiak. A preferalt N=2
koordinacids szamu komplexek esetében linedris, mig a ritkdbban el6forduld
N=4  koordinici®6  esetében  tetraéderes  téralkat  jellemzi  Oket.
Standardpotencialjabol adddoéan koénnyen oxidalodik, de redoxipotencialja
jelentdsen fiigg a koordinalodd ligandumtol. Szoft fémion 1évén stabilis
komplexet ugyancsak szoft karakterii ligandumokkal képez (példaul jodidion,
tiolok).
ion komplexei azonban paramagnesesek, sziniik valtozatos (kék, zold vagy lila,
széles elnyelési savval). Ez okbol utdbbiak jol vizsgalhatok ESR-
spektroszkopiaval, UV-lathato spektrofotometridval, valamint CD
spektroszkopiaval (amennyiben a ligandum optikailag aktiv).

Négy, ot, de legjellemzobben hat ligandum koordinalodhat maximalisan a
fémionhoz, utobbi koordinacidés szam esetén a komplex tetragonalisan torzult
oktaéderes geometriat vesz fol. Két jellemz6 sav lelhetdé fel abszorpcios
spektrumaban (L = 500-800 nm, &~ 10-100 dm®mol‘cm™). Amennyiben a
komplexképzddés soran nd a koordinalodott nitrogéndonoratomok szama, akkor
az abszorpcidés maximumok a kisebb hullamhosszak fel¢ tolodnak, az
oxigéndonoratomokhoz torténd kotddés esetén pedig éppen az ellenkez6 iranyba.
A Cu(I)-komplexek jellemzé ESR paraméterekkel rendelkeznek. Komplexei
labilisak, gyors ligandumcsere figyelheté meg. Az Irving-Williams sor alapjan
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komplexeinek termodinamikai stabilitasa igen nagy a 3d-atmenetifémek korében:
Mn(I)<Fe(I)<Co(I)<Ni(Il)<Cu(Il)>Zn(11).%3
(N=4). Igen inertek és rendkiviil erélyes oxidaloszerek.

A Cu(I) szoft és a Cu(Il) koztes (borderline) karakterének megfelelden stabilis
komplexeket hoz létre aminosavakkal, peptidekkel, fehérjékkel, amelyekben a
donoratomok leginkabb nitrogén, oxigén vagy kén atomok.

A Cu(I-ion élettani jelent6sége szempontjabdl fontos a tény, hogy képes
elésegiteni az amidnitrogének deprotonalddasat és koordinacidjat mar kisebb pH-
n is (példaul a vér vagy egyéb szovetekre jellemzé pH-tartomanyban).®

A nikkel vegyiiletei zomében mérgezéek (példaul a nikkel-tetrakarbonil,
illetve a karcinogén nikkel-oxidok és —szulfidok). Emellett t6bb kézleményben is
beszamoltak mar a hasznalati targyakbol és kiilonbozé potldanyagokbol
felszivodo nikkel altal kivaltott allergiarél is.®*%®

A nikkeltartalmu enzimek valtozatos funkcidkat latnak el, ismert a karbamid
hidrolizését katalizal6 uredz enzim egyes baktériumokban és novényekben. Egy
masik funkcioban a hidrogén vizzé torténd oxidaciojat katalizalja a nikkel-vas
hidrogenaz enzim.* Utobbiak szerkezetileg a vas-kén fehérjékhez hasonlithatok,
de az aktiv szerkezeti egység cisztein-S hidakkal 6sszekapcsolt Ni-Fe centrumot
tartalmaz és a kénatomot szelén is helyettesitheti. Emellett a nikkel fontos
szerepet tolt be a metil-koenzim-M-reduktazban, amely a szén-dioxid metanna
alakitasaban vesz részt.”’ Szintén Ni(ll)-iont tartalmaz a szén-monoxid szén-
dioxidda torténd reverzibilis oxidaciojat katalizaldé CO-dehidrogenaz,®® emellett
immar ismert a Ni(ll)-szuperoxid-diszmutaz enzim is.* Itt a nikkel atomok
megkOtésében a cisztein-S donoratomoknak van meghatarozo szerepe, és a
mitk6dés soran Ni(ll) — Ni(lll) a&tmenet valosul meg.

A nikkel +4-t61 0-ig terjedé oxidacios allapotai egyarant ismeretesek, ennél
alacsonyabb oxidacids szammal csak a fémorganikus vegyiiletekben szerepel. A
d® elektronszerkezetii, +2-es oxidaciés allapota kiugroan stabil. A Ni(ll)-ion
koordinacids szama négyes, 6tds valamint hatos lehet.

A Ni(Il)-ion paramagneses tulajdonsagu, oktaéderes geometriaji komplexeket
képez oxigén és/vagy nitrogén donoratomot tartalmazé mono- és polifunkcids
ligandumokkal. Az igy képzddé komplexeket tartalmazod oldatok szine
halvanykék vagy halvanyzold.

Erds terti ligandumok jelenlétében viszont mar vords/sarga szinii siknégyzetes
szerkezetli, diamagneses tulajdonsagi Ni(Il)-komplexek képzédnek (példaul
tiolvegyiiletek, peptidek, makrociklusok S- és N-donoratomjai esetében).

A cink a masodik leggyakoribb atmenetifém az él6 szervezetben, raadasul
valamennyi ¢él6lényben megtaldlhato ¢és élettani szerepe is igen sokrétl
(szénsavanhidraz, karboxipeptidaz, redoxi katalizatorok, alkohol
dehidrogenazok, Cu,Zn-SOD). A cinktartalmt fehérjék példaul a DNS
replikacidja soran szabalyozzak a genetikai informacidé atadasat. Az ¢€l6
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szervezetben ligandumai kizarolag fehérjék, gyakorta koordinalodik a hisztidin,
cisztein, glutaminsav és aszparaginsav oldallancbeli donorcsoportjaihoz.

Egy atlagos testtomegii felndtt emberi szervezetben 2-3 g cink fordul eld,
melynek kozel 60 szazaléka az izomszovetben, és kb. 30 szazaléka a csontban
halmozaddik fel.

Hianya novekedési zavart (torpendvést), latdszavart, borelvaltozast, hajhullast
és sebesedést, de esetenként impotenciat, mentalis zavart, valamint
étvagytalansagot is okoz. A kevésbé toxikus nehézfémek kozé tartozik, az é16
Szervezet viszonylag nagy mennyiségli cinket képes toleralni, igy specifikus
felesleg betegsége nem ismeretes.

2.2. Az amilin hormon és az amiloid lerakodasok

A hormonra vonatkozd korabbi kutatasok igen sokfélék abbol szempontbol,
hogy mire helyezték a hangsulyt. Vannak munkak, melyek a humdn amiloid
lerakodasokra koncentralnak, taldlunk szintetikus peptidmodellekkel torténd és
sejtkdrnyezetben végzett vizsgalatokat is. Egy jabb csoportot képeznek azok az
eredmények, melyek fémion(0K) jelenlétében torténtek. Tanulmanyoztak mar
egyes ragesalok vagy Kifejezetten a patkdny amilinjét is. Fellelhet6k olyan
kozlemények is, melyekben keverednek a folsorolt szempontok, igy itt
tematikusan rendezve targyalom az eredményeket.

2.2.1. Kiilonbozd fajok amiloid lerakéddsainak vizsgdlata

Miutan az emberek szervezetében azonositottak a cukorbetegséggel egyiittjaro
lerakodasokat, természetesen mas fajok szoveteit is megvizsgaltak. Az emberek
érintettsége mellett még néhany allatfaj esetében is talalunk példat amiloid
lerakodasok kialakuldsara az irodalomban; bizonyos féemldsok, mint példaul a
majmok,* kutydk™ és a macskafélék™ esetében.

Megfigyelték azonban, hogy a patkdnyok, egerek, illetve horcsogok
hasnyalmirigyében nem képzodnek amiloid lerakddasok.

A patkany amilinjét tovabb vizsgalva, annak a szoveti kornyezet pH-javal
vald kapcsolatat is jobban megismerték. A fiziologias pH-tartomanyban ugyanis
a patkany amilin nem mutat hajlamot tipikus plakkok képzésére, de lugos
kozegben képez kis palcikaszerii kotegeket. Az ilyen rostkdtegek azonban nem
mikronos méretiiek, ahogy azt az emberi amilin lerak6dasainal megfigyelték.* A
lerakodasok raadasul (ellentétben a human aggregatumokkal) nem képeznek
kotegeket, nem mérgezéek a még egészséges és még milkodo szigetsejtekre.

Ha a szekvencidkat &sszehasonlitjuk, tobb eltérd tagot is talalunk. A patkany
amilin és az emberbdl izolalt amilin a 18., 23., 25., 26., 28. és 29. aminosavban
tér el egymastol.” Mig az ember amilinjében ezeken a helyeken hisztidin,
fenilalanin, alanin, izoleucin, és két szerin talalhato, addig a patkanyéban arginin,
leucin, prolin, valin, és két prolin (2. tdbldzat).

(Az aminosvak harom- és egybetiis roviditéseit az 1. tablazatban foglaltam
ossze.)
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2. tablazat: A human és a patkany amilin szekvenciaja (4z eltérd tagokat kiemeltem.)

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

hlAPP K C N T A T C A T Q R L A N F L V

rMmpP K ¢ N T A T C A T Q R L A N F L V R

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

S S N N F G A | L §s S T N V G S N T Y
S S N N L G P V L P P T N V G S N T Y

Abbol kifolyolag, hogy a patkanyok, egerek és horcsogok hasnyalmirigyében

nem képzOddnek amiloid lerakodasok Betsholtz és munkatarsai munkajuk soran a
szekvencialis kiilonbségek hatasat kezdték tanulmanyozni.*
A human és a horcség amilin megfeleld szakaszait modellez6 peptidek szintézise
utan osszehasonlitottak 6ket abbol a szempontbol, hogy mennyire hajlamosak az
aggregaciora. Eredményeik arra mutattak, hogy a hIAPP (20-29) (-
SNNFGAILSS-) fragmens felelGs a teljes szekvencia amiloidképzé hajlamaért.

Ennek tovabbi vizsgdlata soran pontcseréket (mas néven pontmuticiokat)
hajtottak végre a hIAPP (20-29) tartomanyaban olyan aminosavakra, melyek az
adott pozicioban a patkany amilin szekvencidjaban lelhetok fel és ezek
aggregaciora vald hajlamat vetették 0Ossze. Mindebbdl jol latszik, hogy a
kiilonboz6 fajok amilinjében 1évé szekvencialis eltérések fontos szerepet
jatszanak az amiloidképzddési hajlam kialakuldsaban.

Moriarty és munkatarsai azt is szerették volna meghatérozni,*® hogy a tiztaga
szekvencia mely tagjainak van szerepe, és ha van, ez mekkora a humdn amilin
amiloid képzbédésben. Abbdl indultak ki, hogy a prolin képes destabilizalni a f—
struktarat, s igy inhibialni az amiloidképzédést. Ezt ugy oldottak meg, hogy tiz
peptidmutanst szintetizaltak a dekapeptid egy-egy tagjat prolinnal szubsztitualva,
igy informaciot nyertek arrdl, melyik pozicionak van szerepe vagy nhagyobb
szerepe az amilin plakkképzésében. A lerakddasokat Fourier-transzformacios
infravoros spektroszkopiaval (FTIR) és transzmisszids elektronmikroszkoppal
(TEM) is elemezték.

Eredményeik azt mutattak, hogy a Aumdn amilinben az Asn22, a Gly24, ill. a
(lleLeuSer) 26-28 fragmens a kulcsfontossagli. Ezek koziil viszonylag erésebb
masodrendli kolcsonhatasra a polaris (Asn22, Ser28) oldallancok képesek, igy
ezek hatasara még a tovabbi fejezetek egyikében ki fogok térni.

Moriarty és munkatarsai vizsgalataik sordn azonban csak a humdn amilin
(20-29) szakaszara fokuszaltak, mig a patkany amilinjére nem tértek ki. Az utobbi
szerkezete a hat szubsztituens miatt, — melybdl harom prolin — jelentdsen eltérd
lehet, azonkiviil az eltérések nagy része a kritikus poziciokba esik: Asn22, Val 26,
Pro28.
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Egy masik kutatds’’ soran a legrovidebb humdn amilin szakaszt keresték,
amely képes a [B-redok és amlioidképzésre. A 3. tdblizatban a vizsgalt
szekvenciakat foglaltam Gssze.

3. tablazat: A vizsgalt human és patkény amilinfragmensek”’

fragmens szekvencia

hIAPP (20-29) SNNFGAILSS: Ser-Asn-Asn-Phe-Gly-Ala-lle-Leu-Ser-Ser
hIAPP (20-27) SNNFGAIL: Ser-Asn-Asn-Phe-Gly-Ala-lle-Leu

hIAPP (22-27) NFGAIL: Asn-Phe-Gly-Ala-lle-Leu

hIAPP (23-27) FGAIL: Phe-Gly-Ala-lle-Leu

hIAPP (24-27) GAIL: Gly-Ala-lle-Leu

hIAPP (22-27)* LIAGFN: Leu-lle-Ala-Gly-Phe-Asn

rlIAPP (20-29) SNNLGPVLPP: Ser-Asn-Asn-Leu-Gly-Pro-Val-Leu-Pro-Pro
rlIAPP (22-27)* NLGPVL: Asn-Leu-Gly-Pro-Val-Leu

*médositott szekvencia

Méréseik soran arrdl szamoltak be, hogy az SNNFGAILSS, az SNNFGAIL,
NFGAIL és az FGAIL fragmensek képeznek B-redés lerakodasokat, ellenben a
GAIL szekvencia nem mutat hajlamot az amiloidképzésre. A kevert szekvencidk
sem képeztek jol strukturalt és a tobbi sejtet mérgez6 lerakodasokat, legfeljebb
amorf formak jelentek meg, melyek nem bizonyultak citotoxikusnak.
Mindezekbdl latszik, hogy az egyes aminosav tagok megléte mellett a sorrend is
meghatarozo.

Megallapitottak ezeken tal azt is, hogy az —-NFGAIL- ¢és a —FGAIL-
domének egyarant elégségesek a B-redok képzodéséhez. Annak ellenére, hogy
minddssze csak egyetlen aminosavban térnek el egymastol, teljesen maés
szerkezetli amiloidkotegek képzOdésére figyelhettek fel. Az aszparagin tagot is
képzett, mig a pentapeptid parhuzamos, nagyobb kiterjedésti szalagszerii
formakat hozott Iétre.

Arra is felfigyeltek tehdt, hogy a rostképzddési mechanizmust az hatdarozza
meg, hogy az Asn22 tag jelen van-e. Azt feltételezték, hogy ennek az
oldallancnak kulcsszerepe lehet bizonyos intermolekularis kdlcsonhatasokban,
melyek révén stabilizalodik az egyik jellemzé morfologia. A  Kinetikai
vizsgalatok szintén az Asn22 nagyobb jelent6ségét mutattak ugyanebben a
vizsgalatsorozatban.

2005-ben azonban Abedini és munkatarsai beszamoltak arrol, hogy a His18
tag nagyobb jelentdséglinek bizonyul, mivel a teljes szekvencia amiloidképzése
in vitro koriilmények kozott pH-fliggést mutat — kiilondsen a His18 pK értéke
folotti tartomanyban.®® Ez arra enged kovetkeztetni, hogy bar a 20—29 fragmens
bizonyitottan dontd szerepet jatszik a plakk-képzOdést tekintve, de dnmagaban
nem elégséges a mechanizmus modellezéséhez.

Mindezekbdl az tinik ki, hogy két fontos eleme van a hIAPP szekvencidjanak,
mely az aggregaciora valo hajlamot befolyasolja és szabalyozza,; a Hisl8 és az
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(SSN)NFGAIL szekvenciaszakaszok. Tovabba az is latszik, hogy a pH
meghatarozd ebbdl a szempontbdl. (Enzimek esetében azonban kozismert, hogy
csak egy jol meghatarozott, sziikebb pH-tartomanyban miikodnek, un. pH-
optimummal rendelkeznek.)

2.2.2. A fémionok szerepe

Mint a Bevezetés c. részben és az 2.1. fejezetben (A vizsgdlt fémionok
biologiai jelentdsége) is emlitettem, a konformacidvaltozas kivaltdja tobbféle
tényez0 is lehet. Ezek koziil munkank sordn a fémionok szerepének szenteltiink
kiilonos figyelmet.

Szamos példat kozoltek mar az irodalomban arra, hogy a fémionok
Az amiloid-f peptid vizsgalatai soran példaul azt talaltak, hogy a Cu(ll)- és
Zn(ll)-ionok  jelenlétében az  amorf  aggregatumok  képzddése a
kedvezményezett,**® 5* %2 %% ez7e| azonban gatlodik a fibrillumok, azaz kétegek
képzédése. o>

Mas munkakban arra jutottak, hogy Fe(lll)-ionok hatasara semleges pH-n
amiloidkotegek jelennek meg.” Mint lathato az el6z§ fejezetbél is, az amiloid
lerakodasok morfologiaja meghatarozo informaciot hordozhat, és a fémionoknak
ebben meghatarozoé szerepe lehet.

Mindazonaltal adodik a kérdés, hogy a fémionok és peptidek kozotti
kolesonhatas vajon milyen mértékii lehet, tovabba milyen ardnyban vannak jelen
egymas mellett a hasnyalmirigy amiloid lerakddéasokat tartalmazo sejtjeiben.

A hasnyalmirigy szoveteiben 1év6 koncentraciéviszonyokat ugyanakkor nem

lehet vagy nagyon nehéz egyértelmiien megadni.
a 35 pM-es, illetve 15-20 pM-es értéktartomanyt jelolik meg.” Az
inzulinkivalasztdé  granulomdkban  viszont nagysagrendekkel = nagyobb
mennyiséget, akar néhany mM nagysagrendii koncentraciot is mértek.>® Az
emberi szervezetben [lévé amilin mennyiségére is hasonld adatokat talalunk
masutt, de itt is érdemes szem el6tt tartanunk, hogy az adatok kiilonb6zo
szovetekre vonatkoznak (vérplazma, granulomak). A szakirodalomban fellelhetd
adatokat a 4. tablazatban foglaltam Gssze.

4. tablazat: Az IAPP koncentracidja a szervezetben (mol/l)

vérplazmaban 3-5-10*ill. 15-20 -10™*2
patkany®® | inzulinkivilaszt6 granulomdkban 5+ 10" vagy néhany mM
egészseges (vérplazma) 6,4-10"
huméan®” cukorbeteg (vérplazma) 6,7 107
uman
cukorbeteg és elhizott (vérplazma) 10,5 - 107"

A fémionok koncentracidinak megadasa sem egyszer(ibb feladat. Sokkal
kiterjedtebbek az agyszdvetekre vonatkozo vizsgalatok, a hasnyalmirigy amiloid
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lerakodasainak Osszetételére vonatkozoan ezzel szemben csak kevés adat all
rendelkezésiinkre.

Az Alzheimer-kor kutatasa soran azt talaltdk példaul, hogy a betegek
szervezetében a normal értékek tobbszorosére ndvekedik a Cu(ll), Fe(Il) és a
Zn(1T) mennyisége (3. tabldzat).>®

Mias forrasok™ arra hivjak fel a figyelmet, hogy a kor elére haladtaval, illetve
a neurodegenerativ betegségben szenved6knél szignifikansan megnévekedik a
Cu(I)/Zn(ll) arany és a Cu(IT)-koncentracié az emberi vérszérumban. Emellett
ennek a jelenségnek az oxidativ stresszel valdo egyértelmii kapcsolatat is
felismerték. Itt a betegek vérszérumanak Cu(Il)-ion koncentracidja tobb mint 20
UM, de ez is altalaban értendd a neurodegenerativ megbetegedésekben
szenveddkre.

A cukorbetegekre konkrétan vonatkozd adatok is csak a vérszérumra és a
Vizelf%tore érhetéek el (6. tablazat), viszont a plakkokban ettdl eltéré koncentracio
lehet.

5. tablazat: Kiilonbozo atmenetiféemionok koncentrdacioja Alzheimer-koros és
egészséges emberek agydban™

Az egészséges agyszovetben Alzheimer-kér esetén
Cu(ll) ~60 uM* ~4 uglg ~ 375 uM* ~ 25 uglg
Zn(11) ~ 320 uM* ~23 ugl/g ~ 740 uM* ~53 ugl/g
Fe(l11) ~ 310 uM* ~19 ugl/g ~ 1120 uM*  ~ 69 pg/g

* Kozelito érték, az agyszovet suriiségét az agy dtlagos tomegeébdl és dtlagos
térfogatabol szamoltam az ésszehasonlithatosag érdekében.

6. tablazat: Kiilonbozd dtmenetifémionok koncentrdcioja cukorbetegek és
egészséges emberek szervezetében®

Egészséges szervezet Cukorbetegek szervezete
Cu(ll) ~14 M ~0,22 uM ~20uM ~0,23 uM
Zn(I) ~9uM ~4uM ~9uM ~7uM
Ni(Il) ~ 0,075 uM ~ 0,06 uM ~0,15 M ~ 0,05 uM

Az adatok a vérszérumra és a vizeletre vonatkoznak ebben a sorrendben.

Az mindenesetre latszik, hogy a vérszérum és a vizelet dsszetételét ICP-MS
technikaval kiilonb6z6 fémionokra megvizsgalva (Al, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn,
As, Se, Mo, Hg, Cd és Pb) a Cu és a Mo antagonisztikus kolcsonhatasa bizonyult
meghatarozonak. Az el6bbi irodalmakkal megegyezéen a Cu(Il)-ion
koncentracidja ebben a kutatdsban is kozel 20 puM-nak adoédik a betegek
esetében.

Zargar és munkatirsai a vérplazmara adtik meg eredményeiket.®’ Ezek
alapjan a cink és mangin koncentracidja nem tér el, elllenben a Cu(ll)-ion
mennyisége megemelkedett 14 puM -r6l 17-re uM -ra. A Zn(lD)-ion
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koncentracidja minimalis eltérést mutatott csak: 16 uM ¢és 17 uM a megfeleld
értékek.

Abbol kifolyolag, hogy a szdvetek egyes fémionokat megnovekedett
mennyiségben tartalmazzak, a fehérjék, illetve a peptidfragmensek Cu(ll)-
ionokkal valo kélesonhatasat kiterjedten tanulmanyoztak.”® #293% A Cu(ll)-ionok
felé mutatott nagy affinitasait az aminosav-szekvenciaban talalhat6é hisztidin
imidazolil-oldallancok jelenlétének tulajdonitjak, amelyek elsddleges két6helyek
a fémionok szamara. A prion protein peptidfragmenseinek vizsgalata soran®®
ezen peptidek nagy szelektivitasat tapasztaltak a Cu(ll)-ion megkotésére, mig az
amiloid-B esetében azt talaltdk,®”®® hogy az utobbi viszont igen stabil
komplexeket képez mind a Cu(ll)-ionnal, mind a Zn(I1)-ionnal.

Fontos a ligandum és a fémionok kolcsonhatasanak vizsgalata kiilonb6zo
aranyok esetében is, hiszen a szakirodalomban kozolt eredmények szerint példaul
az amiloid-B peptid és a Cu(Il)-ionok  egymashoz viszonyitott aranya
meghatarozd abbol a szempontbdl, hogy képzdédnek-e és ha igen, milyen
szerkezetliek az amiloidlerakodasok.®®™

Az adatokat megfigyelve ugyanakkor latnunk kell, hogy az elérhet6 adatok
csak nagyon nehezen vethetéek Ossze egymassal, hiszen a hIAPP és a rIAPP
koncentracio, illetve a fémionok koncentracioi hol a vérszérumra, vérplazmara,
vizeletre vonatkozoan vannak megadva. A plakkok koncentraciéviszonyait
kiterjedten pedig csak az agyi plakkokat illetéen térképezték fol. Ami ezek
ellenére is kitiinik, hogy a Cu(ll)-ion koncentracidja a megbetegedés sordn
mindig nagyobb az egészséges szervezetre jellemzo értéknél. Masrészt az agyi
plakkokban bizonyitottan vannak kiilonbozé  fémionok, raadasul igencsak
foldusulva a normdlis szintjiikhoz képest. Az amilin/fémion arannyal
kapcsolatban ligandum folosleg lehet a hasnyalmirigyben, de az elébb emlitett
okok miatt indokolt més aranyok szisztematikus vizsgalata is.

Mint az 1. fejezetben is utaltam ra, az é16 szovetek nem tekintheték homogén
oldatrendszernek, igy példaul az itt 6sszegylijtott koncentracié adatok is csupan
oriental? jellegiiek lehetnek.

Harmadrészt egyszerre tobbféle fémion is jelen lehet ezekben a szdvetekben
kiilonb6z6 mennyiségben és aranyban, illetve maga egy peptidlanc teljes
hosszaban akar tobb fémion megkotésére is képes lehet. Ez a fémionkoncentracio
foloslegét feltételezné, am ez a lokalis feldusulasok figyelembe vételével
koénnyen értelmezheto.

2.2.3. A humdn amilin fémionmegkito képességének vizsgalatai

A hIAPP élettani jelentdsége eldsegitette az amilin szempontjabol szoba jovo
peptidek koordinaciés kémiai tanulmanyozasat, de annak kis vizoldékonysaga
nagyban akadalyoztatta az ilyen jellegli vizsgalodasokat. A hIAPP 18.

s

fémionok szamara, igy nagyszam( nemrégiben Kkozolt eredmény all
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rendelkezésiinkre, melyek a Cu(ll)-ion és/vagy mas fémionok

Megjegyzendé azonban, hogy ezekben sokféleképpen
magyarazzak az amilin plakk képzddését és nem kevés
ellentmondas is felfedezhetd az eredményekben.

Egy 2008-as kutatasban Osszehasonlitottak a rIAPP (17-
29) (VRSSNN-LGPVLPP) és a hlAPP (17-29) (VHSSNN-
FGAILSS) fragmensek Cu(ll)-komplexeinek szerkezetét.
Minthogy a hlAPP (17-29) komplexének vizoldékonysaga
igen kismértékli volt, erre vonatkozoéan csak ESI-MS
vizsgalatokat végeztek. Eldallitottdk azonban egy mutansat
(VHSSNN- LGPVLPP), mely a patkany amilin egy szakaszat
is tartalmazza, igy mar UV-Vis és CD spektroszkopias
mérésekre is lehetéség nyilt. Harom kiilonb6z6 pH-n (7,5, 9 -
és 10) vették fol a spektrumokat, és azt talaltak, hogy 10-es
pH folott mar megegyezd lefutdsuak a spektrumok a rIAPP
(17-29) és a mutans esetében.”

Ward és munkatérsai’> 2008-ban arrél is beszamoltak,
hogy a Cu(ll)-ion a P-redés szerkezet kialakulasaban az
inhibitor szerepét tolti be. Munkajuk soran igyekeztek a
fiziologias koriilményeket beallitani. Mindez az amilin és a
fémionok koncentracidaranyait illetéen sikeriilt is, az
alkalmazott 7,4-es pH viszont alacsonyabb a hasnyalmirigy
szoveteiben utalkodonal. A hasnyalmirigy enzimei — inzulin, =
kimotripszin, tripszin — szamara az optimalis pH-tartomany a
8-9 koriili. A hasnyalmirigy valadékainak pH-ja 8,8, a Tz
tripszin pH-optimuma pedig 7,8-8,5 kozott van.® A | o=%
lerakodasok azonban a hasnyalmirigyben €s nem a vérben |
képzddnek. ot
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Mas fémionok szerepét is tanulmanyoztak, igy nyertek él 3 (’ KT
informaciot arr6l, hogy a Fe(ll), Zn(ll), és az Al(IIl) csak T e o
el8segiti a plakkképz6dést, és — szemben a Cu(ll)-vel — nem “iis
akadalyozza azt. Nem igazan tértek ki azonban a jelenség =2
magyardzatara, ellenben hivatkoznak egy olyan o=<!J .5
kozleményre,”* melyben a szerzOk ezt a hatast a Cu(ll)-ion ?‘5_6_5
koordinacigja miatt  destabilizalédott  diszulfid  hidak Dj
szerkezetalakitd szerepének tulajdonitjak. Egy nemrégiben 3% @
megjelent kozlemény is a fémion okozta konformacios =2
valtozasok meghataroz6 szerepére hivja a fol a figyelmet.” /go

Abbol kiindulva, hogy az amiloid lerakddasokban a
ProlAPP-nak nevezett, szintén [-szerkezetlivé alakult 2, dbra;

;. . ST . . . A hlAPP (15-29
prekurzur fehérje kicsapodasai is megtalalhatoak, Exley és fragm(ens )

csoportja’® arra szerettek volna valaszt kapni, hogy a Cu(Il)- | szerkezeti képlete
ion a ProlAPP (1-48) konforméacidvaltozasat is gatolja-e. Azt
kaptak eredményiil, hogy a Cu(Il)-ion (foloslegben alkalmazva) ezen peptid
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esetében is megakadalyozza a plakk-képzédést. Egy késbbi munkajukban’ arrol
szamolnak be, hogy az Al(IIT)- és a Zn(Il)-ion jelenléte nem befolyasolja/ndveli
kiilonosebben a Cu(Il)-ion védd hatasat. Munkajukat 6k is in vitro végezték.

A Zn(I)-ion védShatasat emelik ki masutt’® abbél kifolyolag, hogy a
kivélasztd granulémakban annak millimélos nagysagrendii a koncentracidja,
méréseiket ellenben in vitro végezték. Azt feltételezik, hogy a Zn(II)-ion
koordinalddik a szekvencia 18-as helyén 1évo hisztidinhez, az igy megvaltozott
elektrosztatikus ~ kornyezet  pedig

kedvezétlenné  teszi a  szalak S,
aggregacios folyamatait. N ;ﬂp;w" a3s

Mas munkékban viszont a Cu(ll)- '33
ionnak a ,,ROS” (ROS: reaktiv oxigén o

I-lbnl

szdrmazeékok) képzO6désre gyakorolt * 2 e
hatasat emelték ki. Arra
kovetkeztettek, hogy a  sejtek =
elhalasdhoz a human amilin, a Cu(II) / Armnmsw
¢s a H,0, kozott végbemend e i
redoxireakci6  vezet.  Ugyanilyen
megfigyeléseket tettek a human 3. abra: A Cu(ll)-ion, a ROS és a hIAPP
amilin egy mutansanak (His18Ala) kapcsolata

vizsgalatakor is, tehat a 18-as helyen

allo hisztidint nem talaltak kulcsfontossagunak ebben a folyamatban. A patkany
amilin vizsgalata sordn — ellentétben a huméan amilinnel — nem talaltak
redoxireakciora utalé nyomot.”

Ellentmondasosak azonban az eredmények, hiszen Lee és munkatarsai

(szintén in vitro vizsgalataik utan) arrdl szamoltak be, hogy bar az amilinb6l
képzodik a H,0,, de a Cu(ll)-amilin komplex jelent6sen csokkenti a H,0O,
koncentraciojat, és ezaltal a komplex védé hatassal bir. %
Egy 2014-es kozlemény® mas hatasokat helyez elétérbe. Azt vizsgaltak, hogy
CuCl,, CuSQ,, ¢és Cu(Gly), jelenlétében csokken-e a rostkotegek képzOdése in
vitro korilmények kozott. Az adatok azt mutattak, hogy a Cu(Il) és a human
amilin kolcsonhatnak egymassal és ennek eredménye itt is a csokkent
rostképzddés, raadasul mindhdrom rézvegyiilet képes volt ezt a hatast
ugyanakkora mértékben eléidézni.

Meéréseiket atomerdmikroszkopidval és transzmisszios
elektronmikroszkopiaval tdmasztottak ala és arra is ramutattak, hogy a Cu(ll)-ion
jelenléte kivalthatja a ROS tultermelddését és a mitokondrialis karosodast.

A kozleményben egy lehetséges magyarazatat is bemutatjdk ennek az
Osszetett folyamatnak (3. dbra).

Mashol® ennek az ellenkezéje tiinik ki az eredményekbdl. Arra jutottak
ugyanis, hogy a hIAPP és a Cu(Il)-ion kozotti koordinacids kolcsonhatas noveli a
plakkok toxicitasat azzal, hogy — feltételezésiik szerint — a konformacio
megvaltozasaval kezdvezményezetté valik az oligomerek képzddése. Azt is
kozolték ugyanitt, hogy a Ni(ll)-ion megemelkedett szintje mellett is visszaszorul
a rostképzodés és csokken ezek toxikussaga is. Minthogy azonban a Ni(ll)-ion
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nem képez redoxiaktiv komplexeket, ennek okan a plakkok képzdédése nem
tulajdonithat6 a ROS-képzddésnek, hanem inkabb az oligomerek kialakulasanak.

Tovabba az is kozo6lték mar, hogy a Cu(ll)-ion képes modositani az hlAPP
lebontd enzim proteolitikus aktivitasat is.®®

Egy masik kozleményben  1ézerablaciés  elektroSpray  ionizéacios
tomegspektrometridval tanulmanyoztdk a humdn amilin rézkotohelyét.
Megvizsgaltak a hIAPP, a Hisl8Ala mutanst és a hlAPP (8-37) fragmenst
egyarant, és a —HSSNN- szakaszt hataroztak meg mint kotohelyet.** Ebben a
munkaban ugyancsak a His18 tagot talaltak meghatarozonak, hiszen a mutans
csak joval gyengébben kototte meg a fémiont.

Kim és munkatéarsai szerint® gazfazisban a Cu(II)-amilin komplex kétShelye
az hlAPP (22-26) (NFGAI) szakasz. Magara az inhibici6 mechanizmusara még
mindig nem deriilt fény, leginkabb a képz6dé komplexek okozta megvaltozo
toltésviszonyoknak tulajdonitjak, hogy ugy valtozik meg a konformacio, hogy
visszaszorul példaul mar a plakképz6dés elso 1épését jelenté dimerképzddés is.

Rivillas-Acevedo és munkatarsai mar vizsgaltak®™ a hIAPP (15-18) (FLVH),
hIAPP (15-22) (FLVH-SSNN), a hIAPP (15-29) (FLVH-SSNN-FGAILS) és a
hIAPP (15-22) (His18Ala) (FLVA-SSNN) mutanst. Ok is arra jutottak, hogy a
Cu(I-ion koordinacidja akadalyozza a dimerek képzOodését és igy a B-redds
szerkezet kialakulasat. Vizsgalataikat azonban DMSO-s kbzegben végezték, és
megallapitasaikat 6k is a 7,2-es pH-ra fokuszaltak, igy sziikségessé valt az €16
szervezetre a pH szempontjabol relevansabb  koriilmények — kozott
tanulmanyoznunk a human amilint.

Az eredmények, mint lathato, igen sokfélék és igen ellentmondésosak is.
Bar a legtobb adat in vitro koriilményekre vonatkozik ebben a fejezetben, de sok
szarmazik kiilonbozé fazisban végzett mérésekbdl, vagy az oldoszer sem azonos
némelyik kutatas esetében. Nem egységes annak megitélese sem, hogy redoxi
vagy éppen koordinaciés kémiai folyamat hatirozza-e meg a tapasztalatokat,
mint ahogy a meghatarozé fémion mindsége sem.

2.2.4. AT1APP (17-29) vizsgdlata Cu(l1)-ionnal ¥

Osszhangban azokkal a korabbi kutatasi eredményekkel, melyek a human
amilin esetében tobbek kozott az Asn22, Hisl8 szerepét is kiemelik,
kutatocsoportunkban mar folytattak vizsgalatokat, amelyekkel az amilin azon
legrovidebb szakaszat tanulmanyoztak, mely az emberbdl és a patkanybdl izolalt
amilinnek az egymastol eltérd szekvenciajat tartalmazza. A vizsgilatokat® a
rlIAPP (17-29) fragmensel végezték Cu(ll)-ion jelenlétében.

A 18. pozicidt is magaba foglalé rlIAPP (17-29) fragmens vizsgalata azért volt
hisztidin van, ezzel szemben a patkany amilinjének ezen helyén arginin talalhato,
melynek hasonlo szerepe felvetddhet az amilin fémmegkotd helyének leirasa
szempontjabol.
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Minthogy azonban a ligandum nem tartalmaz disszociabilis protont
(terminalis aminocsoport, hisztidin, etc.), ezért a ligandum torzsoldatanak
koncentracidja nem volt meghatarozhaté a hagyomanyos pH-potenciometris
titraldssal, és igy a tovabbi, fémiont is tartalmazd mintdk fémion/ligandum aranya
sem volt megadhat6. Mindezek alapjan a képzodo komplexek sztéchiometridjara
és stabilitisara, pH szerinti eloszlasdra, az egyes komplexek egyedi
spektrumanak hozzarendelésére sem volt lehetdség.

A titralasi gorbe kiértékelésénél a bemérés alapjan 100%-os tisztasagot
feltételeztek, és megkdzelitdleg 1:2 aranyt ligandumfolosleget allitottak be.

A patkany amilin vizsgalata soran azonban nagyon érdekes tapasztalatot
nyertek. JOl latszott a titralasi gérbén, hogy a molekula képes volt egy ekvivalens
Cu(ll)-ion oldatban tartasara — még jol ismert horgonycsoportok hianyaban is —,
illetve csapadékot sem észleltek a mintaban.

A pH 5,5 fol6tt tapasztalt extra lagfogyas alapjan arra kovetkeztettek, hogy az
amidnitrogének és/vagy oldallancok vettek részt a fémion megkdtésében. A
korabbi tapasztalatok szerint ebben a pH-tartomanyban a k6zonséges peptidek
csakis horgonycsoporttal (pl. aminocsoport, imidazolcsoport) képesek megkdotni
a fémionokat.

A spektrofotometrias mérések soran is a Amax €rtékek kisebb hullamhosszak
felé torténd eltolodasat tapasztaltak a pH novelésével. A pH 11 folott felvett
spektrumok abszorpcios maximuma 538 nm-re tolodik, mely eddigi szakirodalmi
tapasztalataink alapjan négynitrogénes koordindciora utal a leginkabb.

Mindennek a jelentdsége abban all, hogy a patkdny amilin szekvenciajat
felépitd aminosavak oldallancaikban nem tartalmaznak a mérheté pH-
tartomanyban egy olyan donoratomot sem (disszociabilis protont, terminalis
aminocsoportot, ciszteint, vagy hisztidinnitrogént), melyek fémmegkotd
képességiikrdl ismertek az irodalomban. Mindennek ellenére a patkany amilin
mégis koordindlja az elobb leirt vizsgdlatok alapjan a Cu(ll)-iont, raaddsul a
fiziologias pH-tartomanyban. Ezek alapjan feltételezheto, hogy az amilin kapcsan
egy egészen mds modon megvalosulo koordindacio mehet végbe.

Kérdés tehat, hogy a molekula mely része kéti meg a Cu(ll)-iont, illetve mely
csoport(ok) és milyen aranya kozremiikddése jatszik ebben az egyedi
koordinacios mod létrejottében szerepet.

Irodalmi ismereteink alapjan csak az arginit, szerint, aszparagint tartalmazo
szekvenciarészen van lehetéség az oldallancok kozott —masodrendi
kolcsonhatasok kialakitasara (2. tdblazat).

Ez azt jelenti, hogy a peptidvazban 1évé amidnitrogének deprotonalodasa és
koordinacidja csak ugy kdvetkezhet be, ha ezek a polaris oldallancok valamilyen
modon eldsegitik, hogy a Cu(ll)-ion kozel keriilhessen a peptidvazhoz. Mas
szoval, a ligandumban kell lennie egy vagy tobb horgonycsoportként funkcionalo
oldallancnak (molekularésznek, csoportnak).

A 18-as helyzetli, mar emlitett arginin oldallancaban ugyanakkor nincs
hatékony horgonyként miikodé donorcsoport, illetéleg az irodalomban sincs
példa arra, hogy ez az aminosav tag horgonyként funkcionalt volna.®®
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Az arginin mellett az azt kovetd két szerinnek és két aszparaginnak (ebbdl az
egyik aszparagin a donté fontossaginak tlind Asn22 pozicioban 1évo) lehet még
szerepe. A polipeptidet alkotd tobbi aminosav apolaris oldallanct, igy ezek nem
jOhetnek szoba fémionok koordinacidja szempontjabol.

A kovetkezo alfejezetekben az emlitett aminosavak és az ezeket tartalmazo
peptidek komplexkémiai sajatsagait foglalom dssze.

2.3. Aminosavak és peptidek koordinacios kémidja

Szamos 0Osszefoglald kézlemény sziiletett mar, melyekben az aminosavak és
peptidek koordinaciés kémiajanak sajatossagait taglaltak 89091929394

Ismert, hogy az aminosavak aminocsoportjanak  nitrogénje  és
karboxilatoxigénje képes ottagu kelatgytri kialakitasara (2. dbra), ezaltal stabilis
bisz-, illetve triszkomplexeket képezhetnek kiilonbozé atmeneti fémionokkal
(NH,,CO tipusu koordindacio). Amennyiben az oldallanc nem tartalmaz
koordinal6dé donorcsoportot, akkor minddssze a terminalis aminocsoport és a
karboxilcsoport deprotonalddasi allanddja hatarozza meg a komplexképzodési
folyamatokat.

Dipeptidek képz6dése soran azonban a kialakuld peptidkdtés jelentdsen
megvaltoztatja azok komplexképzési lehetdségeit. Ebben az esetben az
amidkotés révén a terminalis helyzetli donorcsoportok tdvolabb keriilnek
egymastol, igy ezeknek a csoportoknak a részvételével nem alakulhat ki az elébbi
stabil kelatgy(irt.

Ugyanakkor részt vehet a koordinacidban az amidnitrogén és a
karboniloxigénatom is. Hogy melyekhez koordindlédik a fémion, abbdl a
szempontbol a fémion karaktere meghataroz6. Miutan az atmenetifém-ionok a
nitrogéndonorokat  részesitik  elényben, kialakulhat az  (NHj,Okarbonit)
koordinacioji [ML]" dsszetételii komplex, melynek stabilitdsa azonban kisebb,
mint az aminosavak (NH,Ouarmoxits) koordinaciés moéddal megvalosulo [ML]
komplexéé.

Az aminosav nemkoté elektronparral rendelkez6 aminonitrogénje ugyanakkor
a peptidcsoportba épiilve elvesziti bazicitasat, emiatt az amidkotés a mérheté pH-
tartomanyban semleges.

A koordinaci6 1étrejottéhez tehat az amidcsoport deprotonalodésa sziikséges,
mely a szabad ligandum esetén pH = 14 f616tt jatszodik le. Egyes fémionok
jelenléte azonban elGsegitheti az amidcsoport deprotonaldodasat, és igy az
amidnitrogén koordinalddasat is. Mig a Zn(Il)-ion egyszeri peptidek esetében
nem képes elése%iteni az amidnitrogének deprotonalodasat, addig a Cu(Il)-ionok
¢és a Ni(II)-ionok 06 képesek arra.

Nagyobb pH-n az eddigi folyamatokat kovetéen az amidnitrogén
deprotonalodasa ¢és koordindcidja kovetkezik be, amely egyiitt jar a
karboxilatcsoport koordinalédasaval is (2. abra). Ekkor képzddik a kifejezetten
stabil, csatolt, kett6s kelatgytiriibol allo, [MLH_;] 6sszetételii komplex.
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A tri- és tetrapeptidekben tovabbi peptidkotések talalhatok, amelyek szintén
deprotonalédhatnak, és [MLH_,], [MLH_5]> komplexek alakulhatnak ki (2.
abra).

A Cu(ll)-komplexek koordindcios sajatsdagai. A [CuLH ;] komplexben a
Cu(ll)-ionnak az egyik koordinacios helye még nem foglalt, igy ligos oldatban a
férglsig)srg7 ¢s ligandum aranyatol fiiggéen kiilonboz6 részecskék alakulhatnak
ki. ™™

A [CuL;H 4] biszligandumi komplexben a masodik ligandum az amino- és a
karbonilcsoporton keresztiil axialis-ekvatorialis iranyban koordinalodik. Ez a
komplex nem képes megakadalyozni a [CuLH ;] komplex hidrolizisét, aminek
eredményeként pH ~ 9 koriil vegyes-hidroxokomplexek képzédnek ([CuLH ],
[Cu,L,H 3]). Utobbi folyamat egyik jele az abszorpcids spektrum vords iranyu
eltolodasa.

Nagyobb pH-n, és nagyobb ligandumf6losleg alkalmazasa mellett
négynitrogénes koordinacioju [Cu(LH ;),]* 6sszetételii komplexek képzSdnek az
egyes ligandumok aminocsoportjanak és amidnitrogénjének részvételével. >

Nagyobb tagszamu, egyszeriibb oligopeptidek esetén is jol ismertek a
komplexképzddésre vonatkozo folyamatok. A Cu(ll)-ion és a tri- / tetraglicin
(NH,~-GGG-OH, NH,-GGGG-OH) altal alkotott rendszerekben'®**% az
amidnitrogének egymast kovetd deprotonalddasa és koordinacidja [CuLH_q],
[CuLH_,] és [CuLH 5]* osszetételii komplexek kialakuldsahoz vezet (4. dbra).

A triglicin esetén a [CuLH ] komplexben megvalosulé (NH,, N, N, a-
COO) koordinacio telitve a Cu(ll)-ion koordinacidés helyeit meggatolja a
biszligandumu komplexek képzodését ¢és ezzel akadalyozza a komplex
hidrolizisét.

A tetraglicin esetében a [CuLH 3] komplexben a Cu(ll)-ion mind a négy
koordinacids helyét mar nitrogén foglalja el. Azt, hogy nem alakul ki ajabb Cu-
amidnitrogén kotés, a pentaglicin  Cu(ll)-komplexének rontgendiffrakcios
vizsgalataval igazoltak.'®

Az elobbieknél nagyobb tagszdmu peptidlancok esetében azonban a
makromolekula konformacidja és az oldallancbeli donoratomok részvétele
jelentésen modosithatja a komplexképzodési folyamatokat.

Amennyiben a peptid aminocsoportjan acetil véddcsoport talalhato, akkor a
kovetkezd koordinacios mod valosulhat meg (4f abra). Ebben az esetben az
acetilamid-nitrogén deprotonalddasa és koordinacioja térténik meg, ugyanakkor
az acetilamid-nitrogén megndvekedett bazicitdsa miatt ez a folyamat csak
nagyobb pH értékeken jatszodik le.

Egyszerl tri- és tetrapeptidek esetén az a jellemz6, hogy — hasonldan a Cu(Il)-
komplexekhez — a Ni(ll)-komplexek esetében is a terminalis aminocsoport
szolgal horgonyként.

A masodik koordinacios helyet ugyancsak a kozeli karboniloxigén teliti és
oktaéderes geometria alakul ki. Nagyobb pH-n viszont (pH 8,5 koriil)
deprotonalodnak az amidnitrogének és kooperativan koordinalodnak leginkabb
harom- és négynitrogénes, immar siknégyzetes komplexek képzédésével.'® A
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[NiLH_,] komplexek (a tetraglicin esetén) ebbdl kifolyodlag nem mutathatok ki az
oldatban.

Az is kiilonbség a Cu(ll)-komplexekhez képest, hogy lugosabb tartomanyban
megy végbe az amidnitrogének deprotonalodasa, valamint gyakorta képzédnek
ezekben a rendszerekben biszligandumi komplexek. A  siknégyzetes,
diamagneses komplexek kialakulasat kristalyszerkezeti vizsgalatok,'®® az oldatok
abszorpcios spektruma, valamint az NMR mérések alapjan'® is bizonyitottak.

Egy masik eltérés, hogy a Ni(ll)-oligopeptid mintak vizsgalata soran gyakran
talalkozunk a Ni(IT)-komplexek inertségével, mely a deprotonalt amidcsoportok
szamanak ndvekedésével egyre nagyobb mértéki lesz. %%
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2. abra: A peptidekkel képz6dd fémionkomplexek szerkezete

A Zn(Il)-komplexek koordinacids sajatsagai szintén mutatnak bizonyos
eltéréseket az elébbi folyamatokhoz képest. A 3d™ elektronszerkezetii Zn(II)-ion
kdzepes termodinamikai stabilitasu €s kinetikailag labilis, szintelen, diamagneses
komplexeket képez. Oxidacids allapota zommel +2-es ezekben a részecskékben.
Valtozd koordinacios szami (2<N<8) komplexei koziil leggyakoribbak a
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tetraéderes €és az oktaéderes geometriajuiak, de — kiilondsen kelatképzo
ligandumok esetén — torzulhat azok geometriaja.

Ko6zbensd karakterébdl addddéan donoratom preferenciaja a S > N > O sorban
valtozik, a komplexek stabilitasa is ilyen trend szerint alakul. Peptidekhez is
képes koordindlodni, amelyek savas és enyhén lagos oldatban csapadék levalasa
nélkiil vizsgalhatoak.'%®

Akarcsak az el6bbi fémionoknal, pH 5,0 folott a Zn(11)-ion rendszereiben is
[ML] 0sszetételic komplex képzddik az aminocsoport és a szomszédos
karboniloxigén részvételével. Ez a fémion (mint mar utaltam rd) nem képes az
egyszeri peptidek amidnitrogénjének deprotonalodasat elémozditani, melyet a
fémion nagymértéki hidrolizishajlamaval és a ligandumtér-stabilizacio hianyaval
magyaraznak. Lugosabb pH-tartomanyban mar polimer szerkezetli komplexek
képzbédése is valdsziniisithetd (pl. [Zn,L,H 5], [ZnsL,H 4] stb.), amelyekben
vélhetéen a fémionokat hidroxohidak kapcsoljak dssze, tovabbi polimerizacidjuk
pedig Zn(OH), csapadék képzddését eredményezi.

Martin és munkatarsai ugyanakkor arr6l szamoltak be, hogy a Zn(ll)-ion
jelenlétében pH 7,0 koriil a NH,—GH dipeptid amidnitrogénje képes volt
deprotonalédni.'® Idével egyre tobbet tudtak meg arrdl, hogy az oldallancban
jelenlevé donorcsoportok milyen koriilmények kozott segithetik eld ezt a
folyamatot.

A szakirodalom alapjan az is ismeretes, hogy a Zn(ll)-ion altal kivaltott
amidnitrogén-deprotonalodas a hisztidinnek a peptidben elfoglalt poziciojatol
fligg, azaz ha a hisztidin a masodik helyet foglalja el a szekvenciaban, akkor
megvalosul az [NH;, N°, Ni] tipust koordinacio 110111 112,113

Mashol a terminalis aminonitrogén és az imidazolnitrogén koordinacidjat
irtak le olyan ligandumok vizsgalata utan, melyek a hisztidint egyes vagy a
harmas helyzetben tartalmaztdk (pl. NH,~HGG-OH, NH,-GGH-OH).***
Lugos oldatban azonban ez a kotésmod nem volt képes hattérbe szoritani a
fémion hidrolitikus folyamatait.''®

Abban az esetben, ha az oldallanc nem tartalmaz koordinal6dé donoratomot
(pl. alanin, fenilalanin, valin), akkor — bar 0j koordinacios modok kialakulasaval
nem kell szamolnunk — a képz6dé komplexek stabilitasaban lehetnek eltérések az
oldallancok befolyasol6 hatasanak kovetkezményeként.™’

2.4. Az oldallancok hatasa

2.4.1. Nem koordindlédé oldallancok™

A nem koordinalddoé oldallancot tartalmazé peptidek esetében az oldallancok
kozvetleniil nem koordinalédnak a fémionokhoz, mégis jelentékenyen
hozzajarulhatnak a  komplexek  stabilitasanak  megvaltozasahoz  és
szerkezetalakito szerepiik is lehet.
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Ha példaul egy aminosavtag nagy térigényii oldallanccal rendelkezik (leucin,
triptofan, fenilalanin), annak jelenléte csokkentheti a komplexek termodinamikai
stabilitasat és a szerkezet torzulasat is okozhatja.

Masfeldl bizonyos nemkovalens jellegli kolcsonhatasok is elésegithetik a
kiilonb6z0 részecskék stabilitdsdnak novekedését vagy stabilizalhatjak a komplex
adott szerkezetét. Példaul a prolin esetében (szekunder amincsoportja révén)
lehetetlen az amidcsoport deprotonalddasa és koordinacidja, ezért a prolin helyén
toréspont lehet a komplexképzddési folyamatban.

2.4.2. Gyengén koordindlodo oldallincok

A természetes aminosavakbol felépiilé peptidek tobbsége a vizsgalt fémionok
tekintetében ebbe a csoportba sorolhatd. Ide tartozik a szerin, a treonin, valamint
a tirozin fenolos OH-csoportja, és ezek mellett az aszparaginsav és a glutaminsav
oldallancbeli karboxilcsoportja is.

Ugyszintén ebbe a csoportba soroljuk az aszparagin és glutamin oldallancanak
végén talalhatd amidcsoportokat, a tioétercsoportot a metioninban, az
aminocsoportot a lizinben, illetdleg az arginin oldallancbeli nitrogéndonor
csoportjait.

Az eddigi szakirodalmak alapjan ezek egyikének a jelenléte sem okozott
dramai valtozast a fémionkomplexek termodinamikai stabilitasaban, illetleg a
szerkezetiiket sem modositja nagyobb mértékben. Ezen hatasok mértéke
ugyanakkor fiigg a szekvenciatol és a fémion mindségétol.

arginin (Arg, R) szerin (Ser, S) aszparagin (Asn, N)
H N—CH—E—OH i
’ H;N——CH—C—0
H

<:;H2 H,N——CH—C——OH

CH
TH2 CH, | 2
CH, |
| c=—o
NH OH |
<|::NH NH,

5. abra: A polaris aminosav tagok szerkezeti képletei
2.4.2.1. Az arginin és az arginintartalmu peptidek

Az arginin aminosavhoz (5. abra) két pK érték rendelhetd; a karboxilcsoport
€s az aminocsoport deprotonalodasi allandoi. Oldallancaban egy nagy térkitoltésh
un. guanidinocsoport talalhato, mely savassaga igen kismértékii, pK értéke ennek
megfeleléen 14-nél nagyobbnak adodik.**®™° Ugyanakkor fontos megemliteni,
hogy jelentés ellentmondds van a szakirodalomban a guanidinocsoport pK
értékét illetden, hiszen igen eltérd, 11-15 kozotti értékeket is talalunk. Az allando
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pontos ismerete azért volna fontos, mert az oldallancnak feltehetéen hatasa lehet
az aminosav komplexképz06 sajatsagaira.

Mivel az arginin mint aminosav a mérhet6 pH-tartomanyban két disszociabilis
protont tartalmaz, ennek koszonhetéen a fémionokat kétfogi ligandumként
koordinalhatja, ekkor 6ttagu, glicintipust kelatgytiri képzodik.

Az arginintartalmi peptidek koordinaciés kémiaja ugyanakkor az egyik
legkevésbé jol koriilirt, az irodalomban ide vonatkozoan csak néhany eredmény
all rendelkezésiinkre. Az oldallanc komplexképzésben betoltott szerepét csak
bizonytalanul, s6t ellentmondasokkal irjak le. Egyre inkadbb az arginin
szerkezetalakito szerepe keriil el6térbe, mely a masodlagos kdlcsonhatasokbol
fakad.

Az utdbbi években biokémiai jelentésége miatt egyre tobb tanulmany jelent
meg, amelyekben az arginin fehérjékben betdltott szerepét tanulmanyozzak.
Bizonyos masodlagos kélcsonhatasoknak a fehérjék amonosav tagjai k6zott nagy
szerepe van a molekularis felismerésben, az enzimatikus reakcidokban és a
fehérjék strukturjanak stabilizdlasdban. A DNS-szal replikacidja soran a
genetikai informacio atadasat szabalyozé ,, cink-ujjak” is tartalmaznak arginint.*?
A HIV virus sejtfalan 1év6 receptorok miitkddésében pedig szintén kimutathato az
arginin guanidinocsoportja és a karboxilatcsoport kozotti masodrendi
kolcsonhatas, mely a molekularis felismerés fontos 1épéseként ismert. '

Ezekhez a tulajdonképpen masodrendii kolcsonhatasokhoz képest érdekes
eredményre bukkantak egy hepatitis B virus-fehérje szintetikus analogjanak
vizsgalatakor. Abbol eredéen, hogy a peptid szekvenciaja (QDPR) nem tartalmaz
er6sen koordinal6doé horgonycsoportot, azt feltételezték, hogy az aminocsoport €s
peptidvazbeli amidcsoportok szolgaltatjdk az elsédleges kotéhelyet. Ezzel
szemben a Cu(ll)-ion és az oldallancbeli Gn. guanidinocsoport részvételével
létrejott  toltésatviteli komplex jelenlétét tapasztaltik.'” Ezt a szokatlan
eredményt egy specikus szekvencianak, az -DPR- egységnek tulajdonitottak.

Zoruddu és munkatarsai az Ac-TRSRSHTSEGTRSR'® peptidet vizsgaltak
Cu(ll)- és Ni(ll)-ion jelenlétében. Eredményeik azt mutattak, hogy a Cu(ll)-
komplexek esetében mar pH~9 folott, a Ni(ll)-komplexeknél pedig a 10-es pH-t
kovetéen deprotonalddik az arginin guanidino oldallanca. A deprotonalodasi
allando kisebbnek adodott a szabad ligandumra jellemz6énél, ezt a hatast a fémion
és az oldallanc ko6zott kialakult kdlcsonhatassal értelmezték.

Puspita és munkatarsai'®® az NH,~RD-OH, NH,-RE-OH, NH,-RG-OH,
NH,-KD-OH, NH,-KE-OH, NH,-KG-OH, NH,-GD-OH, NH,-AG-OH,
NH,-GE-OH, NH,-GG-OH dipeptidek  Cu(ll)-komplexeit  vizsgaltak
rontgenkrisztallografias, pH-potenciometrias és spektroszkopids modszerekkel.
Azt talaltak, hogy a guanidinocsoport a lancban talalhat6 aszparaginsav és a
glutaminsav karboxilatcsoportjaval hidrogénkotéseket létesit, igy jelentOsen
megvaltoztatja a komplexnek és maganak az egész peptidnek a szerkezetét
egyarant.

Mas kozleményekben az [Arg®]-vazopresszin és az [Arg®]-vazotocin Cu(ll)-
és Ni(I)-komplexeinek stabilitasat vizsgaltak.'”? [tt azonban az arginin
deprotonalodasat és koordinacidjat nem mutattak ki, ehelyett a négynitrogénes
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komplexek nagy stabilitasat a diszulfidhidak stabilizalé sztérikus hatasaval
magyaraztak.

Egy szintén arginint is tartalmazé polipeptid® (NH,—NSFRY-NH,) ¢és
mutansainak'® (NH,~ASFRY-NH,, NH-NAFRY-NH,, NH-NSARY-NH,,
NH,-NSFAY-NH, NH,-NSFRA-NH,) tanulmanyozasa soran azt talaltak, hogy
a képz6do négynitrogénes komplex nagy stabilitdsat a koordinacidban részt nem
vevd oldallancok (aszparaginil, szeril, fenilalanil, arginil, tirozinil) egyiittes
(elektrosztatikus, hidrogénk&tések altali és a gylrlt stabilizald) hatdsa altal
létrehozott specialis ,,kornyezet” eredményezi.

A biokémiai folyamatokban ismert ilyen jellegli hatas. Példaul az Asp102, a
His57, és a Ser195 oldallancok (az tn. katalitikus triad) a kimotripszinogén-
kimotripszin konformdacios atalakuldst kovetoen térben kozelebb keriilnek
egymashoz. Az Aspl02 és a His57 oldallancok kozotti hidrogénhidkotés
megndveli a His57 bazikussagat, s ezért az protont von el a Ser195 oldallanctol,
ezaltal aktivalédik a Serl195 oldallanc és parcialis negativ toltése altal
megtamadhatja a szubsztrat parcialisan pozitiv toltésti karbonil széncentrumat.

Mindezek tudataban kutatocsoportunkban azt feltételezték, hogy patkany
amilin szekvenciajaban a hisztidin helyén taldlhaté arginin horgonycsoportként
funkcionalhat a hisztidinhez hasonldan.

Ennek aldtamasztasara szisztematikus vizsgalatokra keriilt sor arginintartalmu
peptidekkel,87 melyek terminalis aminocsoporttal rendelkezé egy, illetve tobb
arginint tartalmazé peptidek voltak, illetve tanulmanyoztak az acil véddcsoporttal
ellatott arginint is. A kapott stabilitasi allandokbol és a spektralis eredményekrol
arra kovetkeztettek, hogy az arginintartalmu peptidekkel képz6dd komplexek
kotésmodja megegyezik a koordinalédo oldallancot nem tartalmazd megfeleld
glicinszarmazékok esetén leirtakkal.

Ennek alapjan lathato, hogy az arginin nem, vagy onmagaban nem felelés a
rIAPP (17-29) sajatos természetli fémmegkoté képességéért.

2.4.2.2.. A szerin és a szerintartalmu peptidek

A szakirodalmi tapasztalatok és adatok alapjan nagy altalanossagban
elmondhat6, hogy a szerin és a treonin alkoholos hidroxilcsoportja kozvetlentil
nem vesz részt a fémion megkdtésében. Akarcsak az arginin, a Szerin aminosav is
minddssze két disszociabilis protont tartalmaz a mérhetd tartomanyban.

A szerin aminosav (5. dbra) oldallancaban 1évé alkoholos hidroxilcsoport
savassaga szintén igen kicsi, pK értéke meghaladja a 14-et. Az alkoholos OH-
csoport induktiv effektusa révén azonban csokkenti az aminocsoport bazicitasat.

Koordinativ sajatsagait illetéen azonban jelentés egyet nem értés uralkodik a
szakirodalomban. Az elérheté adatok alapjan a Cu(Il)-, Ni(ll)- és Zn(II)-ionnal
csak kissé hajlamos stabil kelatképzésre. A gyakorta képz6d6 [ML,] dsszetételit
komplexeknél valtozatos szerkezeteket azonositottak. Elofordul, hogy az
alkoholos hidroxilcsoport egyaltalan nem vesz részt a koordinacioban,®® de arra
is talalunk példat, hogy deprotonalédik és koordinalddik a fémionhoz.*® Pettit és
munkatarsai ehhez hasonld koordinaciés médot irtak le, ¢k ugy talaltak, hogy
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egy koordinalt vizmolekuldhoz kapcsolodik hidrogénkdtéssel a szerin alkoholos
hidroxilcsoportja.***

Bazikus oldatban az alkoholos OH-csoport protonja ionizalodik a Cu(ll)-
szerin komplexben.'*> Ezekben a szerin — CD spektroszkopias vizsgalatok
alapjan mint hdaromfogii ligandum — [CulL,H.]" és [CuL,H ,]° Osszetételit
komplexeket képez.

Szerint tartalmazo oligopeptidekben altalaban a megfeleld tagszamu
glicintartalmti peptidekéhez hasonld komplexkémiai viselkedést irnak le,
ugyanakkor lehetnek olyan hatasok és korilmények, melyek valamilyen
mértékben hangoljak ezeket a jol ismert folyamatokat.

Sigel és munkatarsai kutatasaik sordn azt talaltdk, hogy az OH-csoportot az
N-terminuson tartalmazd  dipeptidek [Cul] komplexének stabilitasa
megndvekedett,"® melyet a fémion és az OH-csoport axialis kolcsonhatasaval
magyaraztak, raadasul az amidcsoport deprotonalodasanak és koordinaciojanak
elésegitésével csokkenti a pKgmig értéket.

Mais potenciometrids ¢és spektroszkopids vizsgalatok is ugyanerre a
kovetkeztetésre jutottak, és emellett leirtak az alkoholos OH-csoport szerepét
nagyobb pH-n lejatszodod folyamatokban.****% A kapott spektralis adatokat és
a masodik amidnitrogén deprotonalodasara vonatkozd Kisebb pKamig értéket a
nemkoordinalddé karboxilatcsoport és az alkoholos OH-csoport kdzott 1étrejove
hidrogénkotés okozta stabilizalo hatasnak tulajdonitottak.’*® Azt is kimutatték,
hogy az aminocsoport €s amidcsoport koordindcidja révén képzodd biszkomplex
stabilisabb a NH,~SG—OH (N-terminalis OH-csoport) esetében, mint a NH,—GS—
OH dipeptidnél (C-terminalis OH-csoport)."® Ebbél az N-terminalis végén
alkoholos OH-csoportot tartalmazé dipeptidek stabilitasnéveld hatasa tinik ki.

Ezek mellett a NH,—~GS—OH ligandum deprotonalddott alkoholat-csoportjanak
részvételét irtak le szamos kiilonbdzé Cu(IT)-komplexben is.*"1%®

Hasonld hatasrél szamoltak be a prion protein esetében is a kiilonbozo
Met109Ser mutans fragmensek Cu(IT)-komplexeiben.

Ennél erésebb hatast tapasztaltak olyan Cu(ll)-komplexek esetében, ahol a
fémion indukalta az alkoholos OH-csoport deprotonalodasat és koordinaciojat
biszligandumi és kétmagva komplexekben a pH 9 f616tt**°, ugyanakkor arra nem
talalunk példat, hogy mindezen folyamatok a fiziologias pH-tartomanyban is
végbementek volna.

crcr

tartalmaz6 (NH,—RS-OH, NH,-SV-OH, NH,-SS-OH) vizsgalata kapcsan sem
tapasztaltak kiugrd stabilitast, a dialaninnal (NH,-AA-OH) megegyez6
Osszetételli komplexek képzddtek, csak kismértékii stabilitasnovekedés volt
megfigyelhets.'*

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az eredmények nem mutatnak 1ényegi
kiilonbséget az egyszerlibb tripeptidekhez képest. Ugyanolyan 0sszetételii
komplexekkel irhatoak le, illetve ezek eloszlasa, stabilitasi allandoi és spektralis
sajatsagai is hasonldak az egyszer( tripeptidekkel, a triglicinnel és trialaninnal
kapott adatokhoz.
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fgy vilagossa valt, hogy a Cu(ll)-ion esetében nem kovetkeztethetiink az OH-
csoport jelentdsebb szerepére, és az amilinnél korabban észlelt elvaltozasok sem
értelmezhetdek csupan a szerin hatasaval.

2.4.2.3.. Az aszparagin és az aszparagintartalmu peptidek

Ismert, hogy az aszparaginsavhoz (Asp) viszonyitva az aszparagin (Asn)
gyengébb haromfogi ligandum, ez leginkabb az oldallancukban talalhatd
karboxilcsoport és az amidcsoport eltéré koordinaloképességének tulajdonithato
(5. dbra).

A kristalyszerkezeti vizsgalatok azt mutattak, hogy az aszparagin aminosav a
Cu(1l)-, Zn(1)-ionnal kétfoga ligandumként glicintipusu biszkomplexeket képez,
illetve lehetséges még egy, az amidcsoport karbonilcsoportja és a szomszédos
komplex fématomja kozott megvalosuld koordinacio is.***** Ezek az
eredmények azonban néha ellentmonddak, mas kozleményben a polimer
szerkezet helyett egy tridentat koordinaciot javasolnak.'®

A szakirodalom adatai alapjan az aszparagin-Co(II) és az aszparagin-Ni(ll)
rendszerekben jelentékeny oldallanc kolcsonhatasra kovetkeztethetiink, am a
aszparagin-Cu(Il) rendszerben ez a hatas csak igen csekély.***

Kalorimetrias, UV-Vis, CD és NMR vizsgalatok viszont masutt azt mutattak,
hogy az aszparagin oldallanc savamid csoportja koordinaloédik a Cu(IT)-, a Zn(ll),
a Ni(ll)- és a Co(Il)-ionhoz is. Ez a kdlcsonhatas azonban eredményeik alapjan
gyengébb, mint ami az aszparaginsav esetében tapasztalhato.

Az aszparagin oldallancbeli amidcsoportjai nemkoordinalodé
oldallancokként ismertek a fiziologias tartomanyban képz6dott komplexek
esetében, de az is ismert ugyanakkor, hogy a fémion(ok) altal indukalt
deprotonalodasuk és koordinaciojuk erésen ligos kdzegben végbemehet.

Gergely és munkatarsai’® vizsgaltak a NH,—~GD—-OH, NH,-GG-OH ¢s NHo—
GN-OH peptidek és a Cu(Il)-, Ni(ll)- és Zn(IT)-ionok kolcsonhatasat. Azt
tapasztaltak, hogy — bar a diglicinhez hasonl6 részecskék képzodnek a semleges
és enyhén lugos pH-tartomanyban — mégis érvényesiil az oldallancok kismértékii
stabilitasndveld hatasa, mely az aszparaginsav karboxilatcsoportjanak esetében
volt a legnagyobb a [CuL] komplexet illetéen: NH,~GA-OH < NH,-GN-OH <
NH,-GE-OH < NH,-GD-OH.

A Cu(ll)-ion lugos kézegben hidrolizist szenved, azonban az NH,~GN-OH
ligandum esetében egy extra lugfogyaszté folyamatot figyeltek meg, melyet az
aszparagin oldallancédban 1évé amidcsoport deprotonaldodasanak és ekvatorialis
helyzetli koordinacidjanak tulajdonitottak.

Martin és munkatarsai ugyanerre az eredményre jutottak,'*® de azt is
megallapitottadk azonban, hogy a Ni(ll)- és Zn(Il)-ion esetében ugyanilyen
folyamat nem megy végbe.

Ebben a fejezetben visszautalok egy korabban mar bemutatott vizsgalatra az
NH,-NSFRY-NH, peptidre vonatkozoan, ott ugyanis az aszparagin oldallanc
elektronszivd hatasanak tulajdonitottdk az aminocsoport kiugroan lecsokkent
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deprotonalodasi allandojat (HoLperaatanin:8,04; Haol nsrry:6,44)."2" Ugyanitt az
egynitrogénes komplexre gyakorolt stabilizal6 hatasat emelik ki.

Szintén az aszparagin oldallanc hatasat emelik ki masutt,**® ahol beszamolnak
annak pH 10-12 koriili deprotonalddasarol és axialis koordinaciojarol.

A szakirodalomban az oligopeptid-Cu(ll) rendszerekben az aszparagin
oldallanc deprotonalddasat kovetd koordinacidjara is talalunk példat, melyet nem
csak pH-potenciometrias, UV-Vis és CD spektroszkopias adatokkal, hanem
NMR mérésekkel is bizonyitottak.**® Ebben az esetben a sialorphinban (NH,—
QHNPR-OH) ¢és analogjaban (NH,—,QHNPR-OH) pH ~ 12 koriil az aszparagin
oldalldncok amidcsoportja is koordinalta a fémiont.

Az, hogy a ltgos tartomanyban az aszparagin oldalancbeli amidcsoportja részt
vesz a koordinacioban, nem 0j a szakirodalomban, viszont arra vonatkozdan,
hogy fiziologias korlilmények kozott, vizes kozegben és a hasnyalmirigy
szoveteiben uralkodé 8-9-es pH-tartomanyban szerepet jatszhat-e az aszparagin
oldallanca, nemigen talalunk példat.

Az N- és C-terminalis helyzetli aszparaginoldallanc szerepét tanulméanyoztak
az NH,-NV-OH, NH,—VQ-OH illetve a NH,-VN-OH dipeptidek vizsgalataval,
melyek esetében mind a pH-potenciometridas, mind a spektrofotometrias
vizsgalatok is csak az egyszerli dipeptidekkel megegyezé koordinacios modot
mutattak. "

Mindharom oldallanc esetében jol latszik az adatokbdl, hogy 1ényegében sem
az arginin, sem a szerin, sem pedig az aszparagin nem okoz jelentékenyebb
stabilitasndvekedést.

2.4.3. A hisztidintartalmu peptidek koordindcios kémidja

Minthogy a hisztidin szerepe 1étfontossagn az élettani folyamatokban, emiatt
szerepét és koordinacids-, illetve komplexkémiai tulajdonsagat széleskoriien
tanulmanyoztak mar, 1079293151 152153

Az egy hisztidint tartalmazo, szabad aminoterminusi peptidkomplexekben két
horgonycsoport is talalhat6, a szabad N-terminuson az aminocsoport és az
imidazolgytirti nitrogénatomja(i).

N-terminalis hisztidin jelenlétében egy stabilis 6-tagu kelatgytria alakulhat ki
az imidazolnitrogén (N3) és a terminalis aminocsoport részvételével.

Az ilyen tipusti kolcsonhatas igen megndveli a mono- és biszkomplexek
termodinamikai  stabilitasat, valamint visszaszoritja az amidnitrogének
deprotonalodasat és koordinaciojat.*#*5411°

Ezt a koordinaciés mddot hisztaminszeriinek nevezziik, melyben Cu(Il)- és
Ni(Il)-komplexek esetében a fémion-ligandum aranytol fiiggben képzédé [ML]
és [ML,] osszetételli komplexekkel irhato le a rendszer.

Ha a hisztidin a masodik helyen all, mar van lehetdség a deprotonalddott
amidnitrogénhez torténd koordinaciora is, de a hisztidin tagot kovetd amid
deprotonalodasat tovabbra is meggatolja annak jelenléte. Ilyen peptideknél nem
csak a Cu(ll)- és Ni(IT)-ionok képesek eldidézni az amidcsoport deprotonalddasat
és koordinaciojat, hanem pH 7,0 koriil a Zn(II)-ionok is.**>**
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A hisztidint harmadik helyen tartalmazé peptidek kiemelkedé6 Cu(Il)- és
Ni(ll)-ion megkoté képességiikr6l ismertek, ezeket albumin modellnek vagy
ATCUN motivumként (Amino Terminal Cu and Ni binding Site) is nevezik,
élettani  jelent6ségébdl fakadoan szamos kozlemény jellemzi.™" '8 A
fiziologids pH-tartoményban az amidnitrogének parhuzamosan lezajlod
deprotonalodasaval és koordinaciojaval (5,5,6)-tagii  csatolt kelatrendszer
alakulhat ki. Az ebben a pH-tartomanyban uralkoddé mennyiségben jelen 1évd
(NH2,2N",Ni) koordinacioji [CuH-_,L] és [NiH_,L] Osszetételti részecskéknek
kimagaslo a stabilitasa.'®® 1"

A kétésmodot kristalyszerkezeti vizsgalatok is alatamasztottak.* A Zn(l1)- és
Co(ll)-komplexek korében viszont még nem mutattak ki az elobbi kiemelkedd
stabilitdsu kotésmodot.

Ha a hisztidin a 4. vagy ennél tdivolabb esd pozicioban szerepel a
ligandumban, akkor gyengén savas pH-tartomanyban egy Un. makrokelat
szerkezet az uralkodé (NH,, CO, Niy) kétésmoddal.'®

Azt azonban hozza kell flizniink, hogy a makrokelat méretének novekedése
csokkenti a komplex stabilitasat. A pH emelésével mind a Cu(ll)-,"** mind a
Ni(11)-komplexek'® esetén végbemegy az amidnitrogének deprotonalodasa és
koordinacidja, igy [MH_ L], [MH,L] és [MH sL]* osszetételii komplexek
keletkeznek (M=Cu, Ni).

A deprotonalodas elvileg mindkét terminus iranyaba végbemehet. Bar az
irodalmi adatok nem egyértelmiiek, altalanosan elmondhaté azonban, hogy
kisebb tagszdmu peptidek esetén (NH,,3N'), mig nagyobb peptidmolekulak
esetén (Njn,3N") koordinaciés modot rendeltek a megfeleld komplexekhez.l52

Az N-terminuson védett, egy hisztidint tartalmazé peptidkomplexekben a
hisztidin oldallanca lehet az egyediili horgony. Ilyen peptidek esetén Pd(I)-,
Cu(Il)- vagy Ni(ll)-ion jelenlétében a peptidvazban 1évé amidnitrogének
deprotonalodésa és koordinacidja az aminosavtagok mindségétdl fiiggden mind
az N-terminus, mind a C-terminus iranyaba indulhat a koordinaci6, mikdzben
hat- és héttagt kelatgytirtik jonnek 1étre.

A gyirik méretének okan az N-terminus iranyaba torténd koordinacid a
kedvezményezett.

A C-terminus irdnyaba torténé koordinacid preferalt viszont akkor, ha a
hisztidin N-terminalis helyen van (példaul Ac-HGGG'® ligandum).

Masrészt az is ismert, hogy akkor is a C-terminus iranyba torténik meg a
koordinacio, ha a hisztidin egy olyan aminosavat kovet, amelyben az
amidnitrogén nem rendelkezik disszociabilis protonnal (példaul prolin®® **’ vagy
szarkozin'®).
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3. CELKITUZESEK

A szakirodalomban fellelhetdé adatok szerint a patkany és a humén amilin
eltéré viselkedésében a szekvencialis eltéréseknek, polaris oldallancoknak,
kiilondsképpen a polaris szerin- és/vagy az aszparagin-oldallancoknak egytittesen
lehet jelentds szerepe. A Cu(ll)-ion megkdtésének pontos modja ugyanakkor
mind ez idaig megvalaszolatlan maradt, igy ez tovabbi vizsgalatokat iranyoz el6
ebben a témakorben.

Munkam els§ szegmense a patkany amilin huméan amilint6l eltérd
szakaszanak (rlIAPP 17-29) vizsgalata sordn nyert, korabbi irodalmi adatok
kiegészitése volt. Az egyes oldallancok szerepének és fémion megkdtésének
modjat vizsgalandd rovidebb, termindlisan védett fragmensek és mutansok pH-
potenciometrias és spektroszkopias vizsgalatat végeztem el.

Tovabbi munkam soran arra voltam kivancsi, hogy az egyes oldallancoknak
szamszeriisithetéen milyen és mekkora szerepe lehet a szokatlan
komplexképzésben, emiatt elvégeztem néhany N-terminalisan nem védett
patkdny amilin fragmens szintézisét és fémionkomplexeiknek pH-
potenciometrias és spektroszkopias vizsgalatat.

Munkam harmadik szakasziban arra kerestem a valaszt, hogy mas, er6sen
koordinal6 fémkdotohely mellett milyen szerepe lehet a polaris oldallancok alkotta
szekvenciaszakasznak a fémion, avagy egy masodik ekvivalens fémion
megkdtésében.

Ugyanezen fragmensek egy jelent0s részét az egyes oldallancok sajatos
komplexkémiai szerepének felderitésére, illetdleg meger6sité és Osszehasonlitd
informacidok nyerésének céljabol az élettani szempontbol jelentds Ni(Il)-ion és
Zn(I)-ion jelenlétében is tanulmanyoztam.

A negyedik vizsgalati csoportot a terminalisan védett hAumdan amilin
fragmensek képezték, melyek Cu(ll)-komplexeinek tanulmanyozasaval szerettem
volna vélaszt kapni a patkany €s a human amilin eltéré koordinécids és plakk-
képzési hajlamanak okaira.

Munkdm soran az emberi szervezetet jellemzd vizes rendszerek
tanulmanyozasara torekedtem minden vizsgalat esetében. Kiilonosen érdekelt
minket az, hogy a hasnyalmirigy pH-viszonyai kozott hogyan viselkednek és
milyen szerkezetlieck komplexeink, hiszen az irodalomban tilnyomorészt csak a
vér pH-jara, illetve az emberi szervezetben el6 nem forduld erdsen lugos
kozegben végzett adatok lelhetoek fol.
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4. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALO MODSZEREK

4.1. A hasznalt vegyszerek
A  munkidnk sordn tanulményozott ligandumok szerkezeti képleteit,

A vizsgalt peptidek egy részét (Ac-VRSSNN-NH;, Ac-VRSS-NH,, Ac-
VASS-NH,, Ac-VRAA-NH,) egy nemzetkézi egyiittmiikodés keretében Dr.
Kallay Csilla allitotta el az olaszorszagi Cataniai Egyetemen. A rlAPP (19-22)
(Ac-SSNN) tetrapeptidet Dr. Timari Sarolta szintetizalta ugyanezen
egylittmiikodésben. Valamennyi peptid szilardfazisu peptidszintézissel késziilt.

Az Osszehasonlitas céljabdl vizsgalt egyszeriibb oligopeptideket (NH,-SSS-
OH, NH,-AAAA-OH) kereskedelmi forgalombol, a Bachem cégtél szereztiik be.
Az Ac-AAAA-OH tetrapeptidet a szintén a kereskedelmi forgalombol beszerzett
terminalisan nem védett tetraalaninbol (NH,-AAAA-OH) Allitottam eld
oldatfazisban, ecetsavanhidrid segitségével. A reakcié teljességét ninhidrines
probaval kovettem.

A fennmarad¢ tiz tanulmanyozott peptidet (NH,-VRSSNN-NH,, NH,-VRSS-
NH,, NH,-VRAANN-NH;, NH,-VRSSAA-NH,;, NH,-SSNN-NH,, NH,-SSNA-
NH;, NH;-AANN-NH;, NH,-GGHSSNN-NH,;, Ac-AAAHSSNN-NH,, Ac-
AAAHAAAA-NH,) pedig Debrecenben, a kutatocsoportban szintetizaltam
ugyancsak szilardfazisti peptidszintézissel egy Liberty 1 tipust késziilék
segitségével. (A C-termindlisan védett peptidek esetében a savamid-csoport
jelolését a tovabbiakban elhagyom. Pl: Ac-VRSSNN)

A CuCl,, NiCl,, ZnCl, és KOH oldatokat analitikai min6ségii, a Reanal cég
altal gyartott vegyszerekbdl készitettiik, a pontos fémion-koncentraciokat
gravimetridsan oxinat formajaban, a sav-, illetve a lugkoncentraciokat pedig pH-
potenciometridsan hatdroztuk meg.
argon alatt készitett és tarolt KOH-oldattal végeztiikk. Vizsgalataink soran az
allando ionerésséget 0,2 mol/dm?® koncentracioju KCl-oldattal biztositottuk.

Az ESR spektroszkopias vizsgalatokhoz a fém rezet (99,3% ®Cu és 0,7%
®Cu) Oroszorszagb6l vésaroltdk (Moszkva, JV Izoflex), melyet szulfat
vegyiiletté alakitottak.

A Fmoc-véddcsoportot tartalmazd aminosavakat, a 2-(1-H-benztriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluronium tetrafluoroboratot (TBTU) és N-hidroxi-benztriazolt
(HOBt) az InBios cégtél, a piperidint, a triizopropil-szilant (TIS), az
ecetsavanhidridet, az N,N-diizopropil-etilamint (DIEA), dietil-étert (Et,O) és
trifluor-ecetsavat (TFA) a Sigma/Aldrich-t6l rendeltik. Az N,N-dimetil-
formamid (DMF), az acetonitril (ACN) és a diklormetan (DCM) a Labscan
Analytical Sciences ir cégtol érkezett, a Novasyn TGR gyanta pedig a
Novabiochem svéjci cégtol.
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6/1. abra: Avizsgalt ligandumok szerkezeti képletei
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6/3. abra: Avizsgalt ligandumok szerkezeti képletei
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4.2, Vizsgalati modszerek

4.2.1. Szilardfazisu peptidszintézis

Munkank soran az 0Osszes ligandum szintézisét automatizalt modon, egy
mikrohulldmt Liberty peptidszintetizald késziilékkel (CEM, Matthews, NC)
végeztik. Mind az olaszorszagi egylittmiikodésben, mind pedig a
kutatocsoportunkban a R. B. Merrifeld altal kidolgozott szilardfazisu
peptidszintézis mddszerét alkalmaztak/alkalmaztuk.

A szilardfazisa szintézis nagy elénye, hogy a termék egy makropolusos
(gé)matrixhoz kotddik. Bar heterogén fazisi a reakcio, és igy elvben lassu,
mégis szamos elonye miatt igen hatékony modszer. Az igy eldallitott termék
hozama igen jo, a kapcsolt oldallancok mindségétdl fiiggden esetemben a
kitermelés 70-95% kozé adodott. A konnyl feldolgozhatosdg  és
automatizalhatosag is igen modern eljarassa teszi. Automatizalasat a modszer
ciklikus ismétlédése tette lehetdvé.**

Hatranya, hogy nagy reagens folosleget igényel, melynek oka, hogy
esetenként sem a kapcsoldsi reakcido, sem a védbcsoport eltavolitisa nem
jatszodik le teljesen, ezért kis mennyiségben hidnyos szekvencigju, illetve
rovidebb peptidek is keletkezhetnek. Ezt leginkabb a kapcsolasi 1épések
ismétlésével, hosszabb reakcididével, vagy a reagensek nagy feleslegének
alkalmazasaval kiiszobolhetjiik ki.

A gyantaszemcsék feliiletén és azok belsejében olyan (gyartonként,
termékenként meghatarozott mennyiségil) funkcids csoportok vannak, amelyek
lehetévé teszik, hogy a szemcsékhez aminosavakat kapcsolhassunk kémiai
kotéssel. A szilard hordozd szemcsemérete, alakja, homogenitasa, duzzadasi
tulajdonsaga és a funkciés csoport kiépitésének lehetésége mind-mind
meghatarozé a szintézis sikerességének szempontjabol.

A peptidek eléallitasara munkam soran Rink Amide™™ gyantakat hasznaltam.
Az elsé 1épésben a peptid C-terminalisan 1évé aminosavat kapcsoljuk fel
kovalens kotéssel a gyantara. A tovabbi aminosavakat ehhez az aminosavhoz
kapcsoljuk, igy a novekvo peptid a szintézis végéig a szilard hordozoéhoz kotve
marad.

Minthogy az aminosavak oldallancaikban tartalmazhatnak olyan funkcios
csoportokat, amelyek reagalnak a szintézis soran, igy sziikség van ezek
blokkolasara, ellenkezd esetben valtozatos Osszetételi melléktermékek
keletkeznek. Olyan oldallanc-védécsoportokat kell tehat alkalmazni, amelyek a
szintézis soran valtozatlanok maradnak, de a szintézis befejezése utan konnyedén
eltavolithatoak. A szilardfazist peptidszintézisben két meghataroz6 véddécsoport
kombinacio terjedt el a legjobban. Ezek koziil a legjobban automatizalhato a terc-
butil alapti oldallanc-véd6csoportokkal kiegészitett 9-fluorenil-metoxi-karbonil
(Fmoc) atmeneti a-aminocsoport védelem (Fmoc/tBu).}**"

Munkam soran az N-terminus védelmét Fmoc-technikaval biztositottuk. Az
altalunk hasznalt aminosavakat és az alkalmazott oldallanc-véddcsoportokat a 7.
tablazat foglalja Ossze.

170
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7. tablazat: A felhasznalt, védécsoporttal rendelkezd aminosavak

Aminosav Oldalancfunkcio Véddcsoport
hisztidin imidazolil tritil (Trt)
arginin quanidino- pentamethyl-2,3-dihydrobenzofuran-5-
sulfonyl (Pbf)
aszparagin amid- tritil- (Trt)
szerin hidroxil- t-butil (tBu)

Az N-terminuson acilezett, illetve szabad aminocsoporttal rendelkezd
modellpeptideket Fmoc/tBu technikaval allitottuk elé, ehhez a C-terminuson
amid végzddést biztosité Rink Amide AM tipust gyantat hasznaltunk, amely 1%
divinil-benzollal térhalositott funkcionalt polisztirol matrixbol all.

Az aminosavak aktivalasa a TBTU/HOBt/DIEA technika segitségével zajlott
és a szintézisek soran alkalmazott oldoszer N,N-dimetil-formamid (DMF) volt.

A peptidszintézis lényegi lépései a kivetkezdek voltak:

1. A Rink-amid gyanta Fmoc csoporttal védve keriil forgalomba, ezt a
védelmet az els6 aminosav kapcsolasa el6tt el kell tavolitani, melyet a késziilék
20 % piperidin — 80 % DMF elegyben hajtotta végre (180 masodperc, 80°C)
30 W teljesitményi mikrohullamu sugarzas segitségével.

2. A soron kovetkez6 aminosav kapcsolasa négyszeres aminosav-felesleg
mellett, ugyancsak 80°C-on 30 W teljesitményli mikrohullam segitségével
kovetkezett be 300 masodperc alatt. Ebben a Iépésben az aminosavak
aktivéldsara hasznalt aktivator 0,5 mol/dm® HOBt és 0,5 mol/dm® TBTU tartalmu
DMEF oldat, az aktivétor bazis pedig 2 mol/dm® DIEA tartalmia NMP.

3. Az el6z6 két miveletbdl allo ciklus addig ismétlodott, mig felépiilt a
kivant aminosav-szekvencia. A reagensek feleslege az egyes reakcidok utan
tobbszori oldoszeres mosasokkal €s sziirésekkel keriilt eltavolitasra.

4. Az N-terminuson acilezett modellpeptidek esetén még egy tovabbi 1épés is
sziikséges volt; 6 V/V% ecetsavanhidridet és 5 V/V% DIEA-t tartalmaz6 DMF
oldattal keriilt sor az acilezésere, az N-terminus védelmére.

A peptid gyantardl vald lehasitasat szobahémérsékleten végeztik 94,0 %
TFA, 1,0 %DODT/EDT, 2,5 % TIS, 2,5 % H,O0 elegyével 1-1,5 6ra alatt.

Ezalatt nem csak a gyantarol vald hasitas, hanem az oldallancbeli
véddcsoportok eltavolitasa is megtortént. A hideg, dietiléterben torténd kicsapas
utan kaptuk meg a nyers termékeket. A csapadékot centrifugalassal valasztottuk
el és ilepitettitk, majd ujboli hideg dietil-éterrel valé mosast kovetéen szaritas
kovetkezett. Az igy kapott anyagot 4 ml vizben feloldottuk, majd liofilizaltuk.

A nyers peptidek tisztasagat forditott fazisu folyadékkromatografias
(RP-HPLC) technikat alkalmazva ellendriztiik, egy Jasco MD-2010 plus
multiwavelength detektorral ellatott Jasco késziilek segitségével. Az analizishez
analitikai Vydac Cig (300 A porusméret, 5 um részecskeméret) 250x4,6 mm
atmér6jii kolonnat ¢és gradiens elucidt hasznaltunk (az 4aramléasi sebesség
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1 ml/min volt). Az elualészer 0,1 % TFA-t tartalmazo viz, illetve 0,1 % TFA-t
tartalmazo acetonitril volt.

A detektalashoz az amidcsoport, mint kromoforcsoport elnyelését 222 nm
hullamhosszon kovettiik. A jobb elvalasztas érdekében a peptidek esetén célszerii
gradiens eluciot alkalmazni. Linearis eluciot alkalmaztunk, ahol az acetonitril
tartalom 5 %-r6l 15 %-ra nétt tetrapeptidek esetén, illetve 3 %-rol 40 %-ra az
oktapeptidek esetén, a tridekapeptid esetén pedig 40 perc alatt 3 %-r6l 13 %-ra.

A peptidek tisztasagat HPLC-vel, ESI-MS analizissel ¢és pH-
potenciometriaval is ellendriztem.

4.2.2. A pH-potenciometria

Munkank soran valamennyi ligandum esetében az els6 alkalmazott technika a
pH-potenciometrias modszer volt, mely az oldatfazisban lejatszodo
komplexképzodési folyamatok egyensulyi vizsgalatanak legaltalanosabb kisérleti
modszere. A pH-potenciometrids mérések segitségével hataroztuk meg a
valamint ezzel a modszerrel hataroztuk meg a ligandumok hatéanyagtartalmat is.

A moédszer alkalmazhatosaganak feltétele, hogy a ligandum és a fémion
kozotti komplexképzodés pH-effektussal jarjon. Mivel a ligandum gyenge
bézisnak tekinthetd, ezért a komplexképzddés kompetitiv reakciot jelent a H-ion
és a fémion kozott. Ennek eredményeképpen a pH-potenciometrias pH-
potenciometrids adatokbdl kovetkeztetni lehet a képzddd komplex(ek)
stabilitasara. A komplexképzddésre az alabbi altalanos egyensuly irhato fel:

pM + gL + rH === ML 4H, (1)

M: fémion,

L: teljesen deprotonalt ligandum

H: proton

p.q.,r : sztdchiometriai egyiitthatok

Bj: a kiilonféle molekulafajtak brutto stabilitasi allandoja

A komponensek stabilitasi allandoja mindig egységnyi. (‘A részecskék téltését
az egyszeriibb kezelhetéség miatt nem tiintettiik fel.)

A részecskék stabilitasi szorzata a kovetkezo altalanos egyenlettel irhato fel:

[M,LH,]

— (2)
[MIP[LI[HT

ﬁpqrz

Munkam soran csak vizes kozegben végeztem méréseket. Ilyen esetben a
hidroxidion sztdchiometriai egyiitthatoja hidrogénre —1, az 0Osszes tobbi
komponensre 0. Ebbdl kovetkezbéen a hidroxidion képzoédési allanddja
megegyezik a vizionszorzattal (Kw = [H']-[OH]), melynek értéke a mi mérési
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koriilményeink kozott (298 K, I = 0,2 mol-dm™> KCI) pK,, = 13,756. Ennek a
figyelembe vétele sziikségessé valik a titralas lugos tartomanyaban.

A kisérleti adatokbodl a fémkomplexekre meghatarozott stabilitasi szorzatokat
a PSEQUAD'" nevii szamitogépes programmal szamitottuk ki. Az értékelések
soran komponensként szerepeltek: a fémion (M), a teljesen deprotondlt ligandum
(L) és a proton (H).

A mintahoz adott mérdoldat térfogat—pH kisérleti adatparokon kiviil bemend
adatként meg kell adnunk az asszociatumok (kiillonb6z6 protonaltsagi foku
ligandum, MyLH, fémkomplexek ¢és hidroxokomplexek) szamat, az

srer

crer

kijelzett pH-értéknek egyensulyi koncentracioval kifejezett pH-értékre torténd
atszamitasahoz sziikséges Gn. Irving-féle’™ korrekciods tényezét.

A program a keresett stabilitasi szorzatokat az M, L és H komponensekre
felirt anyagmérlegek (X-y egyenletek) megoldasaval adja, ahol ,n” a
rendszerben képz6dd asszociatumok szama. A program a kiindulasi adatok
figyelembevételével, Newton-Raphson iteracidval végzi a kozelitést mindaddig,
mig a méréoldatra nézve a X(V e — Vszéumh)2 értéke minimumot ad (,,V': a
hozzaadott mérdoldat térfogata). Valamennyi megadott pH-értéknél kiszamolja

sz

tartozo standard deviacio értékét.

Cyy =[H]+ 3 1By M1 [L] TH], (3
Cu =IM1+ . By M1 L1 THYY @
C, Z[L]J’_iqiﬂpqr[M]ip[L]iq[H]ir (5)

Az iteracidésorozat végén megadja a finomitott stabilitdsi szorzatokat, a
kisérleti és a szamitott titralasi gorbék pontjaihoz tartozod |V mer—Vszamon| €rtékek
atlagat (illesztési paraméter), és a kivalasztott komponensekre vonatkozoan
kirajzolja az asszociatumok koncentracideloszlasi gorbéjét a pH fiiggvényében.

A dolgozatban kiilonb6z6 tablazatokban feltiintetett stabilitasi allandok
Osszesitésekor a zardjelben szerepld szam az allandd utols6 szdmjegyével azonos
nagysagrend szerinti standard deviacio értékét jeldli.

A feltételezett asszociatumok egy adott Osszességét nevezziik a rendszer egy
modelljének. Az a modell fogadhatd el, mely kémiai megfontolasok alapjan
értelmezhetd, €s amelynél az illesztési paraméter a legkisebb.

A dolgozatban szereplé koncentracioeloszlasi gorbéket a SED'™ program
Windows alatt fut6 valtozataval, a MEDUSA-val szerkesztettiik meg a képz6dd
komplexek 0Osszetételének és stabilitasi allanddinak, és a komponensek
koncentracidinak felhasznalasaval.
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A ligandum-torzsoldatokat szilard vegyszerek bemérésével készitettiik el,
ahol a teljes koncentracié 1x10>-4x10"% mol/dm® koncentracidtartomanyba esett.

crer

srer

hasznaltunk, amelynek pH-ja 298 K homérsékleten 4,005. Az allando
hémérsékletet ultratermosztat biztositotta.

Az oxigén kizarasat az oldat folé vezetett argongazzal oldottuk meg, mig a
minta kevertetését magneses keverStest végezte. A titralasokat kb. 0,2 mol/dm?-

crcr
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meghatarozasat a titralasi gorbék Gran-féle linearizalasaval oldottuk meg.

A mintak 4llandé ionersségét 1,0 mol/dm® koncentraciéj  KCl-oldat
segitségével allitottuk be 0,2 mol/dm®re. Ez az ionerSsség ugyanis joval
nagyobb, mint a titraland6 oldat fémion- és ligandum-koncentracidinak osszege,
illetve megegyezik a méréoldat koncentraciojaval, igy az ionerdsség
gyakorlatilag allandé maradt a mérés soran. A fémion-ligandum aranyt adott
rendszert6l fliggben 1:3 és 2:1 kozott valtoztattuk. A titralasok soran fellépd
térfogatnovekedést a kiértékelésre hasznalt szamitogépes program figyelembe
vette.

A méréseket szamitogép altal vezérelt Mol-AcS mikrobiiretta ¢s MOLSPIN
pH-méré segitségével végeztilk, amelyhez Metrohm 6.0234.110 kombinalt
iivegelektrodot hasznaltunk. A lagoldatot 1 cm® vagy 0,5cm® végtérfogata
Hamilton fecskendével adagoltuk.

A pH-potenciometrias mérések informaciot nydjtanak a képz6édé komplexek
Osszetételére vonatkozoan. Arra azonban nem ad valaszt, hogy az adott
sztochiometria milyen donoratomokhoz torténd koordinacioval valosul meg,
vagy milyen a képzddott komplexek geometridja.

A moédszer hianyossaga az is, hogy néha egy-egy rendszer tobb, kémiailag
realis modellel is jol leirhatd, vagy két részecske képzddése azonos pH-
effektussal jar. Ilyen esetekben ezzel a technikdval nem juthatunk egyértelmi
kovetkeztetésre. Az elobbiek okan az oldategyensulyi jellemzéshez mas,
szerkezeti informaciokat nyujtd vizsgalatok is sziikségesek (pl. UV-lathatd
spektrofotometria, CD, NMR vagy ESR spektroszkopia).

4.2.3. UV-ldthato spektrofotometria
Spektrofotometrids méréseinket 200-900 nm-es hullamhossz tartomanyban
végeztik. A spektrumokat Hewlett-Packard HP 8453 tipusu egysugaras,

diddasoros, illetve Perkin Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras fotométereken,
1,000 cm-es kiivettaban vettiik fel kiilonb6z6 pH-értékeken, kiilonb6z6 fémion-
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ligandum aranyoknal. Utobbiakat minden esetben a pH-potenciometrias
méréseink alapjan valasztottuk meg.

A spektrumok kiértékelésével a képzddott komplexek szerkezetére és a
geometridjara tudtunk kovetkeztetni.

A tetragonalisan torzult, oktaéderes szerkezetli komplexekben gyenge és erds
terli ligandumokkal bar masképpen, de mindkét esetben négyfelé hasad az
energiadiagram (a d*-elektronok energiaszintje oktaéderes térben kétfelé hasad a
ligandum kristalytérer6sségének megfelelé mértékben, majd a tetragonalis
torzulas mindkét energiaszintet Gjabb két-két szintre hasitja).

Az igy 1étrejott négy (dy, (dy,) — d-% Oy — dé-% dF — %) kozott
haromféle energiaji d-d atmenetnek kellene megjelennie. Ezek az atmenetek
gyakran Osszeolvadnak egyetlen elnyultabb sdvva, és az energidjuk, illetve az
intenzitasuk kivaltképp fugg attol, hogy a ligandumnak hany donoratomja
koordinalodik a fémionhoz (8. tdblizat).*"”

8. tablazat: A Cu(ll)-komplexek spektralis paramétereinek fliggése
a koordinalt nitrogénatomok szamatol

Koordindlt nitrogének szama Amax (NM) g(M™*cm™)
1 680-730 30-60
2 620-670 40-120
3 540-590 100-150
4 500-530 120-200

Ezen kiviil a Amay értékeket befolyasolja a komplex pontos geometriaja és a
donoratomok kémiai mindsége is. Ez utobbinak a hatisat Sigel és Martin,
valamint Pettit és munkatarsai'’’ vizsgaltak. Abban az esetben, amennyiben nincs
szamottevd axialis koordinacio, a Cu(ll) - komplexek varhaté abszorpcios
maximuma a Sigel és Martin altal felirt empirikus egyenlettel88 (6. egyenlet)
szamolhatd. A szamolashoz sziikséges donoratomok Un. hozzajarulasi tényezoit
(X)) szamos aminosav és peptid, nagyszamu spektrofotometrias mérései alapjan
hataroztak meg.

10°
118+ 0,052(CO0™) + 0.166(NH,, ) + 0.200(N =) + 0.140(Im)]

A o [0m] (6)

Az egyenlet alapjan a vizes oldatban jelenlévdé [Cu(H,0)¢]*" ion négy
ekvatorialis vizmolekuldjanak oxigén- vagy nitrogéndonorokkal torténd
szubsztitucidja az abszorpcidés maximumot a kisebb hullamhosszak felé tolja el.
Ez az effektus kiilondsen nitrogéndonoroknal jelentos.

A fenti kvantitativ dsszefiiggésbol azonban nem minden esetben lehet
egyértelmii kovetkeztetéseket levonni, hiszen az effektus nagysdga a donoratom
kémiai természetén kiviil fiigg a kelatgyiirii méretétol, valamint a ligandumhoz
kapcsolodo, de a koordindcioban részt nem vevo szubsztituensektol is.

Emellett ezek az Osszefliiggések axialis koordinacié esetében sem
alkalmazhatok, mivel ez a A,y €rtékének voros eltoldodasahoz vezet.
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A Ni**-komplexek két leggyakoribb koordinacios szama 6 és 4.

A 6-0s koordinacids szamu, oktaéderes komplexekhez harom, viszonylag kis
intenzitasu d—d atmenet tartozik (€max<30 M'l-cm'l):

- 770-1430 nm (A, — °T)),

- 500 - 910 nm (A, — *T; (F))

- 370-520 nm (°A, — T, (P)) hullamhossz tartomanyokban

A fentiek mellett vallként jelenhet meg egy kisebb intenzitasu, spin tiltott
atmenet is a spektrumban. A 4-es koordinacios szami, tetraéderes Ni**-
komplexek spektruméaban az 500 - 900 nm hulldmhossz tartomdnyban mar
nagyobb intenzitast (enax ~ 10°— 10° M™*-cm™) savok is megjelennek.

A 4-es koordinacidés szamu, diamagneses sajatsagl, siknégyzetes
geometriaju komplexek 400-550 nm koriil mutatnak egy meglehetdsen intenziv
savot (gmax ~ 50 - 500 Mcm™). A spektrumban megjelenik egy toltésatviteli
eredetii sav is 430 nm alatt.*"®

4.2.4. A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképia egyike azoknak a
spektroszkopias modszereknek, amelyek a polarizalt fény és egy optikailag aktiv
anyag kolcsonhatasan alapulnak. A sikban polarizalt fény egy balra €s egy jobbra
cirkularisan polarizalt fénysugar Osszege. Az optikailag aktiv anyagok
abszorpcios koefficiense és torésmutatdja kiilonbozik a kétféle cirkularisan
polarizalt fénysugar esetében, az anyagon athaladva az abszorpcidban kiilonbség
adodik. Ezt az abszorpcios kiilonbséget nevezziik cirkularis dikroizmusnak
(masként pedig Cotton-effektusnak). A cirkularis dikroizmus gorbét akkor
kapjuk, ha a kétféle fénysugar abszorpcidjanak kiilonbségét (A max = €pal — Ejobb)
abrazoljuk a hullamhossz fliggvényében. A CD gorbe maximumai €s minimumai

az elektrongerjesztési abszorpcios .
spektrum maximuma helyén, illetve ahhoz . TRy 5 +
igen kozel jelentkeznek, és viszonylag Lo e T -
keskeny Gauss-gorbék, ellentétben az ‘Hﬂ" E \¢”
elektrongerjesztési spektrummal. | TN M[ ‘f’ _____
A fémkomplexek optikai aktivitasa o NS5
a komplexmolekula aszimmetriajatol vagy AR AN
a ligandum sajat — a komplexképzddés - dc : d\R +
elétt is meglévd — aszimmetridjabol . A
adodik. Ha a komplex optikai aktivitasa a -
komplexképzodés alatt alakul ki, akkor a 7. abra: A dupla-oktannak a
komplexképzédéssel a két enantiomer | Kkoordinacios sik feletti szektorai,
racém  elegyét kapjuk, melyekhez illetve az azokbar} 1évo csoggrtok
ellentétes eldjelli, azonos értékii Cotton- Cotton-effektusdnak az clojele

effektus tartozik, igy kioltjak egymast.
Ezeket az enantiomereket csak kinetikailag inert komplexek esetében lehet
elvalasztani és vizsgalni.
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A Cu(ll)-, Ni(ll)- és a Pd(I)- peptidkomplexeinek képzodése jol
vizsgalhato CD  spektroszkopiaval. A  kiilonbozé di- és  tripeptidek
tanulmanyozasa soran bizonyos torvényszerliségeket figyeltek meg, amelyeket
Sigel és Martin®® foglalt dssze.

Megallapitottak, hogy ezen peptidek komplexeinek CD spektrumai jol
értelmezhetdk az un. dupla-oktdn vagy hexadekdn szabdllyal. Eszerint ha a
komplex koordinacids sikja alatti és feletti teret 8-8 szektorra osztjuk, és minden
szomszédos szektornak ellentétes eljelet tulajdonitunk, akkor az adott
szektorban talalhato optikailag aktiv csoport hatasara bekovetkezé Cotton-
effektus el6jelét a szektor eldjele adja meg. Két szomszédos szektorban az eldjel
mindig ellentétes. Ennek segitségével magyarazhatdé az a kisérleti tapasztalat,
hogy valamennyi L-aminosavakbol felépiilé, csak nemkoordinal6dé oldallancot
tartalmazo tripeptid [MLH_,] 6sszetételii komplexének d-d atmenetéhez negativ
Cotton effektus tartozik, hiszen az oldallancok minden esetben olyan térrészbe
esnek, amelyhez negativ el6jel rendelhet (7. dabra).

A komplexek CD spektrumanak masik jellemzéje, hogy az egyes (nem
koordinalédd) oldallancok hatdsa Osszeadddik. Ezek alapjan Sigel és Martin
felirtak egy Osszefliggést, amelynek segitségével egy X-Y-Z tripeptid
komplexének varhato Cotton-effektusa adott hullamhosszon megadhato:

Ag;—Y—.Z — Ag;(—Gly—Gly +Agfly—Y—Gly +Agflnyly—Z , (7)
ahol Ag}™~* az adott X-Y-Z tripeptid MLH , komplexének J hulldmhosszon
meért Cotton-effektusa.
Megallapitottak azt is, hogy a komplexben kiilonb6z6é helyzetben 1évo, de
azonos kémiai minGségli optikailag aktiv csoportok kiilonb6zé nagysagi Cotton-
effektust eredményeznek:

Agfly—X—Gly > Agfly—Gly—X > Agj(—Gly—Gly (8)

Ezt azzal magyaraztak, hogy a kozponti fémionhoz mint kromofor csoporthoz
kapcsolodo kiilonbdz6 donorcsoportok nem azonos hatasfokkal tovabbitjak a
kiralis informaciét. Az altaluk nyert informaciok alapjan az alabbi sorrend
adodott: amidnitrogén > karboxildtoxigén > aminonitrogén.

A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén egy
JASCO J-810 spektrométeren végeztiik. A spektrumokat szobahdmérsékletl
vizes oldatokban vettiik fel kiilonb6z6 pH-értékeknél és kiillonb6zé fémion-
ligandum aranyokat alkalmazva. Méréseinkhez 0,1 és 1,0 cm uthosszisagu
kiivettakat hasznaltunk, a spektrumokat 220-800 nm hullimhossz tartomanyban
rogzitettiik.

A kapott CD gorbék elemzését egyrészt a gyartd cég altal biztositott kezelo-
¢és kiértékeld programmal végeztiik, masrészt a CCA+ program segitségével az
egyes komplexek egyedi spektrumat is meghataroztuk.
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A spektrumok elemzésével a képzodott komplexek —szerkezetére,
geometrigjara, a koordinalodé donoratomok szdmara és kémiai jellegére lehetett
kovetkeztetni.

4.2.5. A spektrumok kiértékeléséhez hasznalt programok

A spektrumok kiértékeléséhez a CCA+ és a PSEQUAD programot hasznaltuk.

A ,,Convex Constraint Analysis” (CCA+) program alapja, hogy a mar
meglévd spektrumsorozatot matematikai elven 0Osszetevoire bontja, igy
megkiilonboztethetévé valnak a sorozatot meghatdroz6 néhany komponens
jellemz6 spektrumai. A spektrumok mellett bemeneti adatnak csak a
fényelnyeléssel rendelkezd részecskék szdmat sziikséges megadni. A modszerrel
egyedi spektrumok, eloszlasi diagramok nyerhetedek.

A spektrumok kiértékelése soran a PSEQUAD programot is hasznaltuk
adataink elemzéséhez. Ebben a programban tobb bemeneti adatot sziikséges
megadni, ugyanakkor tobb informaciot is szolgaltat. Az UV-Vis spektrumsorozat
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bevittiik a programba. A program segitségével viszont nem csak egyedi
spektrumokat és eloszlasi diagramokat, hanem az egyes komplexek stabilitasi
allandoit is meghatarozhattuk.

4.2.6. ESR spektroszkopia

Az elektrospin-rezonancia spektroszkopia modszere olyan részecskék
tanulmanyozasara alkalmas, amelyek parositatlan elektront tartalmaznak, azaz
paramagneses sajatsagiak. A spektroszkopia masik neve, az elektron
paramagneses rezonancia (EPR) is erre utal. A Cu(ll)-ion paramagneses volta
miatt ez a modszer kivaldan alkalmas komplexei vizsgalatara.

Az ESR spektrumok jellemzoéi k6zé tartozik a hiperfinom szerkezet. A
szerkezet 1étrejottének oka, hogy az a magneses tér, amely a magok magneses
momentumatol szarmazik, hatassal van a parositatlan elektronok magneses
momentumara. Altalanosan megallapithatd, hogy egy | spinszimi mag a
spektrumban (21 + 1) szamu, azonos intenzitasu finomszerkezetet hoz 1étre. A
Cu(ll)-ionra az | = 3/2, ami azt jelenti, hogy a réz(Il)komplexek esetén 4
vonalbdl all a hiperfinom szerkezet. Az ESR spektrumok hiperfinom szerkezete
alapjan a komplexek szerkezeti valtozasaira lehet kovetkeztetni.

A komplexek ESR paraméterei (A és g;) az alabbi Osszefiiggések alapjan
szamolhatok:

H

g|| =g|O|H_|0 (7)
A“[cm'l]zg”.hu—.sc'a|| 8

ahol Hy : a mintaban mért mdagneses térerd [Gauss]
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Ho : a standardra kapott magneses térerd [Gauss]
ay . parallel csatolasi allando [Gauss]

s : Bohr-magneton (9,27400899-107** J-T™)

h : Planck-dllandé (6,625-107* J-s™)

¢ : afénysebesség (2,99792458:10° cm-s ™)

A kiszamitott paraméterekb6l a mar ismert szerkezetlii komplexek
paramétereivel vald 0Osszehasonlitds alapjan a fémion koriil kialakuld
koordinacios modra és a koordindlodd atomok kémiai mindségére lehet
kovetkeztetni.

A méréseket Olaszorszagban (Department of Chemistry, University of
Sassari) a kutatocsoportunkkal szakmai egytittmiikodésben allé bioszervetlen
kutatocsoport tagjai végezték.

A spektrumokat Bruker EMX spektrométeren, etilén-glikol hozzaadasa utan
120 K hoémérsékletiire lehiitott oldatokban vették fel kiillonbozé pH-értékeknél,
illetve kiilonb6z6 fémion/ligandum aranynal. A  mérésekhez hasznalt
fémtorzsoldat “Cu izotopot tartalmazott, koncentracidja a mintaban 5 mM volt.
Kiilsé standardként difenil-pikril-hidrazint hasznaltak, melyre a g9 értéke
2,0028.

4.2.7.  Disszociabilis  protont  nem  tartalmazo  ligandumaink
koncentrdcidjanak meghatarozdsa

crer

lehetett meghatarozni, mivel a vegyiiletek a mérheté pH-tartomanyban nem
tartalmaztak  disszociabilis  protont  (pl.  terminalis = aminocsoportot,
imidazolilnitrogént), igy kozvetett modon, UV-Vis spektrofotometriaval

crcr

leirt mérési eljarast alkalmaztunk.'”® A Ménagé és munkatarsai altal leirt modszer
alkalmas guanidinocsoport ~ tartalmazé  peptidek  koncentracidjanak
meghatarozasara. A meghatarozas alapja, hogy az a-naftol butan-2,3-dion
jelenlétében az argininnel adduktumot képez, amelynek 530 nm koriil van
abszorpcids maximuma.

Az, A”-oldat 100 ml-e 4 ml a-naftolt, 2,5 ml 1%-o0s buta-2,3-diont tartalmaz
etilénglikol-viz 1:1 ardnyu elegyében. A leirt modszer szerint, hasznalat elott az
oldatot 60 "C-ra kell melegiteni. A mintaoldat Gsszetétele a kovetkez6 volt: a
ligandum 0,25 ml térfogatu oldatdhoz tovabbi 0,25 ml 2 M-0s NaOH-oldatot és
0,5 ml ,,A”-oldatot adtunk. Ezt elegyitettiik, majd szobah6mérsékleten 25 perc
varakozasi id6 utan hozzaadtunk még 2 ml etilénglikol-viz (1:1) elegyet. Ezt
kdvetden felvettiik a spektrumot.

A modszert ismert koncentracioju peptidekkel (NH-RA-OH, NH,-AR-OH,
NH,-RS-OH) standardizaltuk.

Az eljaras alkalmazdsa soran szamos problémaval szembesiiltink. Ez a
modszer rendkiviil érzékeny volt a mérési koriilményekre. Emellett a reakcid
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idofliggést mutatott, igy koriilményes volt a kalibrald egyenes felvételéhez
sziikséges relative tobb, és egyenként is tobbkomponensii minta vizsgalata. A
munka els6 felében optimalizaltuk a megvalositas modjat, igy méréseink 5-10%-
os pontossaggal reprodukalhatok lettek. Ehhez elvégeztiink néhany gyakorlati
szempontbdl sziikséges mérést és ellendrzést is. Ezek koziil a legfontosabb, hogy
a reagenseket azonos idokozonként kellett a mintdhoz adagolni.

Megallapitottuk a mérés optimalis koncentraciotartomanyat, ez az 1.107° —
3-10 > mol/dm® tartoméanyba esett. A tovabbiakban olyan kicsire sziikitettiik ezt a
tartomanyt, hogy feltételezhetden linearis legyen az abszorbancia-koncentracio
Osszefiiggés, ¢és igy interpoldldssal meghatdrozhatéak legyenek az
amilinfragmensek koncentracioi.
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5. A KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. A PATKANY AMILIN CU(IT)-IONKOTOHELYENEK MODELLEZESE

5. 1. 1. A patkany amilin védett fragmenseinek vizsgalata

A szakirodalomban fellelhetd adatok szerint a patkany és a human amilin
eltéré viselkedésében a szekvencialis eltéréseknek, polaris oldallancoknak,
kiilonosképpen a polaris szerin- és/vagy az aszparagin-oldallancoknak egylittesen
lehet jelentdsebb szerepe. A Cu(ll)-ion megkotésének pontos modja ugyanakkor
mind ez idaig megvalaszolatlan maradt, igy ez tovabbi vizsgalatokat irdnyozott
el6 ebben a témakorben.

Munkam elsé szegmense a patkany amilin human amilintél -eltérd
szakaszanak (rlAPP 17-29) vizsgalata soran nyert, korabbi irodalmi adatok
kiegészitése volt. Az egyes oldallancok szerepének és a Cu(ll)-ion megko6tésének
modjat vizsgalando rovidebb, termindlisan védett fragmensek €s mutansok pH-
potenciometrias és spektroszkopias vizsgalatait végeztiik el.

A 4.2.6. pontban leirt modszerrel meghataroztuk a védett, disszociabilis
modszerrel nyert koncentracioadatokkal, valamint a Hyperquad, a Superquad, és
a CCA+ program segitségével kiértékelhetové valt oldategyensulyi szempontbdl
az 6sszes olyan rendszer, melyekben a fémion koordinadlodott a ligandumokhoz.

5.1.1.1. Patkdny amilin (17-29): Uj eredmények

A kutatocsoportunkban kordbban végzett méréseket és eredményeket® tobb
szempontbol, illetve tobb technikaval is kiegészitettik a rIAPP 17-29-es
szakaszanak koordindcios kémiai sajatsagainak feltérképezésére vonatkozdan. A
tridekapeptid szerkezeti képlete a 8. dbran lathato.

o o 0 o o

o o [} o 9 0 9 o [ | H 1 I Iod

H | H I H I H I H I n I H Il H I C—N—CH-C—N—CH-C—_ "\ N,
N—CH-C—N—GH-C—N—CH-C—N—CH-C—N—GH-C—N—CH-C—N—CH-G—N—CH-C—N | I N- N NH

C|
| | | | | | | | CH-CHy;  CH-CHy |
i I iz ?Hz Hoy GH, CH-CH;  H | |
[¢]

o CH-GHy  GH, CH, G
| | | CHy CH;
CHsy CHz OH H C=0 C=0 CHs |
| | | CHy
CHg NH; NHz
e
Gnm 8. abra: A rlAPP (17-29) fragmens szerkezeti képlete

A koncentraciok ismeretében mar ki tudtuk értékelni a korabbi pH-
potenciometrias adatokat. A Hyperquad programmal torténé szamolast kovet6en
a rlAPP (17-29) — Cu(Il) rendszerek komplexképz6dési folyamatait a [CuLH_,],
[CULH_3] és [CuLH_4)* osszetételii részecskékkel irtuk le, az ezen komplexek
stabilitasat jellemz6 allandokat a 9. tablazatban foglaltam Gssze.
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Egy olaszorszagi egyiittmiikodés keretében ESR adatokat is nyertiink, melyek
vilagosan mutattak, hogy a komplexképzddés valoban megindul pH 6 koriil és a
ligandum képes megkdtni a fémiont a jol ismert horgonycsoportok hidnyéban is.
Nem csak a ,szabad” Cu(ll)-ion jele, hanem a Cu(ll)-komplexek jelei is
lathatoak voltak a spektrumokban (10. tdbldzat, 9a. dbra).

9. tablazat: A rlAPP (17-29) és fragmensek Cu(ll)-komplexeinek stabilitasi allandoi
(logp), I = 0,2 mol/dm?® (KCI), T = 25°C (A zardjelben 16v6 értékek a standard deviaciot

mutatjak.)
rIAPP(17-29) Ac-VRSSNN Ac-SSNN
[CuH_,L] —9,36(9) —-9,80(1) -10,64(2)
[CuH_L] -17,41(12) -17,33(2) -18,52(3)
[CuH_L]* —26,18(12) —26,64(3) —27,95(4)

10. tablazat: A rlAPP (17-29) tridekapeptid, hexapeptid és tetrapeptid fragmenseinek
83Cu(I1)-komplexeire kapott ESR paraméterek (Az A, értékek 10 cm™ egységben

értendéek.)
Ac-SSNN Ac-VRSSNN rlIAPP(17-29)
9; Az 9; Az 9: Az
[CuH,L] 2,238 1945 2,234 195,7 2,234 200,7
[CuHLY 2,225 189,3 2,223 1911 2,230 194,8
[CuH,L)* 2,224 190,2 2,223 192,7 2,221 197,1

A korabbi pH-potenciometrias vizsgalatok és a titralas soran az volt a
tapasztalat, hogy az oldat szine pH ~7 koriil kékre valtozott, majd a 10-es pH
értéket meghaladva mar rézsaszinti lett. A jol kovethetd szinvaltozas ellenére az
ESR paraméterek valtozasa ebben a tartomanyban viszont csak kismértéki volt.
A szuperhiperfinom csatolasi allandé alapjan 7-es pH koril a Cu(Il)-ion két
ekvivalens nitrogéndonorhoz koordinalodik. Ez a kettd azonban nem lehet
peptidvazbeli (amid)nitrogén, hiszen azok ebben a pH-tartomanyban csak
horgonycsoport jelenlétében deprotonalodnak.

| 0.8

“:‘)
<

rlAPP (17-29) ~ /V\ / o3 h /rIAPP(]7-29)
’E \

rlAPP (17-22) ‘ ; Y

AC-VRSSNN — //r\\ [\\ \/ c Ozm w "
< -0, /o

rlIAPP (19-22) Ac-SSNN I‘;‘

oSN L T/ /

Ac-VRSSNN
07

250 270 HimT) 280 30

9a. abra: A Cu(ll)-rlAPP rendszerek ESR

spektrumai ( pH~9) ligandumfeleslegben 9b. dbra:

Kiilonb6z6 Cu(Il) — amilinfragmens
rendszerek CD-spektrumai (pH 11)
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A kiilonbozé pH-kon felvett spektrofotometrias spektrumokat a CCA+
programmal is felbontottuk és kiértékeltiik. Mind az egyedi spektrumok, mind az
eloszlasi diagramok jo egyezést mutatnak a Hyperquad programmal nyert
modellel, a rendszer mindkét modszerrel azonos modon volt leirhato (9. és 11.
tablazat).

11. tablazat: A rlAPP (17-29) és a fragmensek esetében képz6d6 Cu(ll)-komplexek UV-
Vis paraméterei (CCA+ programmal nyert adatok)

rIAPP(17-29) Ac-VRSSNN Ac-SSNN
[CuH_,L] 608/56 609/46 615/39
[CuH_sL] 577/120 576/122 577/104
[CuH_,L]* 540/94 540/97 538/110

12. tablazat: A rlAPP (17-29) és a fragmensek esetében képz6d6 Cu(11)-komplexek
UV-Vis paraméterei (Psequad programmal nyert adatok)

Ac-VRSSNN Ac-SSNN
[CuH_,L] 600/106 615/41
[CuH_sL] 575/120 580/110
[CuH ,L]* 540/112 540/98

Az erdsen lugos kozegben felvett CD-spektrumot a 9b. dbra szemlélteti. A
megjelené 0j sav (egy pozitiv Cotton-effektus 480 nm Kkoriil) szokatlan
szerkezeti  Cu(Il)-komplex(ek) képzddésére, esetleg az oldallancok
koordinalddasara utal.

A nyert ESR paramétereket Gsszehasonlitva a mar ismert modellek jellemzd
paramétereivel azt talaltuk, hogy azok nincsenek jo egyezésben a [CuLH ],
[CuLH_ 3] és [CuLH 4] sztéchiometriaval.

Figyelembe véve azonban azt is, hogy ez a rendszer jelentésen eltér a
megszokott peptidek koordinacios kémiai viselkedésétdl, és nincs is példa
hasonloan szabalytalan koordinacios kémiai viselkedésli mas rendszerre, ezért
nem igazan célszerli alapvetden mas tipusi rendszerekkel Osszehasonlitani,
melyekben a peptidek jol ismert mintazat szerint viselkednek.

Erdekesebb kérdésnek mutatkozott azonban az eldbb folsorolt Gsszetételit
Cu(ll)-komplexek szerkezete. Sztochiometriajuk alapjan leginkabb 2, 3, illetve 4
deprotonalodott funkcids csoportra és donoratomra kovetkeztethetiink, melyek az
eddigi szakirodalmi tapasztalatok alapjan leginkabb amidnitrogének lehetnek, de
az arginin/szerin/aszparagin oldallancok barmelyikének kozremiikddése sem
zarhato ki.

Ha a poléris oldallancok donorcsoportjainak deprotonalodasat vizsgaljuk,
akkor els6 megkozelitesben a szerin OH-csoportjanak deprotonalodasa johet
szoba. Aminocukrok esetében ugyanis mar beszamoltak egy hasonlé modon
megvalosuld koordinacios modrol; ugyanakkor abban az esetben a koordinacid
egyiittjart a  CD-spektrumban egy karakterisztikus toltésatviteli sav
megjelenésével a kozeli UV-tartomanyban.

48



David Agnes — doktori (PhD) értekezés

A Cu(Il)-rlAPP rendszer spektrumaiban 320 nm koriil lathatd egy ilyen sav a
6 < pH < 8 tartomanyban, amely szarmazhat a szerin-Cu koordinaciobdl is,
viszont az igy kialakulo kelatgyiiric miatt nem volna stabilis a komplex. A pH
emelésével ez a sav el is tinik, igy az erdsen lugos kozegben jelenlévé [CulLH 4]
Osszetételll komplex esetében leginkdbb a négy nitrogéndonorral megvalosuld
koordinaci6 a legvaldsziniibb.

Mindezen kérdések okan tovabbi vizsgalatok valtak sziikségessé, és a
rendszer jobb megértésének céljabol az rlAPP (17-29) szekvencia rovidebb
fragmenseinek vizsgalatat kezdtiik el.

5.1.1.2. Az Ac-VRSSNN vizsgalata

Az Ac-VRSSNN hexapeptid fragmens a rlAPP (17-29) patkany amilin
fragmensének az a szakasza, mely tartalmazza mind a haromféle polaris
oldallancot, de a 22-es tagot kovetd, zomében apolaris szekvenciaszakaszt mar
nem foglalja magaba (6/1. dbra).

A hexapeptid—Cu(ll) rendszer igen hasonld komplexkémiai viselkedést
mutatott a rlAPP (17-29) ligandumhoz. Akarcsak az utdbbi fragmens, az Ac—
VRSSNN hexapeptid fragmens
Vizsgélata soran is azt lathattuk, pH=11.27 (540 nm)
hogy 5-6s pH folstt megindult a | * '

0,06 -

| pH= 10,12, (558 nm)
komplexképzodés, majd az oldat

lila szin lett, illetve az
abszorpcios maximumokhoz
tartozo hullamhosszak fokozatosan | o2 |
a kisebb értékek felé toldodtak el
(10 dabra). A pH = 6-8 kozotti 0

pH= 8,25 (580 nm)

0,04 |

[Cul*
|

v

opalos
pH=6,14

400 450 500 550 600 650 700 750 800

tartomanyban opalosodast, A (nm)
valamint kisebb mértéki 10. abra: A Cu(Il)-Ac-VRSSNN rendszer
csapadékképzodést észleltiink, a pH-fiiggd UV-Vis spektrumai
csapadék azonban pH 8 f616tt mar (Couan =€L= 1x10"° mol/dm?)

teljesen visszaoldodott. Kb. 9-es

pH-n a csapadék visszaoldodasat és az oldat kitisztulasat kovetden jelentds kék
eltolodas volt megfigyelhet6 a spektrumokban. Az Ac-VRSSNN hexapeptid
spektroszkopias viselkedését tekintve is hasonldésagot mutatott a rlIAPP (17-29)
fragmenséhez. A spektrofotometrids spektrumokon 580 nm-es hulldmhossz
érteknél jelentkezd abszorpciés maximum 3 amidnitrogén koordinaciojara utalt
(10. abra).

Lugosabb kozegben (~ 10-es pH érték folott) a spektrumok abszorpcids
maximuma 540 nm-nél volt megfigyelhetd, amely négy nitrogén koordinacidjara
utal.

A csapadékképzddést leszamitva megallapithato, hogy mind az UV-Vis, mind
a CD spektrumokat (11-12. tablazat) tekintve a hexapeptidfragmens viselkedése
a rlAPP 17-29 fragmenséhez hasonlit, itt is megjelenik egy pozitiv Cotton-
effektus 480 nm kortiil (71. dbra).
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Az csapadék megjelenése miatt a pH-potenciometrias adatokat megbizhatdéan

nem lehetett kicrickelni © 11. dbra: A Cu(ll)-Ac-VRSSNN rendszer

pH 6-$ tartomanyban, de az I pH-fiiges CD-spektrumai

UV-Vis spektrumokat k(_et (Ceugy =C.= 110 mol/dm?)

szamitogépes programmal is ‘

elemeztiik (Psequad, SRR ‘

CCA+). 400 it 500
A Psequad programmal

az  egyedi  spektrumok R

mellett stabilitdsi allandokat

is  nyerthettik, melyek -1,5 e pH=9,16

kivald egyezést mutatnak a I 3

[IAPP  (17-29) fragmens 2 pH=IL,19 2 (um)

Cu(I)-komplexeinek megfelelé értékeivel (11. tabldzat). Hasonldéan a rlAPP

(17-29) fragmenshez szintén a [CuLH], [CuLH3], ¢és [CulLH 4]

sztochiometriaji komplexekkel irthattuk le a legjobban a rendszert.

Az 12-13. abran azt is lathatjuk, hogy mindkét technikaval jol egyezd
modellre kovetkeztethettiink. Ugyanezeken az abrakon azonban az is kivehetd,
hogy a csapadékos tartomanybdl szarmazo adatok bizonytalanabbak, emiatt a
[CuLH_;] Osszetételi komplexekre nyert értékek (pl. €max) nincsenek jo
egyezésben. A pH 9 f616tti tartomany elemzésébdl kapott adatok azonban nagyon
jol dsszevethetoek egymassal.

Hozzé4 kell azonban azt flizniink, hogy bar csak a fenti harom komplexszel
szamoltunk a modellben, a szakirodalmi tapasztalatok alapjan — és figyelembe
véve a fémionnak a gyengén savas pH-tartomanyban torténd oldatban tartasat —
egy [Cul] osszetételi részecskének is kellene képzédnie. Ugyanakkor a [CuL]
komplexnek mind a pH effektusa, mind az UV-Vis effektusa igen kicsi, valamint
az Ac-VRSSNN-Cu(Il) rendszerben ugy tlinik, kisebb a kolcsonhatés a fémion és
a ligandum kozott, ezért valik dominanssa a hidrolizis. Nagyobb pH-n a
koordinacios mod megvaltozasanak kovetkeztében ez a csapadék feloldodik.

A 10. tablazatbol az is nyomon kovethetd, hogy az ESR paraméterek
ugyancsak joO egyezést mutatnak a rIAPP (17-29) fragmens komplexeinek
értékével, mely hasonlo szerkezeti sajatsagokra enged kdvetkeztetni.

100

. CuLH, *
_[CalH] A [CulH.]

- \  [CuLH.]
0 Cu(ll) Ao
/ .“.“ ./ \‘.\.‘

576 nm [CuLH]
0,24

o

Cu (II) %

592 nm, [CuLH,,]
0,19

60

40

612 nm
[CLILH%]

700

o0

450 500 350 630 750
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12. abra: A CCA+ programmal kapott koncentracideloszlasi gorbék (balra) és UV-
Vis egyedi spektrumok (jobbra) (ccyqiy =C.= 1x10°* mol/dm®)
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Ezen erdmények alapjan tehat jol latszik, hogy a rlIAPP (17-29) és a rlIAPP
(17-22) (Ac-VRSSNN) kozott igen nagy az egyezés, tehat a fémionmegkdtés
szempontjabol a kétéhelynek a -VRSSNN- domén alkalmas modellje.

Figyelembe véve, hogy a rlAPP (1-37) szekvenciaja képes kolcsonhatni a
Cu(ll)-ionnal, de az irodalomban egyelére nem lelheté fel informacié arra
vonatkozdan, hogy pontosan hogyan és miért is képes erre, ezért figyelmiink az
egyes polaris oldallancok hatasaira/részvételére iranyult. Az egyértelmiien latszik
eredményeinkbdl, hogy ebben a ligandumban is lehet egy szokatlan, eddig nem
ismert horgonycsoport a tizenharomtagu patkany amilin fragmenshez hasonloan.

Minthogy az irodalmi ismereteink szerint ezek az oldallancok kiilon-kiilén
(tehat ha egyediil vannak jelen) nem képesek oldatban tartani a fémiont (2.4.2.
fejezet), ezért a domén hosszat tovabb csokkentettiik, és két-két, illetve egyféle
polaris oldallanc szerepét is tanulmanyoztuk az Ac-VRSSNN fragmenseinek és
bizonyos mutansok vizsgalataval. Eléallitottuk az Ac-VRSS és az Ac-SSNN
fragmenseket, melyek kétféle polaris oldallancot tartalmaznak és a ~VRSSNN-—
domén két terminusat modellezik. Szintetizaltuk az Ac-VRAA és Ac-VASS
mutansokat is annak céljabol, hogy az arginin- és szerin-oldallancok szerepével
kapcsolatban tovabbi informaciokat nyerjiink.

& 575 nm [CuLH,]
g ] 540 nm [CuLH_,)
3 \ -~ X~ 600 nm [CuLH,,]
\ 7 ~
\ ,/ N
\
\ ’ AN
\\._‘ - g \\
- ~
~
\\\
e " 1D ] _5 ] T .I T 1
25 35 45 55 65 75 85 95 105 11,5 400 500 600 700 800
pH A (nm)

13. abra: A Psequad programmal kapott koncentracideloszlasi gorbék (balra) és UV-
Vis egyedi spektrumok (jobbra) (Ccyay =c.= 1x10~° mol/dm®)

5.1.1. 3. Az Ac-VRAA és az Ac-VASS vizsgalata

A rovidebb fragmensek ¢és mutansok vizsgalatat a cimben szerepld két
tetrapeptid tanulmanyozasaval kezdtiik. Szerettiik volna megtudni, hogy az
arginin- ¢és a szerin-oldallancnak egymashoz képest milyen a hatasa a
komplexképzésre ezen tetrapeptid esetén. Ezért vizsgaltuk meg az Ac-VRSSNN
N-terminusanak két olyan mutansat, amelyben az arginint, illetve a két szerint
alaninra cseréltik. Az igy el6allitott Ac-VASS és az Ac-VRAA ligandumok
szerkezete a 6/1. abran lathato.

A két peptid—Cu(ll) rendszer titralasa soran a fiziologias pH-tartomanyban
csapadék valt ki az oldatbol, mely az Ac—VASS esetében nagyobb pH-értékeken
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visszaoldodott, mig az Ac—VRAA esetében nem is oldodott fel teljesen az erésen

lugos (pH > 11) tartomanyban sem.

A jelentékeny csapadékképzdodés miatt a rendszerek kvantitativ leirdsara nem

volt modunk, a CD- és UV-Vis
spektrumokbol azonban mégis
nyerhettiink ki informacidkat
arrol, hogy erésen lugos
kozegben, egymashoz képest
milyen mértékii az arginin,
illetve a szerin oldalldncénak
részvétele a mutansok
fémmegkoto képességében.

Az UV-Vis  spektrumok
megemelkedése is mutatja, hogy
mar ~ 6-0S pH-n mindkét mutans
esetén csapadék valt ki az

e (M em™)

150 10,63 «— pH=11,53
10,12 [CuLH,]
120 | 522 nm

800
A (nm)

14. abra: A Cu(ll)-Ac-VASS rendszer pH-
fliggé UV-Vis spektrumai
(Ceuan =CL= 2x10° mol/dm?)

oldatb6l, amely csak az

amidnitrogének deprotonalddasat €s koordinacidjat kovetden oldodott fel ismét

(14-15. Gbra).

A spektrofotometrids vizsgalat az Ac—VASS és az Ac—-VRAA ligandum
esetében alatamasztotta, hogy a csapadékképzodés ellenére, ~ 10-11-es pH folott
a Cu(lIl)-ionok egy része kotédik a ligandumhoz. A spektrum egyetlen, 522 nm-
es, valamint 520 nm-es hullamhosszon jelentkez6 abszorpciés maximummal
jellemezheto komplex jelenlétére utal, ezen abszorpciés maximum megjelenését

pedig mar csak intenzitasnovekedés
kiséri. Ez azt erGsiti, hogy erésen
lugos kozegben négy amidnitrogén
koordinaloédik a Cu(IT)-ionhoz. Az
erésen lugos kozegben felvett CD-
spektrumok a két mutans esetében
egymashoz jo egyezést mutatnak.
Eltérés mutatkozott azonban a
két vizsgalt mutans esetében a
fémion-megkotés mértékében. Az
AC-VRAA peptidnél jelentkezd
jelentésebb alapvonalemelkedés
egyértelmiien arra utal, hogy ennek
a ligandumnak kisebb a
fémmegkoto képessége.

150 e pH=1148
BN [CuLH ]
/ E 520 nm
120 s 11,01 \'
N
T w 74 N
£ 7 2 1020 NN
z . g - AN 8,75
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30 -
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15. abra: A Cu(ll)-Ac-VRAA rendszet ™"
pH-fiiggé UV-Vis spektrumai
(Ceuqry =CL= 2x10~ mol/dm®)
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5.1.1.4. Az Ac-VRSS vizsgalata

A muténsok vizsgalatdbol kitiinik, hogy a rIAPP (17-29) fémmegkotéséért
tobbféle polaris oldallanc lehet felelés, igy az Ac-VRSSNN ligandum N-
terminusat, a kétféle polaris oldallancot is tartalmazé Ac-VRSS ligandumot (6/1.
abra) tanulmanyoztuk munkank kovetkezo szakaszaban.

Els6ként a Cu(ll)-iont tartalmazé mintak pH-potenciometrias vizsgalatat
végeztik el. Hasonléan a
mutansokhoz, ezen ligandum
esetében iS mar a 6-0s pH-n
csapadék valt ki az oldatbol. A
két  ekvivalens  lugfogyas,
valamint a csapadékvizsgalat
alapjan arra
kovetkeztethettiink, hogy a 30 I
kivalt anyag a Cu(OH), volt. Joens A9 s

Bar a jelentésebb mértéki 0 : : :
csapadékkivalas miatt ezen o 0 o o o

rendszer megbizhaté 16. Abra: A Cu(ll)-Ac-VRSS rendszer pH-
kvantitativ leirasa sem fiiged UV-Vis spektrumai
lehetséges, mégis nyerhetd (Cuqny =CL= 2x10* mol/dm?)
informacio az UV-Vis
spektrumokbol az esetleges komplexképzddésre vonatkozdan.

Az alapvonal megemelkedése jol mutatja, hogy a pH 6 és 10 kozotti
tartomanyban volt wuralkoddé a Cu(OH),, er6sen lagos koézegben az
amidnitrogének deprotonalddasat és koordinacidjat kdvetéen azonban a csapadék
feloldodott (16. abra).

Az utdbbi folyamat azonban a
rIAPP (17-29) és Ac-VRSSNN | _os0
(rIAPP  (17-22))  ligandumok | &
komplexkémiai  viselkedésével | %
oOsszehasonlitva sokkal nagyobb | 3
pH-n tortént csak meg.

150 - pH=10,2

120

90

60

g (M em™)

1.40 N,iq (lancvégi vagy acetamid), 3 N- (Ac-VRSS)

A spektrofotometrids vizsgalat -100 Ac.
ugyanakkor alatdmasztotta, hogy o PHGGGWGQ)
a  csapadékképzodés ellenére 17a. abra: A Cu(ll)-Ac-VRSS rendszer és
erésen lugos kozegben a Cu(ll)- az egyhisztidines modell négynitrogénes
ionok egy része itt is kotédik a komplexének™ " CD-spektruma liigos
ligandumhoz. Az UV-Vis “kdzegben

spektrumok — a rlAPP (17-29)
fragmenstdl és a hexapeptidtl eltéréen — egyetlen, 529 nm-es elnyelési
maximummal rendelkez6 komplex jelenlétére utalnak, amelynek megjelenését
mar csak intenzitasnovekedés kiséri.
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Ebbdl arra kovetkeztethettiink, hogy a csapadék visszaoldodasat kdvetben
kozvetlenill a [CuLH 4]* &sszetételii komplex képz6dik. A Cu(ll)-Ac-VRSS
rendszer erdsen lugos kozegben felvett CD-spektrumanak kivaldé egyezése az
egyhisztidines modell négynitrogénes komplexének spektrumaval'® arra utal,
hogy a koordinal6do nitrogének a peptidvazbeli nitrogének lehetnek (17a. dbra).

Ha a lugos tartomanyban jelentkezé [CuLH ,* osszetételiit komplexek

abszorpcios maximumait  vass
Osszevetjikk, akkor az UV-Vis | 50 z“" - ~ Ac-VRSS
spektrumok alapjan | ; 3‘— AcvRAA
megallapithato, hogy az Ac- | _ ;j! ':\
VRSS tetrapeptid komplexénél | 5% /f \
520 nm-en, mig a FIAPP (17-29) |5 4/ |
és az Ac-VRSSNN hexapeptid | Ac-SSNN
komplexeinek esetében 538 nm- | ¥ \ Ac-VRSSNN
nél, illetve 542 nm-nél jelentkezik . rAPR(17-29) e
az abszorpciés maximum (17b. 400 500 600 700 o
abra).

Szembetiinébb a kiilonbség, ha 17b. abra: A vizsgalt ligandum-Cu(ll)
a ligos kdzegben felvett CD- rendszerek erése_n lugos kézegbenfslvett
spektrumokat hasonlitjuk Ossze. CD-spektrumai (Ceyqy =¢1.= 2x10" M)

A 18. dbra is jol szemlélteti, hogy
az Ac-VRSS négynitrogénes Cu(ll)-komplexéhez rendelheté spektrum
gyakorlatilag tiikorképe az rlIAPP (17-29), illetve Ac—VRSSNN négynitrogénes
Cu(ll)-komplexéhez rendelhet6 spektrumanak, ami igen eltér6 koordincios
modra utal (vé. 9b. dbra).

A mérések eredményeként megallapithattuk, hogy az Ac-VRSS a 6 és 10

kozotti  pH-tartomanyban  nem
képes oldatban tartani a Cu(Il)-
iont. Ez a ligandum nem lehet a !
fémkotohely modellje, és ezek
szerint nem a szerin és az arginin
oldallancok jatszak a szerepet a
Cu(ll)-ion megkotésében. 0.5

Az er0sen ligos kdzegben ¥
felvett CD-spektrumokon  (18.

1.5

. Ac-VRSS

0.5

300 e, S 800

Ag (M em™)

dbra) is 1ahato, hogy az Ac—VRSS, e

az Ac-VASS, illetve az Ac- 2 A (am)
VRAA spektrumai lefutasukat 18. abra: A Cu(ll)-tetrapeptid rendszerek
tekintve egymashoz jo egyezést CD-spektruma lugos kdzegben
mutatnak, kiillonbség  csak (Couan =€L= 2x10* mol/dm®)

intenzitasukban jelentkezik.

Ezek az eredmények arra mutatnak ra, hogy sem a két szerin-oldallanc, sem
az arginin-oldallanc, sem pedig a harom oldallanc egyiittese nem képes oldatban
tartani a Cu(ll)-iont. A spektralis adatok pedig azt is megerdsitették, hogy a csak
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arginin-oldallancot tartalmaz6 mutans gyengébb kolcsonhatast tud kialakitani a
fémionnal, mint a két szerint tartalmazo peptidek.

Ezen mérések eredményei alapjan a korabbi feltevésekkel ellentétben az
arginin koordindciés kémiai szerepe tehdt elhanyagolhatd, mig a szerin
oldalldncnak szerepe lehet az amilin fémmegkdto képességében. Ez az eredmény
jo egyezésben van az irodalomban fellelhetd, arginin szerepére vonatkozd
megallapitasokkal (2.4.2.1. Az arginin és az arginintartalmu peptidek c. fejezet).

5.1.1.5. Az Ac-SSNN vizsgalata

Munkam folytatasaban igy
SSNN szekvenciat (6/1. dbra)
tanulmanyoztuk annak
felderitésére, hogy a két szerin
és a két aszparagin egylittes

jelenléte  hogyan hat a
tetrapeptid fémion megkdtd
képességére.

Az Ac-SSNN tetrapeptid

fragmensnél  (hasonldéan a
hexapeptid fragmenshez)
szintén megindult a
komplexképzédés pH = 5
folott.

A Cu(ll)-iont is tartalmazé
minta titralasi gorbéje azt

mutatta, hogy a Cu:L=1:2
aranyu rendszer esetében extra
ekvivalens lug fogyott, igy ez
alapjan, illetve a korabbi
tapasztalatokbol kiindulva az
amidnitrogének

deprotonalodasara
koordinacidjara

kovetkeztettiink. Az Ac-SSNN
— Cu(Il) rendszer titralasa soran
a pH 6-8  kozotti

és

az Ac—VRSSNN C-terminalis fragmensét, az

pH=11
1007 [CuLH,)
538 nm

—~

_-PH=8-9, [CuLH,;] ~580 nm

80

e (M em™)

500 700 800

A (nm)
19. abra: A Cu(ll)-Ac-SSNN rendszer pH-
fligg UV-spektrumai (Ceyan =C1= 2x107° M)

X(Cu(Il))

4 5 6 7 8 9

) H
20. abra: A Cu(II)-AC-SSN’I)\I rendszer fémion
koncentracio-eloszlasi gorbéi (Ccyqy= CL =
1x107° M)

10 11

tartomanyban az AC-VRSSNN fragmenshez hasonléan opalosodast, kisebb
mértékii csapadékképzodést tapasztaltunk. A pH~9 értéket elérve a csapadék
visszaoldodott és az oldat Kitisztult. Nagyobb pH-n az oldat egyre lilabb lett.
Erdemes megfigyelni, hogy a kozbensé, pH = 6-9 kozotti tartomanyban az
abszorpcios sav maximuma 570-580 nm koril van, mely szintén jelentkezik a
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hexapeptid és a rlIAPP spektrumaiban is, ugyanakkor nem lelhet6 fel az Ac-
VRSS ¢és mutansainak spektrumsorozataban.

Az ~580 nm-en jelentkez6 abszorpcidos maximum harom amidnitrogén
koordinacidjara utal a pH = 6-9 tartomanyban (19. abra). Mindez azt is mutatja,
hogy ez a szekvenciaszakasz a hasnyalmirigy szoveteit jellemz6 pH-n (8-9) is
képes koordinalni a fémiont.

Erésen lugos kozegben az abszorpciés maximum 538 nm-re toldodik,
hasonldan a rlAPP (17-29) fragmens és a hexapeptid UV-Vis spektrumainak
abszorpcids maximumaival (17b. dbra).

Az Ac-VRSSNN ligandumhoz hasonldan itt is két szamitégépes program
segitségével nyertiink ugyan kevésbé pontos, de az Osszehasonlitas céljabol
megfeleld adatokat. Ebben az esetben is a hdrom mar bemutatott
sztochiometriaji komplexszel illeszthettiink legjobban az adatainkat.

A [CuLH_,], [CuLH 3], és [CuLH 4] 6sszetételi részecskék stabilitasa és pH
szerinti eloszlasa nagyon jo egyezésben volt a rIAPP (17-29) és az rlIAPP (17-22)
(Ac-VRSSNN) ligandumokkal (9. tdbldazat és 20. dbra).

Az Ac-SSNN-Cu(ll) rendszerek kiilonb6z6 pH értékeken felvett CD-
spektrumait is elemeztiik. Megfigyelhettiik, hogy a CD-spektrumok igen nagy

hasonlosagot  mutatnak a
hosszabb fragmensek
megfeleld spektrumaival (9b.
abra), mindez a végbemend | T
komplexképzdodési folyamatok ';
hasonlésdgara utal. Y
Erdemes megfigyelni, hogy ' .
— bar kisebb intenzitdssal — J-Pre0 [CLL
480 nm koriil itt is megjelenik | . ot
a mar emlitett pozitiv Cotton- ' «——PHELLSE [CulHL]
effektus @ spektrumokon éll. abra: A Cu(Il)-Ac-SSNN rendszer pl—?—mm)
hasonléan a hosszabb fiiggd CD-spektrumai (Ceyqn =¢L= 2x107° M)

fragmensekhez (21. abra).
A 22-23. dbrdan az Ac-AAAA-OH-Cu(ll)-rendszer (pontozott vonal), illet6leg
az imidazolil-oldallancukkal a koordinacidban résztvevd (hisztidintartalmi)
peptid—Cu(ll)-rendszerek (Ac-FKHV™" és Ac-HVH'™) erdsen lugos kozegben
felvett spektrumait vethetjiik ssze. Lathato, hogy nem koordinalodo oldallanccal
rendelkezd ligandumok Cu(ll)-komplexeinek CD-spektruméaban csupan negativ
Cotton-effektusok jelentkeznek ebben a hullamhossz-tartomanyban. Mindez azt
tamasztja ala, hogy az Ac-SSNN valamely oldallanca is részt vesz a
koordinacidban és horgonycsoportként szolgal a folyamatban.
Jelent6s kiilonbség tovabba, hogy ezen ligandum és a hosszabb fragmensek
esetében az un. koztes allapota komplexek a ,,fiziologias” és a hasnyalmirigy
szoveteire jellemzo 8-9-es pH koril is képzodtek szemben az Ac—VRSS ¢és a
mutansaival, ahol csak az er6sen 11gos pH-tartomanyban beszélhettiink
komplexképzodésrol.
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Ha a CD-spektrumokat hasonlitjuk 6ssze, még szembet{inbb a kiilonbség. A
tetrapeptidek spektrumai gyakorlatilag tiikkorképei a rlAPP (17-29), az Ac-
VRSSNN, illetve az Ac-SSNN hexapeptid spektrumainak, ami szintén eltérd
koordinaciés modra utal.

Osszehasonlitva a hat peptid (Ac—VRSSNN, Ac-VRSS, Ac-SSNN, a rlIAPP
(17-29), az Ac-VRAA, valamint az Ac-VASS) megfelelé spektrumait pedig
megallapithattuk, hogy kétféle spektrumtipust kiilonbdztethetiink meg (24. dbra).

| Ac-HVH (N7, 2N, Nﬂrw‘/w W 005 A (nm)
| acetamid N) { MM" R . T
040 1) N / \ V | : . ‘J-"'g"'-"':
A \ / \
_50,10 3@*;.350’ 400w 5 \\ 550/ 60 70,03 el (NM)
IE : ‘\ / .. \ -.‘
g 1 . Ac-SSNN
E’ “| [ 5 \ (Cwl=1:2)
060 || kS PO
| | A Ac-FKHV
| | I (3NN
\/
-110 jAc-AAAA-OH @ny DOSSNN(CuL=E2) 23, 4bra: Az Ac-SSNN/Ac-
22. abra: Kiilonb6z0 rendszerek CD- AAAA—OH_C,:U(I 1) ._rendszer,ek
spektrumanak dsszevetése az Ac-SSNN— CD-spektruménak ~  Gsszevetése
Cu(1l)-rendszer CD-spektruméaval (pH>11)  (PH>11). A~ pozitiv  Cotton-
effektus 480 nm koril.

Az egyik tipusba az Ac—VRSS, az AC-VRAA ¢és az Ac-VASS tetrapeptidek

tartoznak. A masik tipushoz az Ac— LS
SSNN  és az  Ac-VRSSNN | i AC.VRSS
fragmensek rendelhet6ek. Abbdl / \/\C-VASS

= 05 N 3 AcVRAA

kiindulva, hogy a rIAPP (17-29) |%*° (.
spektralis  viselkedése az SSNN- 2, 3 \
tipusiakhoz ~mutat hasonldsagot, |

bizonyitottuk, hogy a Cu(Il)-iont - Ac-SSNN
koté legrovidebb szekvenciaszakasz 1 vl \rlAPP(w-:w)
az —SSNN- szakasz, igy ez a ‘ Ac-VRSSNN
legrovidebb  szakasz, mely a v
fémionkdtShely modellje Iehet. “24. dbra: A vizsgalt ligandum-Cu(ll)

. Az Ac-SSNN ligandum mintait is rendszerek erésen lugos kozegben felvett
vizsgaltuk ESR-spektroszkopidval, a CD-spektrumai (Coyqry =CL= 2x107° M)
kapott adatok nagy hasonldsagot
mutatnak a koordinacios modot tekintve a rlAPP (17-29) és a hexapeptid
fragmenssel (10. tabldzat). Emellett DFT-szamolasokat is végeztek a fenti harom
sztochiometriaji komplexre vonatkozodan, és az igy kapott g, és A, adatokat
Osszevetettiik a mért értékekkel.

A 13. tdbldzatban 6sszehasonlitas céljabdl szerepelnek az NH,—~GGGG-OH,
az NH,~GGH-OH ¢és a ciklo-BAGBAG ligandumok Cu(ll)-komplexeinek ESR
paraméterei. Ezek koordindciés modja mar tisztazott, igy paramétereik

A (nm)
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kiindulépontként  szolgalhatnak a Cu(I)-iont koordinalé donoratomok
hozzarendelésére a rIAPP (19-22) esetében.

Az Ac-SSNN ligandum [CuLH], [CuLH;], valamint [CuLH,]
komplexeinek koordinaciés modjara vonatkozoan tobb lehetséges mod™® is
folmertil, ezeket is Osszefoglaltam a 13. tdbldzatban. Zomében a masodik
aszparagin-oldallanc deprotonalddasabdl és koordinaciojabdl indultunk ki, ezt
feltételeztiik horgonycsoportnak.

0? 0 0 , 0
Ser! Ser? Asn® Asn ‘
HyC——C——N'H—CH—C——N?H—CH—C——N°H—CH—C——N*H—CH—C——N"%H

25. abra: A szamolt ESR ch, CH, CH, <|:H2
paramétereket tartalmazo ‘ | |

15. tabldzatban hasznalt M OH T:O T:O
jelolések kodolasa NH, NH,

A legelfogadhatobb modelleket félkdvéren szedtem, ¢€s ezek kivalod
egyezésben vannak a mért A, értékekkel.

A [CuLH ] sztochiometriaju részecskének szerkezetére két igen jo kozelitést
is kaptunk. Az egyikben a 4-es aszparagin-oldallanc koordinalja a fémiont és
csak ezutan koordinalodik a fémion peptidvazbeli amidnitrogén(ek)hez, a masik
esetben viszont a vazban 1év6, lancvégi amidcsoport nyljtja az elsé kotdhelyet
(Asng, N4, CO, H,0 [6+7] tipusui keldt, illetve Ns, N4, CO, H,O [5+7] tagszdamu
kelat). Az adatok alapjan ugyanakkor nehezen dontheté el, hogy mely modell a
jobb, horgonycsoport nélkiil azonban elképzelhetetlen volna a vazbeli
amidcsoportok deprotonalodasa, ezért az elsot fogadhatjuk el. Mindezek alapjan
azt talaltuk, hogy az aszparagin-oldallinc mint horgonycsoport funkciondl.

A [CuLH_3] sztochiometriaji részecskének lehetséges szerkezetét tekintve a
legjobb modellnek az bizonyult, amikor az aszaparagin-oldallanc koordinalodasat
kovetéen két tovabbi, peptidvazbeli amidnitrogén deprotonalédasaval és
koordinacidjaval szamoltunk (Asns, N, Ns, HO). Egy masik aszparagin-
oldallanc  részvételét, illetve a masodik szerintag OH-csoportjanak
koordinalodasat is szamba vettiik, azonban az ezekre szamolt paraméterek nem
mutattak olyan jo egyezést, mint az el6bbi esetben. Az axialis koordinacio
lehetdségét (pl. amidcsoport karbonilcsoportjaval a 3. helyen) a paraméterek és
irodalmi tapasztalatok alapjan kizarhatonak itéltik.

A [CuLH_] és a [CuLH 3] komplexek szamolt paraméterei igen hasonloak
egymashoz, ez azt is megmagyarazza, hogy miért tapasztaltuk az ESR
paraméterek igen csekély mértékili megvaltozasat a felvett spektrumokban. A
DFT-szamitasok alapjan feltételezheté volna az is, hogy egynél tobbféle
részecske volna oldatbhan, de az ESR adatok ezt kizarjak.

A [CuLH_;] 0Osszetételii részecske szerkezetét vizsgalva is tobb modellt
vettiink szamitasba. A legvaldsziniibbnek itt is azt talaltuk, hogy a negyedik
koordinacids helyet egy kdvetkezé peptidvazbeli amidnitrogén depronalddasa és
koordinacidja szolgaltatja.
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13. tablazat: A H-GGGG-OH, H-GGH-OH, cyclo-BAGBAG és az Ac—SSNN
Cu(Il)-komplexeinek szamolt és mért ESR paraméterei Az A, értékek 10 cm™
egységben értenddek. A donoratomok kodoldsa az 25. abran talalhato.

Meért
o B3PW91  B3LYP r
Komplex Koordinaciés méd @ IAS) @ A adatok
o “r (92 1A%
[CuH sL]> o 2,125 2,124 2,170
3L NH,, N, N, N
E x H-GGGG-OH 205,8 200,8 204
= S CuH_LT o 2,115 2,115 2,169
5 g [cuHdl NH, N7, N7, N
S G| H-GGH-OH 208,3 203,9 207
- H_,L]? 2,121 2,12 2,147
[CuH_.L] N-, N°, N, N ) ,120 )
cyclo-BAGBAG 213,1 207,9 212
[CuH_,L] : ) 2,154 2,152 2,238
NH Ny, COagna); H,0
Ac-SSNN (Asna): T4 (Asng) 172 198,7 195,2 194,5
[CuH_,L] o 2,151 2,149 2,238
N5, Ns~, COaqm; HoO
Ac-SSNN 5+ N MM (A3, T2 200,0 196,1 194,5
[CuH_L] ) ) 2,168 2,166 2,238
NH , N, ; H,O; H,O
Ac-SSNN (Asnd)r T84 » 112 T2 1745 170,6 1945
[CuH_,L] . o 2,147 2,145 2,225
NH (Asn4), N4 , N3 es Hzo
Ac-SSNN 197,9 1935 189,3
[CuH_sL] B S N 2,156 2,154 2,225
NH (Asn4), N4 , N3 €S OH(SEI’Z) ) Hzo
Ac-SSNN 173,8 169,8 189,3
[CuH_L] ) o 2,157 2,154 2,225
NH (Asn,), Ns, NH (Asns); H,O
Ac-SSNN (Asna), Na (Asng); Hy 172,2 168,1 189,3
[CuH_sL] _ o 2,133 2,132 2,225
NH(Asn,), N,-, N3 és OH(S
Ac-SSNN il i 180,8 176,3 189,3
[CuH_sL] B S , 2,146 2,144 2,225
NH (Asn4), N4 , N3 €S OH(SCrz), CO ax
Ac-SSNN 157,2 153,1 189,3
[CuH_L]* NH-(Asn), No . Ny é O-(Ser,) 2,132 2,131 2,224
Ac-SSNN 4) N4 W3 €8 2 2135 208,4 190,2
[CuH_L]* - o . 2,144 2,142 2,224
NH (Asn,), Ni~, Na~, N, ™3 OH(Sery)™
Ac-SSNN (Asng), N, No', N (Sery) 192,8 187,9 190,2
[CuH_L]* . o 2,136 2,135 2,224
NH™(Asng), N4, N3~, N,
Ac-SSNN 196,3 191,3 190,2
CUH_L)* 2,143 2,141 2,224
[CuH L] NH (Asng), N, N3 s OH™
Ac-SSNN 2115 206,5 190,2

Vizsgaltuk annak lehet6ségét is, hogy a masodik szerin OH-csoportja
deprotonalodasa révén nyujthat-e kotdhelyet a Cu(Il)-ion szamara. Ugyanilyen
modon egy deprotonalodott vizmolekula ekvatorialis helyzetli részvételével is
szamoltunk. A legvalosziniibb (NH (Asns), N4, N3, N;) koordinaciéos mod
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azonban egyiittjar az els6 szerin tag (Ser;) OH-csoportjanak gyenge axialis
kolcsonhatasaval is (27. dabra). A szerkezet Ggy stabilizalodik, hogy a szerin OH-
csoportja és a koordinalodo NH-csoportok kozott intramolekularis hidrogénkdtés
1étesiil. Ez a kolcsonhatas igen hasonlonak tiinik az 25. oldalon taglalt katalitikus
tridd jelenségéhez.

Az SSNN-domén specialis koordinalé hatasat azonban az oldallancok
szokatlan egyiittmiikodésével lehet megmagyarazni, melyre azonban talalhatunk
irodalmi elézményeket (1d. 2.4.2. fejezet).

f 9
o Q& J/‘ @ %y 9O
> 9 9 9
i 2@ 20
Y B 62 8% %, %0,
\_ /a7 Jf 9 ‘ 9 ’ ’
J“ 29 o b) 9 %
g @ o9
B e 09
> 9 »
a , /
YL 2 o“ * ?'i
HN
| 5 ® e X "
_ y j ) @9 5° .
ﬁ o] /CH—(:\e CH/ TUNH; ‘b " [*]
>—H—CH—C—N—CH"‘C_N@ N
°© Hztl. H2C Cu“?ie /CH2 27. abra: A Cu(ll)-Ac-SSNN
//\ . c', ; CI) u———c\ rendszer két- (@), harom- (b) és
° négynitrogénes (c) komplexének
26. abra: az Ac-SSNN [CuLH_;] 6sszetételli szerkezete a DFT- szamitasok és az
komplexének szerkezete (pH~8,5) ESR adatok alapjan

A polaris oldallancok (szerin, aszparagin, joval kisebb mértékben az arginin)
kozott kialakulo kolesonhatasok egy olyan molekuléris kdrnyezetet hoznak 1étre,
melyben a C-terminalis aszparagin-oldallanc horgonycsoporként indukalja a
fémion megkotését, valamint a peptidvazbeli amidnitrogének egymast kovetd
deprotonalodasat és koordinaciojat. Emellett azt is Kkimutattuk, hogy az
aszparagin-oldallanc koordinacioja jol jellemezhetd egy tipikus CD-savval 480
nm koriil.

Eredményeink jelentdsége abban all, hogy az eddigi irodalmak alapjan
eleddig csak az erésen ligos kézegben tudtak kimutatni az aszparagin-oldallanc
deprotonalodasat és koordinacidjat. Munkank eredményeként ennek a specialis
szekvencianak a hasnyalmirigy szoveteit jellemz6 pH-tartomanyban végbemend,
szokatlan koordinacios kémiai viselkedését tudtuk leirni és jellemezni.

60



David Agnes — doktori (PhD) értekezés

5.1.2. Szabad N-terminusi mutansok vizsgdlata Cu(Il)-ionnal

Tovabbi munkank soran arra voltunk kivancsiak, hogy az egyes
oldallancoknak szamszeriisithetéen milyen és mekkora szerepe lehet a szokatlan
komplexképzésben, emiatt elvégeztiik a védett peptidekkel analdg, szabad
terminaliS aminocsoportot tartalmazo peptidek, valamint néhany tovabbi N-
terminalisan nem védett patkany amilin mutins szintézisét ¢és fémion-
komplexeiknek pH-potenciometrias, valamint spektroszkopias vizsgalatat. Arra
is kerestiik a valaszt, hogy a szabad aminocsoport jelenléte hogyan valtoztatja
meg a kiilonbozé fragmensek fémionmegkotd képességében jelentkezd
hasonlosagot/kiilonbséget, illetdleg az aminocsoport jelenlétében is kitiintetett
szerepe van-e a 22. pozicioban talalhatd aszparagin-oldallancnak a Cu(ll)-ionok
megkdtése szempontjabol.

5.1.2.1. Tetrapeptidek vizsgalata

Az oldallancok szerepének tisztazasara eldallitottuk a NH,-VRSS, az NH,-
SSNN, az NH;-SSNA ¢és az NH-AANN tetrapeptid ligandumokat. A
ligandumok szerkezeti képleteit szintén a 6/2-3. dbra szemlélteti.
allandéit az 14. tabldzatban foglaltam 6ssze. Osszehasonlitisként egyszeriibb
tetrapeptidek irodalmi adatait is Gsszegyiijtottem ugyanott. Szembe6tld, hogy az
N-terminusaikon és mellette szerint tartalmazé tetrapeptidek aminocsoportjanak
pK értékei rendre kisebbek a tobbi ligandum megfeleld értékeinél, és hasonlo
tendencia figyelheté meg a NH,—SSS-OH (a tovabbiakban: triszerin) ligandum
esetében is (PKiiszerin © 7,13; PKuigiicin : 7,93). Ez azt mutatja, hogy a szerin OH-
csoportja és az aminocsoport kozott 1étesiilé hidrogénkotés elésegiti az utobbi
deprotonalodasat, azaz a polaris oldallancok jelenléte kedvezé az aminocsoport
deprotonalodasanak szempontjabol.

A Cu(I-ligandum mintak titralasi gorbéibdl (28. dbra) és a komplexek
stabilitasi allandoibol is jol lathatd, hogy komplexkémiai viselkedésiiket tekintve
két csoport kiilonitheté el a vizsgalt ligandumok Cu(ll)-tartalmi mintainak
esetében. Az egyik csoport az aszparagint a 3. helyen tartalmazoé ligandumoké (a
tovabbiakban: ,, Asn-tipusu”’), a masik csoport pedig a 3. pozicidban aszparagint
nem tartalmazo ligandumok csoportja (a tovabbiakban: ,,nem Asn-tipusu”).

Az NH,-RRRR-OH (a tovabbiakban: tetraarginin) fémionkomplexeinek
stabilitasa osszemérheté az NH,-GGGG—-OH (a tovabbiakban: tetraglicin) és az
NH,-AAAA-OH (a tovabbiakban: tetraalanin) értékeivel. Mindez arra utal,
hogy az arginin oldallancok nagy szama nem okozoja a fémionkomplexek
kiemelkedo stabilitasanak.

Masrészrél az 14. tablazatbdl az is nyilvanvald, hogy a komplexképzeési
folyamatok alapvetéen minden ligandum esetében ugyanolyanok, csupan az
egyes komplexek pH szerinti eloszlasa mutat eltérést.
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Ezt a kiilonbséget a 29. dbra mutatja be a legszemléletesebben, ahol két
modellként szolgalo ligandum pH szerinti eloszlasat abrazoltam.

[CuH L] [CuH_ L}_

|

Cu?

12 +
H ~
PPl NH,-VRSS-Cu(ll) 100 s, [Cu_,L]
10 rendszer e
Cu:lL=1:1
g | (u \) e 75
\

.

8 p -
7 ¢ < 50
6 il =
AN [&]
5
43 \ ™~ NH,-SSNN-Cu(Il) 25
" NH,-AANN-Cu(IT) rendszer (Cu:L=1:1)
g 5 rendszer (Cu:L=1:1) o e e
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 4 5 6 7 8 9 10
ekv. (KOH) pH
28. abra: A Cu(II)-NH,- 29. dbra: A Cu(I1)-NH,-SSNN/NH»-VRSS
AANN/NH,-SSNN/NH,-VRSS rendszerek fémion koncentracio-eloszlasi
rendszerek titralasi gorbéi (Coyqn= gorbéi (Coygn=CL = 3x107° M)
oL =3x10" M) NH,-SSNN (=), NH,-VRSS (©O)

A NH,-VRSS és a NH,-AAAA esetében a Cu:L=1:1 arany rendszerek
komplexeire nyert adatokbol az is megallapithatd (14. tdbldzat), hogy polaris
oldallancok (Asn-, Ser-, Arg-) jelenlétében jelentésen Kisebb pH-tartomanyra
tolodnak ezek a folyamatok és az atfedés is nagyobb az oldallancok hatasa miatt.
Ha az NH,-VRSS és NH,-SSNN rendszereit leird eloszlasokat dsszevetjiik (29.
dbra), az is megallapithatd, hogy hogy az un. , Asn-tipusu” ligandumok
[CuLH-,] 6sszetételit komplexeinek képzddése igen kedvezményezett és széles
pH-tartomanyban uralkodoak.

A 3. helyen (vagy 3-4. helyen) 1év6 aszparagin-oldallanc 1ényegi eltérést okoz
a kialakulé koordinacios modokban. Szerin(ek) jelenlétében (NH,-SSNN, NH,-
SSNA vs. NH,-AANN) viszont még kisebb pH-n mennek végbe ezen
folyamatok. Az NH,-SSS-OH (a tovabbiakban: triszerin) vizsgalata soran —
aszparagintagok hidnyaban — nem tapasztaltunk lényeges eltérést az egyszeriibb
oligopeptidek adataihoz képest, igy ebbdl is vilagosan latszik, hogy a mindségi
valtozast az aszparagin oldallinca okozza, mig a szerin (csak)
modulalja/ndvelheti a hatasat.

A szakirodalomban fellelheté hasonld jelenség, miszerint ha egy jol
koordinaloédd (jellemzden imidazolil) oldallanc van a harmadik a pozicidban,
akkor jelentésen megnovekedik egy koztes allapotii komplex (itt pl. a [CuLH-,])
stabilitasa. Mindez tovabbra is alatamasztja, hogy az aszparagin-oldallancoknak
szerepe lehet a fémion koordinacids szférajanak kialakitasaban.

Megemlitend6, hogy a 14. tablazatban az ,, Asn-tipusu” ligandumok esetében
a [Cul] komplex nem szerepel a modellben. A tobbi vizsgalt ligandum
komplexképzddési folyamatai ugyanis a savas pH-tartomanyban kezd6dnek meg
egy (NH,, CO) tipusu koordinaciéval megvalosuld, [Cul] dsszetételti komplex
képz6édésével. Minden valoszinliség szerint valamennyi ligandum esetében
képzbdik ez a részecske, de a koncentracidja legtobbszor olyan Kicsi, hogy nincs
moédunk megbizhatd pontossagu stabilitasi allandét rendelni hozza, kivéve a
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tetraglicint, a tetraalanin és az NH,-VRSS ligandumokat. (Ebbdl eredden az elsé
amidnitrogén deprotonalodasara vonatkozé érték nem mindenhol szamolhato, igy
csak az aminocsoport protonalodasi allanddjaval korrigalt stabilitasi allandok
Osszehasonlitasa volt lehetséges a 14. tabldzat utols6 soraban).

Masrészrol a tablazat adataibol arra is felfigyelhetiink, hogy az NH,—VRSS
ligandum [CuLH-;] komplexe kedvezményezett és dominal a lagos
tartomanyban. Ennek lehetséges magyarazatara a Spektroszkopids vizsgdlatok c.
részben térek ki.

Vizsgalt peptidjeinkben (ellentétben a védett rlIAPP (17-29) fragmensekkel)
nem az aszparagin oldallinca az elsddleges horgonycsoport, hanem a N-
terminalis aminocsoport, ugyanakkor a kapott pH-potenciometrias adatok,
valamint a stabilitasi allandok az aszparagin-oldallancnak jelent6sebb stabilizalo
szerepét, valamint a polaris oldallancok egyiittesének specialis hatasat
bizonyitottak.

Spektroszkopias vizsgdlatok

A Cu(Il)-tetrapeptid  rendszerekben  képz6dott — fobb  részecskék
spektroszkopiai paramétereit a 15. tdbldzatban foglaltam 6ssze.

Els6ként az ESR-vizsgdlatok eredményeit mutatom be. Minthogy az NH,—
VRSS-NH,-Cu(ll) rendszerben a [CuL] sztéchiometriaji komplex igen Kkis
mennyiségben keletkezik, a [CuLH ,] komplexek pedig a [CuLH 4], valamint a
[CuLH 3] Osszetételii komplexekkel atfedésben jelennek meg, igy az ESR-
paramétereket csak a [CuLH ;] és a [CuLH 3] komplexekre tudtdk meghatarozni.
A [CuLH_;] komplex paraméterei j6 egyezést mutatnak az NH,-GGGG-OH
megfeleld komplexével, amely alapjan ugyanaz a (NH,;, N°) donorokkal
megvalosuld koordinacié valoszinisitheté. A [CuLH 3] Osszetételic komplex az
NH,-GGGG-OH (NH,, N7, N, N) koordinaciés modjaval vethet6 6ssze. Ezek
alapjan latszik, hogy az arginin és két szerin oldallanc egyiittes hatasa
elhanyagolhato.

Az NH,—SSNN és a NH,—SSNA ligandum esetében a [CuLH_,] (pH~7) és a
[CuLH3] (pH~10 f616tt) Osszetételii komplexekre hataroztak meg az ESR
paramétereket. A [CuLH ,] komplex koordinacios mddja ez alapjan a tetraglicin
(NH3, N, N, CO) tipusu koordinaciéos médjahoz tiint hasonlonak.

Az ESR paraméterekbdl ugyanakkor az is latszik, hogy erdsen lugos
koézegben, pH 11 koriil a [CuLH ;] komplex vagy nem alakul at teljesen a
[CuLH.s] komplexszé, vagy ha Aatalakul, akkor ennek a paraméterei nem
egyeznek meg a NH,-GGGG-OH [CuLH 3] komplexének (NH,, N7, N7, N)
koordinacios modjaval. A szokatlan ESR paraméterek — hasonloan az Ac-SSNN
és a hosszabb patkany amilin fragmensek ESR adataihoz — arra utalnak tehat,
hogy az , Asn-tipusu” ligandumok esetében mégis rendhagyo szerkezettel kell
szamolnunk (30. dbra, 15. tabldzat).
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A Cu(ll)-tetrapeptid rendszerek 1:1 és 1:2 aranyt mintainak UV-Vis és CD-
spektroszkopias vizsgalatat is elvégeztik. A spektrumsorozatokbdl ezuttal is a
CCA+ programmal nyertiink egyedi spektrumokat. A spektrumok is
alatamasztjak, hogy a komplexképzddés minden vizsglt tetrapeptid esetében pH
4 koril elkezdédik, és tobb kiilonbozé koordinacios modt komplex egyedi
spektruma kiilonitheto el.

NH,-VRSS (pH=7,11)
(a) 0,80 :'
|

—(h)————/-\_/\_/

NH,-VRSS (pH=10,11) 7

pH=7.03 NH,-SSNN-NHj ==

NH,-VRSS-NH;—

NH,-SSNN—s/"\ (pH=7,12) = I '

() o vy 4
Z 020300 350 400N 0h 550 600 8 30
— A

@ NH,-SSNN (pH=9,96) 2 ) A (nm)

250 260 270 280 200 300 30 30 070 pH=6.86
H (mT) e

30. abra: Az NH,—VRSS/SSNN-Cu(ll) .15 | pH=10.49 pH= 10,94

fendszerek ESR-spektrumainai 31. fibra: Az NH,-VRSS/SSNN-Cu(ll)

Osszehasonlitasa

rendszerek CD-spektrumainak
sszehasonlitasa (Coyan =CL= 3x107° M)

A NH,—VRSS esetében az UV-Vis spektrumok alapjan harom kiilénbozo
komplex egyedi spektrumat, mig az Cu(Il)-NH,—SSNN rendszer kiilonb6z6 pH-
értékeken felvett spektrofotometrias spektrumaibdl minddssze kétféle komplex
egyedi spektrumat azonosithattuk, mindez 06sszhangban volt az eloszlasi
adatokkal (15. tdbldzat). A pH novelésével az abszorpcidos maximumok kisebb
hullamhosszak felé torténd eltolodasa figyelhetd meg. Ez azzal értelmezhetd,
hogy a Cu(ll)-ion koordinacidés szférajaban ekvatorialisan elhelyezkedd
vizmolekulak a ligandum amidnitrogénjeinek deprotonaldédasa és fémionhoz
torténd koordinacidja révén nitrogéndonorokkal helyettesitodnek.

Minthogy a korabbi irodalmakban folvetddott az arginin oldallancanak
koordinalddasa, ezért kilonds figyelmet érdemel a spektrum adott iranyba
torténd eltolodasa.

Amennyiben az arginin-oldallanc is részt venne a fémion megkdtésében,
akkor a guanidinocsoporttal megvalosuld axialis koordinacié miatt vOrds
eltolodassal kellene szamolnunk, ezt azonban a vizsgalatok eredményei nem
tamasztjak ala.

Eltérés mutatkozik azonban a spektralis paraméterekben (15. tdbldzat) a
kiilonboz6 oldallancokat tartalmazo vizsgalt tetrapeptidek esetében. Ez az eltérés
leginkabb az ,, Asn-tipusu ” ligandumok haromnitrogénes (CuLH ;) komplexeinek
egyedi spektrumait érinti. Minthogy az UV-Vis spektroszkopiaban az eltolodas
nagysaga fiigg a ligandumhoz kapcsolodd egyéb szubsztituensektdl, és igy az
oldallancok kémiai természetétdl, elektrosztatikus és sztérikus hatasaiktol is, igy
ez felveti az oldallancok részvételét és stabilizalo/destabilizalé hatasat a
koordinacio 1étrejottében.
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15. tablazat: A ekvimolaris tetrapeptid-Cu(Il) rendszerekben képz6dé Cu(11)-
komplexek spektralis paraméterei

[CuL] [CuH_,L], 4N
UV-vis
NH, AAH- (om 7 M-lom™) 680/39 522/101
OH¥’ CcD 476/+0,18
nm/Mcm™ 554/-0,93
( )
Peptid Modszer [CuH,L] [CuH,L]  [CuH_L]
UV_vis ("m /M cm ) 652/ 93 563/ 138 515/ 165
- 680/-030 564/-0,88 527/-1,19
NH,~AAAA— 0 300/+0,76 304/+0,90 304 /+0,56
(nm/M~cm™)
OH - 280/-0,60  280/-2,0
ESR Ay(x 10*cm™) / _ _ _
g
UV-vis
(m / Mo - - 517/ 187
NH,—Arg,— CD _ _ —
OH™* (nm/M*tem™)
4 -1
ESR A”(Xglo M 17512252 17972216 206/2173
I
UV-vis
(m / Mo 664/ 66 552/ 111 515/ 139
cD 679/-047 568/-0,79 517/-1,30
NH2-VRSS (m/Mlem)  320/+052 313/+40,71 304/+1,13
4 . -1
ESR A”(Xglo MY 1971 2,254 2 203/2,182
Il
UV-vis
(nm / M-em™) - 550/ 128 516 /121
- 586/-063 560/-1,14
NH,—SSNN (nm / M-tem™) - 492/+026  479/+0,23
309/+0,99 304/ +0,94
4 . -1
ESR A”(Xglo cm=)/ - 205/2,209  200/2,180
Il
UV-vis
(m ] Men) - 550/ 105 519/ 92
- 577/-061 562/-1,00
NH,—SSNA (m / Mem™) - 490/+020 483/ +0,36
309/+0,68 307 /+0,63
4. -1
ESR A”(Xglo cm=)/ - 208/2,203  200/2,181
Il
UV-vis
(m / Mo - 547 / 109 510/ 103
. 580/-0,46 554 /-0,84
NH,—AANN (nm / M e ) — 492/+0,16 470/ +0,05
306/+0,68  303/+0,55
4 1
ESR Ay(x 107 cm™) / — 202/2207 20412177

gi
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HNT N 32.4bra: Szabalyos tetraglicinszerii komplex szerkezete (balra) és
az aszparagin oldallanc részvétele (jobbra)

Az altalam vizsgalt ligandumok [CulLH 3] 0Osszetételli komplexeinek UV-
spektralis paraméterei — ellentétben az el6zével — mar nem utalnak jelentdsebb
szerkezeti kiilonbségre az egyszertiibb tetrapeptidekéhez képest.

Erdekes eredmény volt, hogy az Osszes , Asn-tipusi” ligandum CD-
spektrumsorozatidban jelentkezett egy pozitiv Cotton-effektus a 480-500 nm
koriili hullamhossz tartomanyban — hasonléan az Ac-SSNN Cu(l1)-komplexeinek
spektrumaihoz (31. dbra).. A szokatlan mintazat az aszparagin oldallancok
valamilyen részvételét iranyozza elé a koordinacioban. Ugy tiinik, ebben a pH-
tartomanyban nem ugyanolyan harom nitrogéndonor koordinalédik a Cu(ll)-
ionhoz, mint az egyszer(ibb tetrapeptidek esetében.

A 15. tablazatban félkovérrel szedett paraméterek arra is ramutatnak, hogy az
NH,-AAH-OH ligandum négynitrogénes Cu(Il)-komplexének szerkezete nagy
hasonlosagot mutat az Asn-tipusu ligandumaink komplexeinek koordinacios
modjaval, legalabbis a spektrumok lefutasa és adatai alapjan ez latszik. (Az NH,—
AAH-OH esetéeben NH,, 2N, N'in tipusu kétesmodot azonositottak, azaz a 3.
helyen lévé oldallanc is részt vett a koordindcio’ban).187

Ennek alapjan nem zarhatjuk ki, hogy az aszparagin-oldallanc amidcsoportja
deprotonalodik és koordinalodik a Cu(ll)-ionhoz. Hasonlé koordinacios
kornyezetet irtunk le és bizonyitottunk az 5.1.1.5. fejezetben az Ac-SSNN
ligandum esetében annak két-, harom ¢és négynitrogénes komplexeire
vonatkozdan.

Erdemes szot ejteni arrdl is, hogy az NH,—VRSS-Cu(ll)-rendszerben a
[CuLH_;] részecske nagyfoku preferencidja figyelhetd meg (28. dbra, 14.
tablazatban). Adatainkbol az tinik ki, hogy a triszerin és az NH,—VRSS esetében
a 3. és/vagy a 4. helyen 1év6 szomszédos szerin-oldallancok a pK(H-,/H-,) és a
pPK(H-»/H-3) értékek csokkenését okozzak. Ennek magyarazatara kézenfekvo
volna azt feltételezni, hogy a két szomszédos szerin-oldallanc kozremikddik a
Cu(ll)-ion koordinacidjaban, de sem a CD-, sem az ESR-spektrumok, sem pedig
a korabbi irodalmak nem tamasztjak ala ezt a feltételezést. A jelenség egyik
magyarazataul szolgalhat a szerin-oldallanc OH-csoportjanak elektronszivo
karaktere, valamint a C-terminuson 1év6 karboxilcsoport hianya. Az
elektronszivé tulajdonsagu hidroxilcsoport kozvetve ugyanis elésegitheti a
szomszédos amidcsoport deprotonalddasat, ilyen tipust molekulan beliili
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kolcsonhatas feltételezésével mar talalkoztunk az Ac-SSNN DFT-eredményeinek
taglalasanal, emellett azonban a biokémiai szakirodalomban is jol ismertek ilyen
,»oldallanc-k6lcsonhatasok, egyiittmikodések™ (pl. katalitikus triad). A masodik
helyen 1év6 szerin is novelheti az (NH,, N') koordinacioju komplex stabilitasat,
ahogy azt lattuk a NH,-SSNN és NH,-SSNA ligandumok és triszerin esetében.

Masrészrél fontos lehet azt is figyelembe venni, hogy az 6sszehasonlitasként
szerepeltetett harom egyszerlibb tetrapeptid esetében a szabad karboxilcsoport
jelenléte megvaltoztatja a komplex toltését, a karboxilcsoport jelenléte azonfeliil
hozzajarulhat a kétnitrogénes ¢és haromnitrogénes komplexek kiemelkedd
stabilitasahoz. Az NH,-VRSS esetében raadisul nem szamolhatunk azzal, hogy
az aszparagin-oldallancok megnovelik a haromnitrogénes komplexek stabilitasat,
igy a négynitrogénes komplexek kisebb pH-n is tudnak képzddni.

Kisérleteinkkel demonstraltuk, hogy a szabad aminoterminussal rendelkezd
ligandumok esetében aszparagin-oldallanc hatasara még szerin-oldallancok
hianydaban (NH,-AANN) is tapasztalhato stabilitisndvekedés, valamint az
aszparagin-oldallanc  részvételére utalo Cotton-effektus is jelentkezett.
Ugyanakkor  szerin-oldallancok  jelenlétében  (NH,-SSNN, NH,-SSNA)
kifejezettebb volt a hatas, nagyobb volt a stabilitasnovekedés €s intezivebb a
pozitiv Cotton-effektus is.

Ezen eredményekkel és vizsgalatokkal egyben a terminalisan védett patkany
amilin  fragmensek  oldallancainak  szerepére/részvételére  vonatkozo
megallapitasainkat is alatamasztottuk (Id. 5.1.1.5. fejezet).

5.1.2.2. Az NH,-VRSSNN és mutansainak vizsgalata

Ahhoz, hogy jobban megértsik az SSNN-szekvenciaszakasz szokatlan
hatasanak mibenlétét, tovabbi informacidkat nyerhettiink az NH,-VRSSNN és
mutansainak, az NH,-VRSSAA, valamint az NH,-VRAANN vizsgalatabol (6/2.
abra). A deprotonalodasi allandokat és a Cu(Il)-komplexek stabilitasi allandoit
pH-potenciometrids vizsgalatokkal hatdroztam meg, ¢€s a 16. tdbldazatban
foglaltam 6ssze az adatokat.

16. tablazat: A vizsgalt hexapeptidek deprotonalodasi allandoi és a Cu(Il)-komplexek stabilitasi
allandoi (log Bpgr), T =298 K, I =0.2 M (KCI) ekvimolaris rendszerben

Species NH,-VRSSNN NH,—VRSSAA NH,-VRAANN
[HL] 7,50(3) 753(2) 7.55(2)
[CuL] 3,76(18) 4,22(8) 4,11(9)

[CuH L] ~0,61(1) -0,69(1) 0,65(1)

[CuH ,L] ~7,13(5) ~7.47(2) ~7,80(2)

[CuH ,L] ~14,20(3) ~14,71(2) ~15,45(2)

[Cu,H 4L] -16,11(2) — —
[Cu,H sL] —23,74(4) — —
[CUzH,eL] *33,37(7) - -
[CU2H77L] *42,25(4) - -
pK(H 1/H 5) 6,52 6,78 7,15
pK(H »/H 5) 7,07 7,24 7,65
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Az egymagvu részecskékre kapott stabilitasi allandok nagyfokt hasonlosagot
mutatnak egymashoz minharom hexapeptid esetében. A [CuL] komplex minden
esetben igen Kkis koncentracioban volt mérhetd, a rendszerben alapvetéen a
[CuLH-{], [CuLH-;], [CuLH-3] osszetételii komplexek voltak jelen nagyobb

mennyiségben.

Tovabba megallapithatd, hogy a stabilitdsi allandok és az amidnitrogének
1épcsbzetes deprotonalodasi
allandoi legjobban az NH,— [CuLH,] [CuLH,]

VRSS ligandum értékeivel
vethetéek Ossze (14. tablazat).
A termodinamikai adatokban
jelentkezd hasonldésag arra utal,
hogy kozonséges [NH, N,
[NHz, 2 N7 és [NHp 3 N7
tipust  koordinaciés moddal
szamolhatunk a  [CulLH_{],
[CuLH-,] és [CuLH-;]

komplexek szerkezetére 33a. abra: A Cu(ll)-hexapeptid fémion
vonatkozoan. Mas széval ez azt koncentréci6 eloszlasi gorbéi (Ceuun =CL=
jelenti, hogy az oldallancoknak 2310 " M).

NH,-VRSSNN (o), NH,-VRSSAA (o),

o
csak Ki1s hozzajarulasa van a NH,-VRAANN (szaggatott vonal)

termodinamikai stabilitashoz az

egymagvu komplexek esetében. Bar az oldallancok részvétele kizarhato a fémion
megkotésében, ha a hexapeptidek értékeit dsszehasonlitjuk egymassal, akkor a
kisebb pK(H-1/H-;) és pK(H-»/H_3) értékekben a 3. és a 4. helyen 1év6 szerinek
OH-csoportjainak kozvetett hatasa mégis tiikr6z6dik (33a. dbra). A szerint nem
tartalmazé  hexapeptidben az

amidnitrogének deprotonalodasi :E‘ 33b. 4bra:
folyamatai .ugyanolyan PH :0 10 19 A Cu(ll)-hexapeptid rendszerek CD-
tartomanyban jatszodnak le, mint | & 1 ¥ spektrumai (pH~8,4, Cu:L=1:1).
ahol az megtorténik a kozonséges | <

oligopeptidek esetében (példaul: 20,1030

350 400 550 600 700

NHx-Glys—OH pK; amig= 6,81 és \
PKs, amia = 7,89)." o | NHVRAANNT NG, *(om)
A haromnitrogénes [CulLH_,] " | NH,-VRSSNN .
NH,-VRSSAA

komplexek atfednek a két-,
illetve négynitrogénes -1.10
komplexekkel és igy igen
nehézkes pontos spektroszkdpiai paramétereket rendelni ezekhez a részecskékhez
(17. tablazat).

A 33Db. dbradn jol lathatd, hogy 480 nm koriil, a karakterisztikusnak mondhato
pozitiv Cotton-effektus nem lelheté f6l a [CuH_;L] komplexek egyedi CD-
spektrumaban, ugyanakkor a haromnitrogénes, [CuH_,L] komplex egyedi
spektrumaban sem.
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17. tablazat: A ekvimolaris hexapeptid-Cu(Il) rendszerekben képz6d6 Cu(Il)-komplexek
spektralis paraméterei

Peptid Moédszer [CuH_;L] [CuH_,L] [CuH_5L]
UV-vis
(nm / M-em ) 652/78 563/128 517 /189
NH,—VRSSNN CD 692 /-0,47 576 /-0,78 532/-1,21
(nm/ M tem™) 322/ +0,42 313/+0,78 307/ +0,83
ESRA;(x10%cm?) /g,  176/2,256 — 206/2,183
UV-vis
(nm / M-iem ) 673/70 564 /138 520 /194
NH,-VRSSAA CD 675/-0,23 565 /-0,50 531/-0,97
(nm/Mem™®) 318/+0,29 314/+0,39 307/ +0,45
ESR A|| (X 10_4 Cm—l) / gy — — —
UV-vis
(nm / M-iem Y 652 /88 559 / 140 513/182
NH,—VRAANN CD 679/-0,51 552 /-0,82 537/-1,33
(hm/Mem?) 316/ +0,63 317/+1,01 310/ +0,72

ESR A|| (X 10_4 Cm—l) / [o]1 —

Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a hexapeptidek egymagva
komplexeiben kizarhato az aszparagin-tagok oldallancainak részvétele a fémion
SSNN, NH,-SSNA és NH,-AANN tetrapeptidekre kapott adatokkal, ahol az
»aszparagin-szakasz” jelentékeny koremikodése volt felelés a [CuH_,L]
kimagaslo stabilitasaért. Minél hosszabb azonban a peptid, az aszparagin-szakasz
annal messzebb esik az elsé harom vagy négy aminosav tag nitrogéndonorjai
altal létrehozott csatolt kelat gytiriiktél. Ez a kotésmod lehetséget nyudjt ezen

crer

nem érvényesiil a Cu(ll)-ion koordinacios szférajaban.

A Cu(Il)-iont foloslegben tartalmazé mintdk vizsgalatakor azt tapasztaltuk,
hogy az NH,-VRSSNN ligandum képes két ekvivalens Cu(ll)-iont is oldatban
tartani (16. tabldazat, 34. abra). A pH 6-7-es tartomanyban csekély mértéki
opalosodds vol megfigyelhet, de a Cu(OH), csapadék fokozatosan

o

U @
9 s
8

7

ﬁ ©

5

pH 2 Cu2+

1
11
1

[CusLH ;]
[Cu,LH,] [Cu,LH s

pot A@A

<> ST
7 8 9 10

Cu:L=2:1

ekv. (KOH) 4 5 6
34. dbra: A CU(I1)-NH,-VRSSNN 35. dbra: A Cu(ll)-NH,-VRSSNN
;exnld 5;3elr\ik’t1t;alasigf gbxell (593‘; T\(/Ill): (_:L: rendszer fémion koncentracio-eloszlasi
3X10—3 M)es Cu(ll)= 4 L= gorbél (CCU(II): cL= 3><10_3 M)
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visszaoldodott. A képz6d6 részecskék pH szerinti eloszlasat a 35. abrdn
figyelhetjiik meg.

Ezenfelil az ESR-spektrumok (36. dbra) és az ESI-MS mérések szintén
bizonyitottak a kétmagvi részecskék 1étezését. A 8,4-es pH-ra beallitott mintak
tomegspektrumaban a [Cu,LH_s] dsszetételti komplexek jelenlétét mutattuk ki.

Az 36. dbran harom kiilonbozé pH-n felvett ESR-spektrumot hasonlitunk
Ossze. A a) spektrumot ekvimolaris rendszerben, pH 6,86 értéken vették fel. Bar
az egymagvu részecskék atfednek, ez a spektrum leginkabb a kétnitrogénes
koordinacioju [CuH-,L] komplexhez rendelhetd. Az b) spektrum a [CuH_;L]
komplexhez tartozik, mely az egyetlen részecske pH 9 folott. A c) spektrum a 2:1
aranyu rendszert jellemzi, enyhén lugos kézegben (pH 9,17). Ez utobbi spektrum
megfelel a dimer részecskének.

Habar az ESR és ESI-MS vizsgalatok elegendé bizonyitékot nyujtanak a
kétmagvu részecskék képzodésére, de a koordinacios mod karakterizalasa mar
bonyolultabb feladat. Az ESR-spektrumok alapjan (36. dbra) arra kovetkeztettek,
hogy a [Cu,LH-s] komplex esetében a két Cu(ll)-ion ekvivalens kérnyezetben
van, illetve két ugyanolyan, haromnitrogénes centrum a legvaldsziniibb.

A 37. abran a fémiont f6loslegben tartalmazo mintak kiilonb6z6 pH értékeken
felvett UV-Vis spektrumait mutatom be. A spektrumsorozat is alatamasztja, hogy
a ligandum képes két ekvivalens fémiont oldatban tartani. A 7-es pH koriil az
alapvonal enyhén megemelkedett kisebb mértékii csapadékképzdodést jelezve, de
a pH 8,8 értékt6l mar az dsszes fémion koordinalodik a ligandumhoz.

Erdsen lugos kdzegben 535 nm-en talalhatd az abszorpciés maximum, mely
nagyobb az egyszeriibb peptidekkel képzddd négynitrogénes komplexek jellemzd
értékénél (510 nm), mig hasonld az ACc-SSNN esetében pH 11 f616tt detektalt 540
nm-hez.

Minthogy az ESR-vizsgalatok egy részét és a tomegspektrometriai méréseket
is pH 8-9 koriili értéken végeztiik, a CD-spektrumok elemzése soran is kiilonos
figyelmet szenteltiink az ebbe a pH-tartoméanyba esd spektrumoknak.

A 38. dbran egy olyan spektrumsorozatot szemléltetiink, melynek elso tagjat
(a-jelt) ekvimolaris rendszerben és pH 8,4 koriil vettem fol. Ezen a pH-n az

150

120

90

60

30

) 27 29 i
0 ! H (mTO) 30 37. abra: A Cu(ll)-NH,-VRSSNN
36. abra: A Cu(I1)-NH,-VRSSNN rendszerek pH-fiiggé UV-Vis spektrumai
rendszerek pH-fiiged ESR-spektrumai (Ceuy= 6x107° M ¢ = 3x107° M)
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eloszlasok alapjan [CuLH-,] komplexek vannak jelen (35. abra) haromnitrogénes
koordinacios moddal (NH,, N7, N7). A 38. abra b-jeli spektruma a [CuLH-3]
sztochiometriajii, négynitrogénes Cu(ll)-komplex egyedi spektruma, melyben
egy tovabbi amidnitrogén deprotondlodik és koordinalodik a fémionhoz. A pH
allando értéken tartasa mellett 10 adagban 0,1 ekvivalens Cu(ll)-oldatot adtam a
mintdhoz, majd rendre felvettem ezek CD-spektrumat. Jol latszik, hogy a
spektrumok maximuma a 0,80
Cu(I)-ion aranyanak '
novekedésével fokozatosan | ~
a nagyobb hullimhosszak | £

] . i — 2 8 ry

folé tolodik (c-g).  Két | & -0.20300 350 400 3 \ 7 s 7750 800
ekvivalens fémion | 5 \
jelenlétében ¢és pH 84 -0.70 7 ) 1,2 ekv
értéken a  CD-spektrum h.) [Cu,LH ;] d.) 1.4 ekv
abszorpciés maximuma mar -1,20 1 e; :g et‘

’ . , ) 1,8 ekv
a haromnitrogénes komplex Lo D) 1ekv[CulHy) 2) 2 ckv.

spektrumaval vethetd Ossze
38. abra: A Cu(Il)-NH,-VRSSNN rendszer CD-

.(g "e s ). Levén, hO’gy a g,_ spektrumai 1-2 ekvivalens fémion hozzdadésa utan
J?lu sp’ektrum ket’magv U (pH~8,4). Egymagvti komplexek és egy kétmagva
részecskét reprezental, ezt komplex egyedi spektruma.

egy-egy [3+3] nitrogénes
centrummal lehet értelmezni. Ezzel a kovetkeztetéssel az ESR paraméterek is jo
egyezésben vannak.

Ugyanezen az abran a [Cu,LH ;] Osszetételll, kétmagva komplex egyedi
spektrumat is megfigyelhetjik (h-jelti). Lefutdsdban jo egyezést mutat a
négynitrogénes egyedi spektrummal (b-jeltl), igy annak koordinacios modja
valdban [4+4] nitrogéndonorral modellezhetd. Ez a komplex sztdchiometridjaval
is jO egyezést mutat, igy ez megerdsiti, hogy az SSNN-rész masodlagos kothely
lehet.

A molekula C-terminusan torténé haromnitrogénes fémionmegkotés
megvaldsulhat tobb modon, beleértve a peptidlancban 1évé és az aszparagin
oldallanc amidnitrogénjei altal megvalosul6 koordinaciot is (39. dbra).

/ A . CHy
||2,u'|/ . Y ) )
T 4"5» o

¢ HyG ™

39. abra: A baloldalon az ESR adatok és DFT-szamitasok alapjan kapott szerkezet
lathato.
Jobbra: Az NH,-VRSSNN kétmagva komplexének szerkezete [(NH, 2 N7, CO) +
(N (asn22), 2 N")] koordinacios modokkal.
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Mindkét mutins (NH,-VRSSAA és NH,-VRAANN) esetében a Cu(ll)-iont
feleslegben tartalmazé mintainak titralasa soran nagy mennyiségii Cu(OH),
csapadék valt le 6-0s pH folott, emiatt nem lehetett kiértékelni a kapott pH-
potenciometrias adatokat.

B0 s ~97(533 nm) 07 g _95(s34m)
529 nm = 525 nm X
120 120 \
. 12
\ P
) % .
€ € \ 7 b N
30—y « 30 S //5.6 &
> N > 00
= 48 \ \\
0 0
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Afnm) | A (nm)

40. 4bra: Az NH,-VRAANN-Cu(ll) ~ 41.abra: Az NH,-VRSSAA-Cu(Il)
rendszer pH-fiiggd UV-Vis spektrumai ~ rendszer DH'fug%O UV-Vis spejgtrumal
(Ccuan = 4x10° M ¢ = 2x107° M) (Ccugy =4x10° M ¢ =2x10" M)

Az UV-Vis spektrumok is jol mutattak, hogy az alapvonal jelentésen
megemelkedett (40-4/. dbra) Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy mindkét
esetben megfigyelheto volt a csapadék visszaoldodasa pH 11 folott, jelezve, hogy
mindharom hexapeptid esetében képzodhet kétmagva részecske Cu(ll)-ionnal, de
az NH-VRSSNN esetében ez a fiziologias pH tartomdnyban torténik, a

mutansok esetében pedig csak
az erdsen lugos kozegben. 0,60 24 NHy-VRSSAA (Cu:L=2:1)

A mutansok esetében is \NH’VRAANN (Cu:L=2:1)
végeztink MS  méréseket | _ 010 f : . ,
fémionok foloslegében, 8,4 —'E 300 350 400 #ad 550/ 60:4 067750 800
pH-ju  rendszerben is, de T -040 ¥
kétmagva részecskéket nem EJ: A (nm)
tudtunk kimutatni. 090  CuwL=l:1 29

A 42, dbra a harom Eﬁ’xﬁggk Cu:L=2:1
hexapeptid-Cu(ll) rendszerben 140 - NH,-VRAANN NH,-VRSSNN
ekvimolaris és Cu:L=2:1 42. abra: Az NH,-VRSSNN és mutansainak
aranya mintak esetében, a 8,4- CD-spektrumai ekvimolaris és Cu:L=2:1 arany
es pH-n  felvett CD- esetében (pH=8.4)

spektrumokat szemlélteti. Az

abran lathato egyrészt harom, ekvimolaris rendszerben felvett CD-spektrum
(sziirke vonalakkal), ezek egymashoz jo egyezést mutatnak, minden esetben
tetraglicinszer(i, haromnitrogénes Cu(Il)-komplexek keletkeznek ezen a pH-n.
Kisebb intenzitassal latszik a két mutans fémionfoldsleg mintajanak spektruma is
(fekete vonalakkal), a CD-spektrumok lefutasabol és intenzitasabdl arra
kovetkeztethetiink, hogy csupan egymagvi komplexek képzddnek, azaz csak
szerin- vagy csupan aszparagin-oldallancok jelenlétében a C-terminuson nem
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alakul ki ujabb kotohely. A legnagyobb intezitasu, fekete folytonos vonallal jelolt
CD-spektrum azt mutatja ugyanakkor, hogy az NH-VRSSNN esetében
képzédnek kétmagva komplexek, az oldat nem volt opalos, az abszopcids
maximumok pedig eltolodast is mutattak, ami a komplexek szerkezetének
megvaltozasara utal.

A Cu(ll)-ion foloslegében végzett vizsgalatok altal az aszparagin-oldallanc
koordinacioban vald részvételét mas oldalrol is bizonyitottuk a hasnyalmirigy
szoveteit jellemzd pH-tartomanyban. A Cu(ll)-ion szamara az N-terminus az
els6dleges kotohely, ugyanakkor az —SSNN- domén még a terminalis
aminocsoport mellett is masodlagos kotéhelyként funkcionalhat.

Megallapitottuk azt is, hogy sem a szerin-oldallancok, sem az aszparagin-
oldalldncok kiilon-kiilon, ©nmagukban nem képesek a fémion szamara
masodlagos kotohelyet kialakitani, sziikséges mind a négy aminosavtag (SSNN)
jelenléte a koordinaciohoz.

5.1.2.3. Az NH,-GGHSSNN vizsgdlata

A NH,-GGHSSNN (6/2. dbra) heptapeptid tulajdonképpen a human amilin és
a patkany amilin elemeit is tartalmazza. Megtaldlhaté benne ugyanakkor a nagy
hatékonysagli fémionko6tdhely, az n. albumin-tipusi (a tovabbiakban:
albuminszerii) kot6hely. A peptid vizsgalatdval szerettik volna egyrészt
bizonyitani az SSNN-domén fémionkoté képességét, valamint a lehetséges
kotohelyek dsszehasonlitasara is torekedtiink.

18. tablazat: Az NH,-GGHSSNN deprotonalddasi allandoi és a Cu(IT)-komplexek
stabilitasi allandéi (log Byg), T = 298 K, 1 = 0.2 M (KCI)

Soocics log § UV—vis cD ESR
P 8 Prar D€ D AE Ayx 10% cm?) / g,
[HL] 7.91(1) . .

[HoL] 14,19(1) - -
[CUHL] 11,43(31) — —
[CuH L] 3.41(5) - -
590 /0,24
[CuH_,L] ~082(4)  530/93 ggg ; :8:28 108/2,192
276/-0.25

[Cu,H 4L] ~11,14(19) - -

[CuHel]  -19.12(19) - -

[CuHol]  —27.84(13)  534/103 i’;‘l‘ j 18’,22

Az 18. tabldizat tartalmazza a ligandum deprotonalodasi allandoit és a
fémionkomplexek stabilitasi allandoit, valamint azok spektroszképias adatait.

A vizsgalt ligandum a vérakozasainknak megfeleloen ekvimolaris
rendszerben az NH,-XXH szekvenciaju peptidekhez hasonldé komplexkémiai
viselkedést mutatott.”®” A 18. tdbldzat és a 44. dbra is mutatja, hogy a két
peptidvazbeli amidnitrogén deprotonalddasa és koordinacidja kooperativ uton
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"] oy Mo O,
10 4 5 Cu:L=1:1
7 '. AA CH, ‘(;// /jlo
A \>C/N®\ /,:g—\CH/C"LH
AA CHy MZ‘ CH,

-Il 0 { 2‘ 3‘ 4 é f‘l -‘/ é ‘; 1‘0 l‘l 03.5 4:5 55 6,5 7.5 8,5 9.5 10,5
KOH ekv. i pH
43. abra: A Cu(I1)-NH,-GGHSSNN 44, abra: A Cu(Il)-NH,-GGHSSNN
titralasi gorbéi (Ceyqny =CL= 3% 107 M) rendszer fémion-koncentracid eloszlasi
P o -3
gorbéi (Ceyqny =CL= 3x10" M)
9 «— pH=11,5 (532 nm)
4.9 (535 nm) [ré[izl—l[l f
0,55 pH né (4-11)
€ -
E 005 S——
T 3 G50 700 750 800
3 045 | ,/ A (nm)
\ !
-0.95 1 \ ,’
A Modellek:
Y NH1 N N . (NH,-GGH)
45. dbra: A Cu(l1)-NH,- 145 - N N N el
GGHSSNN rendszer pH-fiiggé ~ 46. abra: A Cu(ll)-NH,-GGHSSNN rendszer CD-
Uv- V|s spektrumai (Ccyqy =CL= spektrumai (Coyqny =CL= 3x107* M). Modell
3x107° M) rendszerek CD-spektrumai.

megy végbe.'® Az (NH,, N7, N, Nin) koordinaciéjti komplexek széles pH-
tartomanyban uralkodoak. A [CuHL] és [CuH_,L] komplexek stabilitasi
allandoja szintén szamolhatd, de ezek a részecskék elhanyagolhato
mennyiségben vannak jelen az enyhén savas tartomanyban. Az uralkodd
[CuH_,L] komplex spektralis paraméterei jo egyezésben vannak a mar kozolt,
hasonlé szekvenciaji peptidek adataival. Mindez azt jelenti, hogy ekvimolaris
rendszerekben a Cu(ll)-ion szamara az N-terminus az elsddleges kotéhely és az
aszparagin- és szerin-oldallancoknak (illetve maganak az SSNN-szekvencianak)
nincs hozzajarulasa a Cu(ll)-komplexek stabilitasahoz. Az un. albumin-domén
igen hatékony kotéhely a fémion szamara, €s a jelenlévé SSNN-szekvencia
poléris oldallancainak egyiittese sem képes ezt a hatast feliilirni vagy modositani.
A 45. abran a spektrofotometrias spektrumokat szemléltetem. JoI latszik, hogy
az eloszlasi gorbéknek megfeleléen mar pH 4 folott kialakul a négynitrogénes
albumin ko6tésmoda komplex, mely uralkodé lesz a teljes vizsgalt pH-
tartomanyban. A CD-spektrumokon (a 46. dbran) Osszehasonlitasképp
feltiintettem az NH,-GGH négynitrogénes Cu(Il)-komplexének spektrumat,
valamint a tetraalanin szabalyos (NH,, 3N") k6tésmodjat reprezentald spektrumot
is. A folytonos vonalak az NH,-GGHSSNN Cu(I1)-komplexeinek kiilonb6z6é pH-
n felvett spektrumait jelolik. Vilagosan latszik az abran, hogy ligandumunk
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négynitrogénes komplexének szerkezete az albuminszeri szerkezettel
modellezhetd ekvimolaris rendszerben.

Erdekes eredmény volt azonban, hogy ez a ligandum a Cu(ll)-iont
foloslegben tartalmazo rendszerben képes volt egy masodik ekvivalens Cu(ll)-
iont megkétni (43. dbra). A spektrofotometrias spektrumok is mutatjak, hogy 6-
7-es pH koril megemelkedett az alapvonal, illetve a mérések soran szabad
szemmel is lathaté volt a csapadékképzOdésre utald opalossag (48. dbra). A
csapadék azonban pH 7,8 folott itt is fokozatosan visszaoldddott, és a kiértékelés
soran kétmagvi részecskékkel sikeriilt modellezni a komplexképzddési
folyamatokat (47. abra).

o pH=ILS /’/,?3]8,1
——— 78
—  7.0(a csapadék
kezd visszaoldodni)
6,7
csapadékos

35 4,5 5,5 6,5 7.5 85 95 105 400 500 600 700 8001 (nm) 900

pH . .
47. ibra: A Cu(I1)-NH,-GGHSSNN rendszer ~ 48- dbra: A Cu(l1)-NH,-GGHSSNN
fémion-koncentracio eloszlasi gorbéi (Ceyqy rendsze_r pH-fliggd UY; Vis-
=610 M; ¢,= 3x10° M) spektrumai (Ceyqry =6x10 ° M; ¢, =
3x10° M)

Az opalos-csapadékos tartomany adatai természetesen nem megbizhatoak, de
ez a csapadék a relevans pH-tartomanyban visszaoldodott, igy erre a tartomanyra
nézve eredményeink mar informativak lehetnek.

A [CuyLH 4], [Cu,LH 5], [Cu,LH ] kétmagvii komplexek értelmezése soran
azonban mindenképpen felvetédik, hogy a masodik ekvivalens fémiont az
SSNN-szakasz koti-e meg.

Az erdsen lugos kozegben felvett UV-Vis spektrumokban 541 nm-en
jelentkezik az abszorpcidos maximum, ez az eddigiekben az SSNN-részhez
torténd koordinaciot jellemezte.

A kotohelyek hozzarendelésének érdekében a fémiont foloslegben tartalmazo
mintaink esetében felvett CD-spektrumokat olyan spektrumokkal hasonlitottam
Ossze, melyeket a megfelel6 modellrendszerek  CD-spektrumainak
kombinaciodjaval allitottam elo.

A kétmagvu részecskék képzddése meglehetosen kicsi spektralis valtozassal
jart egyiitt, igy megbizhaté paramétercket csak a pH 10 f6l6tt uralkodo
részecskére vonatkozoan lehetett nyerni ([Cu,LH_4]).

A spektrumok kombinacidjakor az albumin-tipusu kotéhelyet és az ,,SSNN-
tipusi” kotohelyet modellezé rendszerek egyedi spektrumait adtam Ossze
kiilonboz6 széazalékos aranyban. Az igy kapott, a mért spektrummal legjobb
egyezésben 1évo gorbét mutatom be az 49. dbran. Eredményeinkbdl latszik, hogy
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mindkét Cu(Il)-ion négy nitrogénhez kotddik a ligandum esetében, és a masodik
ekvivalens Cu(ll)-ion kétéhelye modellezhetd az SSNN-tipusu kotdhellyel is.
Hozza kell azonban tenni, hogy a heptapeptid szerkezetében van elég
peptidvazbeli amidnitrogén,

, w1 1 7 2,00 Modellek:
igy nem sziikségszerti az oo NH, - N N, (albumin-tipust)

oldallancok részvétele a "GGH" + "o N7, N7, N- (SSNN-tipusti)

N, N, N°, N* (Ac-
VRSS)

koordinacioba. Ezt a 1,00 | |"SSNN"
lehet6séget ellendriztiik, és (4N+AN)
megallapithattuk, hogy az
igy kapott kombinacios
spektrum lefutasa egyaltalan

P 0 738(15

nem egyezik a  mért -1,00

spektruméval, - gyakorlatilag pH=11.3: az NH,-GGHSSNN [Cu,LH,]
tiikkorképe annak. Mindebbdl 22,00 mért spektruma
nyilvanvalo, hogy sikerilt | 49 shra: A Cu(11)-NH,-GGHSSNN rendszerben
cgy jabb modon képz6d6 kétmagvi komplex kotohelyeit
bizonyitanunk az SSNN- modellez6 CD-spektrumok kombinacioja (Ccyqy
szekvencia szokatlan Cu(ll)- =6x10" M; ¢.= 3x10~° M)

ion koto képességét.

A fémiont kétszeres mennyiségben tartalmazo rendszer Cu(IT)-komplexének
CD-spektrumait elemezve azt is bizonyitottuk, hogy az SSNN rész az
irodalombol jol ismert, nagy hatékonysagi albumin-ko6téhely mellett is képes a
masodlagos kotohely szerepét betdlteni.

Ezen eredmények nagyban megerdsitik a deprotonalédott aszparagin
oldallanc(ok) részvételét a fémion megkotésében, akarcsak az el6bb targyalt
ligandumokra  (NH,-SSNN,  NH,-AANN, NH,-VRSSNN)  vonatkozo
eredmények.
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5.1.3. Szabad N-terminusi mutansok vizsgdlata Ni(Il)- és Zn(II)-ionnal

Ugyanezen fragmensek egy jelentds részét az egyes oldallaincok sajatos
komplexkémiai szerepének felderitésére, illetdleg meger6sitd és Osszehasonlito
informaciok nyerésének céljabol az élettani szempontbol jelentds Ni(ll)-ion és
Zn(I1)-ion jelenlétében is tanulmanyoztuk.

5.1.3.1. Patkdny amilin mutansok vizsgalata Ni(I1)-ionnal

Kiindulva az irodalmi adatokbol és a Cu(Il)-ionnal végzett vizsgalatok
eredményeibdl, a ligandumoknak csak egy bizonyos korét (NH,—SSNN, NHy—
AANN, NH;-SSNA, NH,—VRSSNN, NH,~GGHSSNN) vizsgaltuk Ni(ll)-ion
jelenlétében is, hiszen ezek is valaszt adhatnak alapvetd kérdéseinkre a polaris
oldalldncok szerepére vonatkozdan.

Elsoként a ligandumok és a Ni(Il)-iont is tartalmazd rendszerek pH-
potenciometrias vizsgalatat végeztiik el (50-51. dbra).

Az 1:1 és 1:2 Ni(ll)-ion-ligandum arany rendszerek pH-potenciometrias
titralasaval meghatarozott Ni(Il)-komplexek stabilitasi allandoit a 19. tabldzatban
gyljtottiik ossze.

12 12
H oot IR NH,-SSNA
p 1 pmww I P 1 __/- \W
10 ! ’ Y NiL=2:1 10 1 KT Iy NH,-SSNN
9 o L=z i 2"
3 csapadékos - AN
7 ity NH,-AANN
6 & NiL=1:2 | NiL=1:1
s ]
~
2
a0 2 03 4 5 6 7 8 o - 0 1 2 3 4 5 6 7
ekv. (KOH) ekv. (KOH)

50. 4bra: A Ni(11)-NH,-VRSSNN rendszer S1- @bra: A Ni(I1)-NH;-SSNA/NH,-
titralasi gorbéi (Cuiqn = €= 3x107° M) SSNN/ NH,-AANN rendszerek

titralasi gorbéi (Cnigny = CL= 3x10° M)

A Ni:L=1:1 és a Ni:L=1:2 0sszetételii mintak esetében a pH ndvelésével az
oldat fokozatosan megsargult, ez jelezte, hogy komplexképzddési folyamatok
jatszodtak le pH 7 folott. A titralasi gorbék extra lugfogyasai és a kiértékelés
alapjan is egymagvi komplexek képzddésre kdvetkeztethettiink, biszligandumu
részecskék még Ni:L=1:2 aranyt rendszerekben sem képzddtek.

A titralasi gorbéken az is jol lathato, hogy a Ni(ll)-komplexekre jellemzd
geometriavaltas is végbemegy, melynek kovetkezményeként oktaéderesbol
siknégyzetes geometriaji komplexek képzOdnek. A gorbe hosszi vizszintes
szakasza alapjan — az irodalmi tapasztalatokkal is egybehangzdéan — az
amidnitrogének kooperativ deprotonalodasara és koordinaciojara
kovetkeztethettink. A kapott adatokbol az allapithatdé meg, hogy a

78



David Agnes — doktori (PhD) értekezés

tanulmanyozott ligandumok komplexképzése jo egyezést mutat az egyszeriibb
tetrapeptidekkel.®**** A hisztidint nem tartalmazo ligandumok esetében a 6
komplex a [NiLH 3] 6sszetélelii komplex, amelyben a terminalis aminocsoport €s
harom amidnitrogén koordinacidja valosulhat meg. A koztes allapotti komplexek
képz6dése nem jellemzd. A hisztidintartalma ligandum (NH,-GGHSSNN) adatai
ugyancsak jo egyezésben vannak a megfelel6 modell szakirodalmi adataival (az
NH,-GTHS és NH,-GGH liganduméval).

. /|
N ‘ 0.8

.....

|
; \—*j‘* [NiLH 4] [NiLH.;]
Sos NI Vo 206 N
z NH,-SSNA —— v z
NH,-VRSS #z=unt Vi
0.4 NH,-AAAA = = = s 0.4 e NH,-SSNA =—
PR . NH,-AANN =*+
0,2 . A \ X NiL P
(NiL}—. o\ . m[ |.—SS7J1A ) ‘,
_— .. AN ) % =
0 — 0 . —
4 5 6 7 8 9 10 4 35 6 7 8 9 10

R H H
52. dbra: ANi(I1)-NH,SSNA/NH,- 53, dbra: A Ni(11)-NH,SSNA/NH,-
VRSS/ NH,-Ala,~OH™"rendszerek ~ AANN rendszerek fémion-koncentracio
fémion-koncentracio eloszlasi gorbéi eloszlasi gorbéi (Cigry =CL= 3% 102 M
(Cnian =CL=3x107° M)

A koncentracio-eloszlasi gorbék (52-53. dbra) azt mutatjak, hogy a Ni(Il)-ion
esetében is (hasonloan a Cu(ll)-peptid rendszerekben tapasztaltakkal) a polaris
oldalldncok helyzete és szama meghatarozd. Minél tobb polaris oldallanc van a
horgonyként funkcionalé aminoterminushoz kozel, annal inkdbb ndvekszik a
megfeleld komplexek stabilitasa és rendre kisebb pH-tartomanyba tolodnak a
komplexképzddési folyamatok.

Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy az aszparagin- és szerin-oldallancok
jelenléte elosegiti a komplexképzddést, az amidnitrogének deprotonalodasat és
koordinalodasat. A pH-potenciometrids vizsgalatokkal tehat kimutattuk, hogy az
SSNN-szekvencia és az aszparagin-oldallancok szokatlan hatasa a Ni(Il)-ion
komplexeiben is érvényesiil.

Spektrofotometrids vizsgdalatok

A vizsgalt ligandumok fémiont is tartalmazé mintdinak (Ni:L=1:1 ¢és
Ni:L=1:2 arany) UV-Vis vizsgalatat is elvégeztiik. Az 54. abran az AANN-Ni(Il)
rendszer UV-Vis spektrumai lathatoak. Az oktaéderes Ni(Il)-akvakomplexek kis
intenzitast savja 390 nm koriil jelentkezik; a pH novelésével viszont mindkét
fémion/ligandum aranyt rendszer esetében lathatova valik a jellemzéen 412 nm
koril jelentkez6 abszorpciés maximum, ami a siknégyzetes, négynitrogénes,
tetraglicinszer(i kotésmoddal megvalosuld komplexek képzodését tdmasztja ala.
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A vizsgalt Ni(II)-komplexek stabilitasi alland6inak

19. tablazat

Osszehasonl
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A pH-fiiggdé spektrumok egyféle komplex jelenlétére utalnak pH7 ¢és 11
kozott, ami egyezésben van a [NiLH 3] sztochiometriaju részecske uralkodo
jelenlétével ebben a pH-tartomanyban (52-53. dbra). Mind az NH,-SSNN, mind
az  NH,-SSNA ligandum hasonld6 moédon viselkedett, igy egyezd
komplexképzddési folyamatokra és hatdsokra kovetkeztethettiink.

150 150

120 120

pH=7,3 (418 nm)
oktaéderes Ni(Il)-komplex

pH=6,9 (412 nm)

90 | oktaéderes Ni(Il)-komplex 90

60 60
pH=5,9 (390 nm) \ ¥ pH=3,9 (396 nm)
30 X oktaéderes Ni(IT)-komplex 30 \ ¥ X oktaéderes Ni(Il)-komplex
0 : 0 W ,_c\ ~ =
280 380 480 580 680 780 280 380 480 580 680 780
A (nm) A (nm)

54. abra: A Ni(I1)-NH,-AANN rendszer ~ 55. abra: A Ni(l)-NH,-VRSSNN
pH-fiiggd UV-Vis spektrumai (Cyigny= rendszer pH—fug%o UV-Vis spel§3truma|
1,5%107> M; ¢ = 310> M). (Cnign= 1,5%10 " M; ¢ = 3x10 ° M).

Az 55. dbran az is jol lathatd, hogy a szintén polaris oldallancokat is
tartalmazd NH,-VRSSNN ligandum négynitrogénes  Ni(II)-komplexéhez
ugyancsak egy 417 nm-es abszorpciés maximum rendelhet6. Ez alapjan, ugy
tlnik, hogy nincsen jelent6sebb szerkezetbeli kiilonbség akkor, ha van jelen
aszparagin oldallanc a koordinacids szféraban, vagy ha nincsen jelen.

CD-spektroszkopids vizsgalatok

A spektrofotometrias vizsgalatok mellett a ligandum-Ni(ll) rendszerek CD-
spektroszkopias vizsgalatat is elvégeztiik. Osszehasonlitasképpen egy egyszeriibb
tetrapeptid, az NH,~AAAA-OH-Ni(ll) rendszer spektrumait is folvettiik
kiilonboz6 pH-kon (57. dbra). Az adatok alapjan a Cu(II)-komplexekhez hasonlo
tendencia latszik, itt is két csoportra oszthatdbak a ligandumok a
komplexképzodési folyamatok jellegének szempontjabol. Az egyik csoport az un.

1,00 1,00

0,50 0.50
~ 000 ~ 0,00 — __
'E 300 {ull(iE 300 3 400 450 500 358 600
2 050 Amy 050 . pH=731" 2 (nm)
= = L
3 10 ‘ g PpH=8,19

| pH nd (7-11,5)
-1.50 ! -1,50
pH= 11,5 [NiLH,,]
2200 | (kb. 413 és 470 nm) 2,00 © pH= 11,5 [NiLH]

. Vs (465 nm)

250 ' 56. abra: A N.I(llz—NHz-VRSSNN. 0 57 abra: A Ni(11)-NH,-AAAA
rendszer pH-fiiggd CD-spektrumai rendszer pH-fiiggé CD-spektrumai

(Cnian =CL=3x10° M). (CNi(II) =C = 3x1073 M).
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tetraglicinszerti komplexkémiai viselkedést mutatd ligandumoké (NH,—VRSSNN
és az Osszehasonlitasként szereplé NH,-AAAA-OH). A masik csoportot pedig
ezattal is az eltéré komplexkémiai viselkedést mutatd, az aszparagint a
horgonycsoporthoz kozel (3. helyen) tartalmazé ligandumok ((NH—SSNN, NH,—
AANN, NH,-SSNA) képezik. Ez utobbi csoport CD-gorbéit az NH,-AANN
spektrumsorozataval szemléltetem (58. dbra).

Szembetlinik, hogy az , Asn-tipusu” ligandum(ok) esetében jelentkezik egy

pozitiv Cotton-effektus 400 nm 100 . .
. ' > y pH= 11,5 [NiLH,,]
koriil, ami a tetraglicinszeriien 050 - (396 m)
viselkedd ligandumok esetében A\

0,00
300 350 400

nem jelenik meg a spektrumokban
(56. és 57. dbra). Ezen csucs
intenzitisa a pH novelésével
novekszik, de nem tolodik el. 150
Az ,Asn-tipust” ligandumok

CD-spektrumaibol az is latszik, ) .
250 - 58. abra: A Ni(I1)-NH,-AANN

hogy a ,poz1t1v Cotton—effek,tu§ rendszer pH-fiiggé CD-spektrumai
megjelenése a 3. helyen 1évo = -3
. . " (Cnigny =CL=3%10"" M).

aszparagin-oldallanchoz kotheto.
A mutansok (NH,-AANN, NH,-SSNA) vizsgalataval tovabbi bizonyitékot
nyertink arra vonatkozbéan, hogy az aszparagin-oldallanc okozza a
fragmensek/mutansok  szokatlan viselkedését, de a szerin-oldallancok
befolyasolé/modositd hatassal birnak, ezen ligandumok esetében ugyanis
nagyobb intenzitasu volt a jellemz6 sav (59. abra).

Ha az SSNN-szakasz a horgonyként szolgald terminalis aminocsoporttol
viszont tavolabb helyezkedik

-0,50

-1,00

Ae (M em™)

-2,00

el (az NH,-VRSSNN NH,-SSNA NH,-GGHSSNN
ligandum esetében), akkor NNII{'I;fiNNl; / NH MK

hatasa a  Ni(ll)-tartalmu
rendszerekben sem
mutathatd ki hasonléan a
Cu(I-rendszerekhez.

NH -GTHS*

Ag M 'em™)
b i il 1

Korabbi rendszereinkben, A (nm)
védett €és nem  védett
peptidek cu(l)- __—
komplexeinek CD- NHDAER™ .
spektrumaban minden 59. abra: Kiilonboz6 négynitrogénes Ni(1l)-

komplexek, pH 11 f6l6tt felvett CD-spektrumanak

esetben megfigyelheté volt sszehasonlitasa

egy karakteres CD-sav.
Figyelembe véve, hogy 420 nm koriil csak olyan peptidek Ni(II)-komplexeinek
CD-spektrumaban jelenik meg pozitiv sav, melyek esetében az oldallanc részt
vesz a fémion koordindlasaban, méréseink alapjan az aszparagin-oldallanc
részvételére kovetkeztethettiink. Eddigi eredményeinkkel ez 6sszhangban van, és
tovabbi bizonyitékként alatdmasztja az aszparagin oldallanc részvételét a
koordinacioban — még Ni(Il)-ion esetében is.
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Az 59. abran kilonbozo ligandum-Ni(ll) rendszerek CD spektrumainak
Osszehasonlitasa lathato.

Minden esetben olyan spektrumokat valasztottunk, melyek a Ni(II)-ion
négynitrogénes, siknégyzetes komplexeihez rendelhet6k. Az NH,-xxNy—Ni(ll)
komplexek egyedi spektrumait mas Ni(II)—peE)tid rendszerek (NH,-GGHSSNN,
NH,-VRSSNN, NH,-AAAA-OH, NH,-GTHS'®(*), NH,-MKHM(*), NH,-
DAEF™* (**)) megfelelé6 pH-n felvett spektrumaival dsszevetve az is jol latszik,
hogy ha az oldallanc (hisztidin, aszparagin) részt vesz a fémion megkotésében,
akkor megjelenik a pozitiv sav 400-420 nm koriil. A masik csoportot az olyan
ligandumok négynitrogénes Ni(Il)-komplexeinek CD-spektrumai jelentik, mely
esetében vagy nincs a molekuldban koordindlodd oldallanc, vagy jelenléte
ellenére nem vesz abban részt. Ezekben a spektrumokban csak negativ Cotton-
effektus jelenik meg. Az , Asn-tipusu” ligandumok mindegyikében azonban
pozitiv Cotton-effektus is detektalhaté a megfelelé hullamhossz tartomanyban.

A spektrumokat dsszehasonlitva és figyelembe véve a mas, korabban vizsgalt
aszparagintartalmu peptidek Cu(Il)- és Ni(II)-komplexeire kapott eredményeket,
arra kovetkeztethetiink, hogy az NH,-xXNy ligandum eltéré modon koti meg a
Ni(Il)-iont, mint az egyszeriibb molekuldk. Ugy tiinik, hogy az oldallanc
valamilyen modon jelen van a Ni(ll)-komplexek koordinacios szférajaban.

A Ni(Il)-iont f6loslegben tartalmazo mintaink mérése soran azt talaltuk, hogy
az NH,—~VRSSNN ekvimolaris rendszerében a megszokott moédon az N-terminus
szolgaltatja az elsddleges kotéhelyet, de egynél tobb ekvivalens Ni(Il)-iont ez a
ligandum nem volt képes oldatban tartani, Ni(OH), valt ki az oldatbol. Szemben
a Cu(ll)-ionnal — a Ni(ll)-ion nem volt képes el6idézni a C-terminuson 1évé
SSNN-domén aszparagin-oldallancainak deprotonalddasat és koordinacigjat.

5.1.3.2. Az NH,-GGHSSNN vizsgdlata Ni(Il)-ionnal

Munkank soran arra is kivancsiak voltunk, hogy vajon az SSNN-szekvencia
az albumin-domén mellett szolgalhat-e masodlagos kotéhelyként a Ni(ll)-ion
szamara is hasonléan a Cu(ll)-ionhoz.

Az NH,-GGHSSNN esetében — szakirodalmi adatok alapjan is — az el6z6
ligandumcsoporthoz képest mas tipust folyamatok varhatdak, hiszen ez a
ligandum tartalmazza a nagy hatékonysagh ATCUN-motivumot. A pH-
potenciometrias vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy ekvimolaris rendszerben
a kapott adatok megfelelnek a varakozasainknak, albuminszerii koordinacioju
komplexek képzddtek, az ezeket jellemzd stabilitasi allandok is dsszemérhetdek
voltak az Osszehasonlitasként feltiintetett NH-GTHS-Ni(IT) és a NH,-GGH-
Ni(ll) rendszerek irodalmi adataival (19. tabldzat).

Eredményeinkkel egyértelmiien kimutattuk, hogy ekvimoléris rendszerben a
Ni(ll)-ion szamara kizarélagosan az albumin-domén kinalkozik ko6téhelyként,
melyet a CD-spektrumok ismert modellekkel torténé Osszehasonlitasa is
alatamasztott (60. dbra).
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A Ni(ll)-iont foloslegben tartalmazd mintak esetében ugyanakkor Ni(II)-
hidroxid csapadék képzddését
tapasztaltuk  mind a  pH-
potenciometrias  titralas, mind
pedig a spektroszkopias
vizsgalatok soran. A csapadék
eltavolitasa utan felvett CD-

3,00 Ni:L=1:1, pH= 11,3 [NiLH.,]
/

Ni:L=1:1, pH= 7,10
Ni:L=2:1 pH=11,1
pH= 17,10

0,00 —SSm—m=t
300 350 400 450

Ag (M em™)

-1,00 - A (nm)
spektrumban  eltolodast  nem 00
tapasztaltam, lefutasuk NH,-GTHS modell:

: , 3,00 | [NHy, N, NN

megegyezik az egymagvu ) )
komplexek  spektrumaval  (60. -400 - 60. abra: A Ni(ll)-NH,-GGHSSNN
dbra). Mindez arra utal, hogy a rendszer pH-filggd CD-spekirumai (Criay
Cu(l)-ionnal ellentétben a Ni(II)- =C.=3x10 ~ M). A Ni(l1)-NH-GTHS
ion szdmara nem szolgalhat rendszer négynitrogénes komplexének

spektruma (modell).

masodlagos  kothelyként — az
SSNN-szakasz és a Ni(ll)-ion nem
képes eldidézni a C-termindlis aszparagin-oldallanc(ok) deprotondlodasat és
koordinaciojat még albumin-tipusu kotéhely jelenlétében sem.

5.1.3.3. Az NH,-SSNA vizsgdlata Zn(II)-ionnal

A Zn(ll)-ion esetében joval gyengébb koordinald képességre szamitottunk,
éppen ezért a kevés polaris oldallancot tartalmazo ligandumokkal nem végeztiink
méréseket. Arra voltunk kivancsiak, hogy Zn(II)-ion jelenlétében tapasztalunk-e
eltéré koordinacios kémiai viselkedést az egyszeri oligopeptidekhez képest,
illetve hogy a Zn(Il)-ion képes-e eldsegiteni az amidnitrogének deprotonalodasat
a szokatlan sajatsagokat mutaté SSNx-oldallancegyiittes hatasara.

A Zn(11)-NH,-SSNA rendszerben varakozasainknak megfeleléen az enyhén
savas pH-tartomanyban, pH 5 f6lott [ZnL] Gsszetételii komplexek képzddtek az
aminocsoport és a szomszédos karboniloxigén részvételével. Ennél nagyobb pH-
n azonban a fémion hidroxidcsapadékként kivalt az oldatbol. A 61. dbrdn lathato
titralasi gorbén bekarikazott toréspont jol demonstralja, hogy a szakirodalmi
tapasztalatoknak megfeleléen pH 7 fol6tt a Zn(II)-ion hidrolizist szenved.

Az koztudott, hogy ez a fémion nem képes az egyszerii peptidek
amidnitrogénjének deprotonalddasat elémozditani, eredményeink alapjan azt
talaltuk, hogy még az SSNx-polaris oldallancok altal létrehozott sajatos
koérnyezetben sem mehet végbe azok deprotonalodasa.

A Zn(II) nem képes erds kolcsonhatast kialakitani az SSNx-szakasszal.

5.1.3.4. Az NH,-GGHSSNN vizsgalata Zn(11)-ionnal
A 62. dbra a kiilonb6z6 NH,-GGHSSNN-Zn(Il) aranyt rendszerek titralasi

gorbéjét szemlélteti. Hasonldan az el6z6 tanulmanyozott ligandumhoz ezuttal is
csapadékképzodést tapasztaltunk az oldatok titralasa soran — mind ekvimolaris,
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mind pedig ligandumf6losleges rendszerekben. A téréspont szintén jol kivehetd a
gorbéken pH 7 f6lott.

Az NH,-GGHSSNN-Zn(1l) rendszerben sem mutattuk ki az SSNN-szakasz
extra hatasat, csupan az irodalomban mar leirt (NH;, Niy) koordinacios moda
komplexek képzddését igazoltuk. A 7-es pH folott ebben a rendszerben is
Zn(OH), csapadék valt ki az oldatbol.

12 12
pH cesese H
1 n " -"-..“" 11
10 pK :M I
9 : 9
8 8 Zn:L=1:1
7 ) 7 csapadékos
g 2 4 Zn:l=1:2
4 csapadékos 1 33 csapadékos
s &
2 2
00000 123 40 0 1 2 3 4 5 6 1 8 9
ckv. (KOH) ekv. (KOH)
61. abra: A Zn(11)-NH,-SSNA rendszer 62. abra: A Zn(11)-NH,-GGHSSNN
titraldsi gorbéi (Czngy =CL= 3x10° M és rendszer titralasi gorbéi (Czngy =CL= 3x107
cL=3%10" M, cz,= 1,510 M) M és ¢ = 3x107° M, ¢z,= 1,5%10° M)

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy sem az aszparagin-
oldallancok, sem az SSNx-szekvencia, sem pedig az ,albumin”+’SSNN”
motivumok egyiittesen nem elégségesek a Zn(II)-ion fiziologias és enyhén lugos
(pH 8-9) tartoméanyban t6rténé oldatban tartasara, koordinalaséara. igy altalanosan
elmondhatjuk, hogy az SSNN szekvencia hatasa a komplexképzddési
folyamatokra a Cu(IT)>Ni(II)>Zn(IT) sorrendben csokken.

20. tablazat: Az NH,-GGHSSNN és az NH,-SSNA ligandumok deprotonalodasi allandoi,
illetve Zn(I1)-komplexeinek stabilitasi allandéi ( (log Bpg), T =298 K, 1=0.2 M (KCI)) A
javasolt koordinacios modokat is feltiintettiik.

NH,-GGHSSNN  Koordindcios mod NH,-GTHS "
pK (N(im)) 6,29 (2) - 6,25
pK (NH3" 7,98 (2) — 7,95
[ZnHL] 10,61(3) Nim -
[ZnL] 3,78(1) NH,, Nim 4,46
[ZnLH 4] -3,76(1) hidroxokomplex -3,29
NH,-SSNA  Koordinacios mod ~ NH,-SSS—-OH NH,-Gly
pK (CO0) - 3,09(1) -
pK (NH3" 7,00 (2) - 7,13 (1) 8,02'%
[ZnL] 2,79 (22) NH,, CO 2,46 (7) 3,28
[ZnLH 4] -4,60 (12) hidroxokomplex -5,14(3) —
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5. 2. AHUMAN AMILIN CU(IT)-ION KOTOHELYENEK MODELLEZESE

Munkank negyedik vizsgalati csoportjat a terminalisan védett humdan amilin
fragmensek mutdinsai (AC-AAAHSSNN, Ac-AAAHAAAA) képezték, melyek
Cu(I)-komplexeinek tanulmanyozasaval szerettiink volna valaszt kapni arra,
hogy a patkany és a human amilin eltéré plakk-képzési hajlama egyiittjar-e eltérd
koordinacids kémiai sajatsagokkal. Arra is kivancsiak voltunk, hogy van-e eltérés
a fémion-kotéhely(ek) jellegében a két amilin esetében.

Meéréseinket Cu(ll)-ionnal végeztiik, eddigi eredményeink alapjan ezzel a
fémionnal volt varhat6 a legnagyobb mértékii kolcsonhatés.

Mint az irodalmi szakaszban utaltam ra, a human amilin vizsgalata igen
nehézkes annak nagy aggregacids hajlama és a hisztidin el6tti apolaris szakasz
(Ac-ANFLVHSSNN) miatt, amely miatt a peptidek igen kis vizoldékonysaguak.

Mindezek miatt kutatdcsoportunkban szintetizaltuk egy mutansat, az Ac-
AAAHSSNN ligandumot. Osszehasonlitasi célbol az egyhisztidines kotohelyet
(Nim; 3 Namig) modellezé mutanst, az Ac-AAAHAAAA oktapeptidet is
eléallitottuk (6/3. dbra).

Az NH,-GGHSSNN ligandum vizsgalata soran meglep6 eredmény volt, hogy
bar az aminoterminus az elsddleges fémkotohely, az SSNN-szekvencia
masodlagos kotohelyként képes volt a Cu(ll)-ion megkotésére. Minthogy
azonban a természetes szekvencidnak ezen szakaszdban nincs szabad
aminocsoport, ezért az AC-AAAHSSNN és az Ac-AAAHAAAA ligandumok
vizsgalataval a human hormon és patkany hormon, valamint a két kotéhely
valodi Gsszehasonlitasat végezhettiik el.

5.2.1. Az Ac-AAAHSSNN ligandum vizsgdlata

Els6ként ezuttal is a pH-potenciometrias vizsgalat eredményeit taglalom. A
ligandumot egy pK érték jellemzi, mely a hisztidin oldallancdnak
deprotonalodasahoz rendelheté (21. tabldzat). A Cu(ll)-ion 1:1, valamint 1:2
fémion-ligandum arany mintainak titralasi gorbéit a 63. abra szemlélteti. A
fémiont Cu:L=2:1 aranyban tartalmazd oldatok titralasa soran csapadékkivalast
észleltiink, igy a pH-potenciometrias mérések soran arra kovetkeztettiink, hogy
ez a ligandum nem képes két ekvivalens fémion koordinalasara. Onmagaban nem
volt meglepd ez az eredmény, hiszen korabbi eredményeink tiikrében az SSNN-
tipusu kot6hely pH 8 f616tt képes koordinalni a Cu(IT)-iont, és ezen a pH-n mar a
Cu(ll)-ion hidrolizisével kell szamolnunk.
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12 C > u
o 12 W [CuLH,] [CuL L]
10 pK & ’
9 <o
g1 ¢ g0
7 /ﬁ’ Cu:L=1:1 3
6 04
)7; 0.2
2 0 -
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 4 5 6 7 8 9 10 11
) ckv. (KOH) pH
63. abra: Az Ac-AAAHSSNN-Cu(II) 64. abra: Az Ac-AAAHSSNN-Cu(ll)
rendszerek titraldsi gorbéi (Ceyqy= CL = rendszer fémion koncentracio-eloszlasi
4x10°mol/dm?; coyqy= 8x107° mol/dm®,  gorbéi (Coumy= o = 4%10 *mol/dm?)
cL = 4x10°mol/dm?®)

komplexelnek stabilitasi allandoi ( (log Bygr), T=298 K, 1=0.2 M (KCI))
A javasolt koordinacios modokat is feltlintettik.

AC-AAAHSSNN-NH, Koordinacios mod
HL 6,38 (1) -

[CuL] 3,02(16) Nim (+CO)
[CuLH_] =2,77(7) Nim, N™
[CuLH_,] -8,76(5) Nim, N, N™
[CuLH5] -17,62(7) Nim, N', N, N™
[CuLH_4] —27,68(7) atrendezddés — izomerek

A pH 5,5 folott tapasztalt extra liugfogyas az amidnitrogének és/vagy
oldallancok koordinacidjara utal. A pH-potenciometrias adatok szoftveres
kiértékelést kovetéen a 21. tdbldzatban feltiintetett modellel jellemeztiik a
rendszert. A 22. tabldzatban az eddigi tapasztalataink és a szakirodalmi ismeretek
alapjan feltételezett koordinacidés modokat is dsszegylijtottiik.

A [CuLH.], [CuLH.3] Osszetételli részecskék képzdédése konnyen
értelmezhetd mindezek alapjan; harom és négynitrogénes koordinaciéos moddal,
illet6leg egyhisztidines (3N, Ni,) koordinaciéval. Enyhén savas és semleges pH-
n az imidazolnitrogén szolgal horgonycsoportként, ennek koordinacidjat a
peptidvazbeli amidnitrogének deprotonalodasa és koordinacioja koveti. Ha

22. tablazat: A lehetséges négynitrogénes koordinacios modok és modelljeik*
egyhisztidines kotohel , Ac-FKHV, Ch-

Nim, N-terminus felé: 3 N jmig PrP(Acl22- 125NH2) es Ac-GTHS,
HuPrP(Ac94- 97NH2)

N asn, 3N SSNN-kotéhely (rIAPP 19-22)

4 N amia Ac-PHGGGWGQ: HUPIP(Ac84-91NH,)'*

Nim, C-terminus felé: 3 N* Ac-PHAAAY

Nim: 2 N amiar N acetamid AC—HVHl82

3 N amids N tincvegi vagy acetamid Ac-VRSS

*A N amia  vagy az egyszeriisitett N jelolés peptidvazbeli amidnitrogénre értendo.
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megfigyeljiik a 64. dbran 1&v6 eloszlasi gorbéket, akkor feltlinik a [CuLH 4]
Osszetételll komplex is. Sztdochiometridja alapjan tovabbi egy deprotonalddott
csoportra kovetkeztethetiink, illetve izomer-atrendez6dés valdsziniisithetd.

A spektrofotometrias mérések sordn minden Cu(ll)-ligandum rendszerben a
pH novelésével a Amax €rtékek kisebb hulldmhosszak felé torténd eltolodasat
tapasztaltuk (65. dbra). A pH 11 folott felvett spektrumok abszorpcids
maximuma 535 nm-es értéken végzodik, mely eddigi szakirodalmi
tapasztalataink alapjan négynitrogénes, SSNN-szeri koordinaciora utal a
leginkabb. Szembetiné az is, hogy a pH 8,5-10 tartomanyban regisztralt
spektrumokat széles abszorpcios maximum jellemzi, ami megerésiti az izomerek
jelenlétének lehetdségét.

Az  Osszehasonlitas  céljabol  eléallitott  Ac-AAAHAAA  ligandum
spektrofotometrias spektrumai tokéletes egyezést mutattak a megfelel6 prion- és
amilod-p modellekével (Ac-FKHV, Ac-SKTKNAKHA,'*® Ac-DAEFRH, Ap-1-
6'°); az imidazolnitrogén és harom peptidvazbeli amidnitrogén koordinalodik az
N-terminus irdnyaban (66. abra). A 65. és az 66. dbrdt Gsszevetve is észrevehetd,
hogy az Ac-AAAHSSNN ligandum esetében a (3N, Nj,) koordinacion tal is
szamolnunk kell egy vagy tobb extra folyamattal.

Ugyanezen rendszerek esetében CD-vizsgalatokat is végeztiink, hogy
pontosabb szerkezeti informaciokat szerezhessiink a komplexekben koordinalodo
donoratomokrél. Az ligandumfolosleget tartalmazo (67. dbra) és az ekvimolaris
(68. dbra) oldat CD-gorbéin is feltiind a pH 7-10 kozott felvett spektrumok
Osszetettebb jellege. Az enyhén savas és semleges pH-tartomanyban a
szakirodalmi el6zményeknek megfeleld lefutasi és spektralis adatokkal
rendelkezd gorbéket kaptunk. A 69. abran ismert modellekkel vetettiik Gssze a
pH 7 korili gorbéinket, és jol latszik, hogy a hisztidines kothely a
kedvezményezett az (Nim, 3N") tipusti koordinaciés moddal.

A 70. abran és a 22. tablazatban folsorolt lehetséges modellek négynitrogénes
Cu(Il)-komplexének CD-spektrumai hasonlitottuk Ossze. Sotétebb vonallal

150 pH=116 . 8,7< pH<9,4 (pontozott) 0,05 pH=10,7

535 nm \ / 5150m 10,27
3 / 821 0,04 /A 9,

i 158
S 0,03
A
0,02 6,59 \\
6,22 \
0,01 N\
’ 463N
315 \
0 S

400 500 600 700 5 (nm) 800 400 500 600 700 A (nm) 800
65. abra: Az Ac-AAAHSSNN-Cu(ll) 66. abra: Az Ac-AAAHAAAA-Cu(ll)
rendszer pH-fiiggé UV-Vis spektrumai rendszer pH-figgé UV-Vis spektrumai
(Ccuany= CL = 4x10~°mol/dm®) (Ccugn= CL = 4x10°mol/dm®)
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jeloltem az Ac-AAAHSSNN Cu(ll)-komplexével leginkabb egyezd lefutast
modell spektrumat.

Noha nem beszélhetiink kivalo egyezésrél, az mégis jol latszik, hogy az
SSNN-tipust kotohely szignifikansan megjelenik a komplexekben. Mindezek
alapjan az erésen lugos tartomanyban egy (Nim, 3N") tipusu és az SSNN-tipust
kotdhely kozott oszlik meg a fémion. Ki kell emelniink, hogy ez az atrendez6dés
nem csak ekvimolaris rendszerben, hanem ligandumf6ldslegben is jelentkezik,
bar kisebb mértékben (67. abra).

Annak érdekében, hogy szamszeriisithetd adatokat is nyerjiink az izomerek
egymashoz viszonyitott aranyara vonatkozoan, a két kotohelyet modellezé CD-
gorbéket kiillonboz6 szazalékos aranyban kombinaltuk egymassal. Ehhez a
csupan alanin- és hisztidin-oldallancot tartalmazé Ac-AAAHAAAA ligandum
megfeleld spektrumait hasznaltuk, hiszen azt talaltuk, hogy ez is tokéletesen
modellezi az (Njm, 3N") tipusi kotdhelyet, viszont egyszeriibb oldallancokat
tartalmaz.

Ezattal egy olyan pH-t valasztottunk, mely az éldszervezet szempontjabol is
relevans, igy informaciét nyertiink arra vonatkozéan, hogy pH 9 koril a
ligandum mely részein és milyen aranyban kotédik a Cu(Il)-ion. A legjobb
egyezést a 71. abra szemlélteti.

0,50

pH= 7,41 [CuLH,,]

pH= 6,89 [CuLH_,]

~020 1
E ‘) A - W W £/ Sl ..

: £ '
__“ 0,00 A N /i A ) S -0,10 300 0
s 3006 0"‘5 (nm)
S g
J-020 R A J-040

B
YU )

-0,40
/'-. \
pH= 9,5 [CuLH_;]™>%

H= 11,5 [CuLH
-0,60 P [ 4l

-1,00 -
67. dbra: Az Ac-AAAHSSNN-Cu(ll)  68. abra: Az Ac-AAAHSSNN-Cu(ll)
rendszer pH-fiiggé CD- spektrumal (ccU(..)— rendszer  pH- fuggo CD-spektrumai
2x10°mol/dm® ¢, = 4x10 > mol/dm®)  (Couan= CL = 4x10°mol/dm?)

pH= 9,94 [CuLH,]
pH= 11,5 [CuLH_,]

-0,70

VNN N, N, N, N Ac-VRSS (3 N-lancvegi Ac-HVH
N (Ac (ITHS) - ‘/ALAM\HA!\AA) vagy acetamid N-) \ N 2N, 1“““}\“}
020 4y . A l
. AC SSNN 3N Noy) 7, "
? : sn ; ,’f ,ﬂ't H'Mw'lrj
g e ! =
< 0104 300\ 350/ 4003 0 700 750 sob (nm)
g
= \
q \
040 (Ac-FKHV)
e H=6,89 [CuLH,] > 3NN,
< pH=741[CulH,  PH68 5 (Ac-PHGGGWGQ), {

g Cul=12 Cul=ld o pH= 11,5 [CuLH_]
769, abra: Az Ac-AAAHSSNN-Cu(ll) : ((1;5‘}3;1;“\ 3 G3INT T Ac-AAAHSSNN
rendszer haromnitrogénes komplexének és 70. abra: Az Ac-AAAHSSNN-

a modellrendszerek CD-spektrumanak Cu(Il) rendszer és a modellrendszerek
oOsszehasonlitasa pH~7 értéken. CD-spektrumanak dsszehasonlitésa

pH~11 értéken.
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Ugyanitt feltiintettem a modellek spektrumat is, illetve ezek kombinaciojat

10%-onként valtoztatva hozzajaruldsukat

a feketével jelolt, mért (Ac-

AAAHSSNN [CuLH 5] pH=8,9) spektrumhoz.
Erdekes eredményt kaptunk, mely szerint a (Nin, 3N") tipusu és az SSNN-
kotéhely kozott tulajdonképpen egyenld aranyban oszlik meg a Cu(ll)-ion.

Kiindulva abbol, hogy a
hisztidin ~ koztudottan  jo
fémkotohely, alapvetéen az
SSNN-szakasz Kisebb
hozzajaruldsa volt a
valosziniibb. Erdemes ehhez
azonban hozzaflizni azt is,

hogy a hisztidin-
oldallancanak
koordinaloédasa inkabb a
fiziologias, pH 7 koriili
tartomanyban jellemzd.

Az olaszorszagi
egylittmtikodésiink

keretében a tanulmanyozott
ligandum-Cu(ll) rendszerek
ESR-vizsgalatat is
elvégezték. A nyert adatokat
a 23. tabldzatban gyljtottik
Ossze. Az aszparagintartalmi
eddigi ligandumainkhoz
hasonl6an ezuttal is
szokatlan, nem ,,szabalyos”
szerkezetre utalo
paramétereket kaptunk.
Ekvimolaris rendszerben a
pH 11 folott felvett ESR-
spektrumok leginkabb az
NH,-GTHS-Cu(ll) rendszer
koordinacios modjara

Ac-AAAHAAAA
0,80 [ (4N), pH~9

pH~9 J

-0,10 300

-0,40
-0,70

Ac-AAAHSSNN
41,00 (pH=8.9)

71. abra: Az Ac-AAAHSSNN-Cu(Il) rendszer
8,9-es pH-n felvett spektrumanak és a
modellrendszerek kiilonb6z6 arany kombinacidival
nyert CD-spektrumok dsszevetése

Ag (M em™)

50% "SSNN"
+50% "prion"

Q Q a a a a o o
;.. \I@ \I@ \I® R T A |
T N W L R _—
4 | \ \ \ |
&, &, & . .

oy

Izomer-1 pH~ 9 =y | ‘7

Lzomer-2 pH~ 9 N)}
|

hH

72. abra: A lehetséges izomerekben koordindlodo
donoratomok (pH~8-9)

utalnak (Nin 3N"), ugyanakkor nem teljes az egyezés.

23. tablazat: Az Ac-AAAHSSNN oktapeptid “Cu(l1)-komplexeinek ESR paraméterei
(Az A, értékek 10 cm™ egységben értenddek.)

pH 0 A,

5,61 2,356 163,4
7,52 2,235 165,6
11,3 2,194 204,7
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Az ESR-mérések ugyanakkor mas, meglepd informaciot is szolgaltattak.
Annak ellenére, hogy a pH-potenciometrias vizsgalataink soran fémionfolisleg
esetén csapadékkivalast tapasztaltunk, az ESR-vizsgalat (73. dbra) soran azt
talaltak, hogy képes a ligandum két ekvivalens Cu(Il)-ion oldatban tartasara.

(Megjegyzendd, hogy hasonlo jelenséget az NH-VRSSNN, NH,-GGHSSNN
rendszereiben is megfigyeltiink.)

Ennek okan Cu:L=2:1 aranyt rendszerek spektrofotometrias és CD-
vizsgalatat is elvégeztik. A 74. dbra jol demonstrdlja, hogy pH 8,9 folott mar
nincs megemelkedve az alapvonal.

A 75. dbra a spektrumok fémion-
koncentraciotol vald fliggését ) /)
szemlélteti pH 8 koriil. A méréseket | g3 P/
pH 87 és 9,4 kozott végeztik, és | o
tizedekvivalens CuCly-oldatot | 770 -~
adagoltunk a kezdetoen Cu:L=1:1 | 862
aranyd mintdhoz. Ebben a pH- | /965 .
tartoményban — amennyiben az SSNN- | 1029~
rész  felé torténd  atrendezOdéssel | 1141
szamolunk — az SSNN-Cu(ll) komplex | =
haromnitrogénes, igy ha kétmagvu
részecskék keletkeznek, akkor 4N+3N 73. abra: A Cu(ll)-Ac-AAAHSSNN
koordinaciora szamithatunk. A fémion rendszer pH-ﬁ‘gggé ESR-spek'Egumal
koncentracidjanak novekedésével (Ceunn =610~ M; ¢,= 3x10 " M)
voroseltolodast tapasztaltunk, mely alatamasztja azt a feltételezést, hogy az
ekvimolaris 4N fémion-centrumokat 4N-+3N centrumok valtjak fol 2 ekvivalens
fémion jelenlétében.

A Cu:L=2:1 aranya rendszerek CD-spektrumait is folvettik 8,5-6s pH
koriil hasonldéan a UV-Vis méréshez, ebben az esetben is tizedekvivalensenként
adagoltam a Cu(ll)-oldatot a mintdkhoz. A spektrumon jol kivehet6, hogy a
fémion mennyiségének novekedésével a spektrumok fokozatosan a nagyobb
hullamhosszak felé tolodnak el, mely jelentékeny szerkezetvaltozasra utal (76.
dbra).

pH=11,42 pH=8,87 100 pH=11.6 —
90 : 537 nm g /586 nm 589 nm

R, 80
\ 6,93

8,7< pH<9.,4
1,0 ekv
1,2 ekv
1.3 ekv
1.4 ckv
— 1.5 ekv
— 1,6 ekv
oo 1,8 ekv
—2,0ekv

400 500 600 700 800) (nm) 900 | 400 500 600 700 3 (nm) 800
74. abra: A Cu(ll)-Ac-AAAHSSNN 75. abra: A Cu(ll)-Ac-AAAHSSNN
rendszer pH-fiiggd UV-Vis-spektrumai  rendszer fémion-koncentracio ﬁ{%gé UV-
(Ccumy =6x107 M; ¢,.= 3x10° M) Vis-spektrumai (Ccyqy= 3-6x10 ~ M; ¢, =
3x107° M)
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Annak eldontésére, hogy a 010 v
lugos kozegben folvett 0,003-§_0 p—
fémionf6losleges mintak 000 | e
spektruma milyen | T
koordinaciés moda Cu(ll)- | &
centrumoknak felelnek meg, | %%
ezattal is kombindltuk a | <-040
relevans modellek 0.50
spektrumait. 0,60

A spektrumok ilyen 1,8 -2 ekv.
elemzését pH 11  foloti |
rendszerek esetében végeztiik 76. abra: A Cu(I1)-Ac-AAAHSSNN rendszer
el. (A 9-es pH-n jelentkezd fémion-koncentracio fiiggé CD-spektrumai
spektrum  felbontdsat — is pH'8,7-9 koriil (Ccun) =3-6x10* M; c,= 3x10°°
elvégeztiik, de minthogy a 8- M)

9-es  pH-tartomanyban a
folyamatok jobban atfednek, ezért erre a rendszerre vonatkozoan nem lehet
megfeleld megdllapitast tenni.)

A 77. abran fekete, szaggatott vonal jelzi a [(Nim, 3N )+SSNN] kétéhelyeket
modellezé spektrumot (d-jeld), melynek lefutasa a legjobban hasonlit az Ac-
AAAHSSNN kétmagva Cu(Il)-komplexéhez tartozd spektrumhoz (a-jeli). Az
abran az is latszik, hogy az egyéb kotésmodok feltételezésével nem kaptunk
megfeleld eredményeket (b és c).

Eredményeink jelentésége abban all, hogy méréseinkkel Kimutattuk, hogy az
SSNIN-szakasz a hisztidint tartalmazd kotohely mellett egy 1j, egyenrangi
fémion-koordinalé helyként szolgal a human amilin esetében lagos kozegben
(pH 9 koriil). Munkank soran egyértelmii kiilonbséget talaltunk a human és a
patkany amilin Cu(IT)-k6t6helye(i)ben és a Cu(ll)-ion megkotés modjaban.

i 1,00
77. abra: ¢

A Cu(ll)-Ac-AAAHSSNN rendszer
kétmagvi komplexének CD-
spektruma (a), és modellek CD-
spektrumainak kombinacioi
(0sszehasonlitas)

(pH ~11):

(b) 4+4 (3N, N im+3N", N scetamia);
(c) 4+4 (3N, N iy +4N);
(d) 4+4 (3N", N'jmy +3N", N agn)
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6. Osszefoglalas

Doktori értekezésemben és az elmult évek alatt végzett kutatasi munkam alatt
a 2-es tipusu cukorbetegség kialakulasaban szerepet jatszo patkany és az emberi
(human) amilin 17-29 szakaszanak fragmenseinek és mutansainak koordinacios
kémiai sajatsagait vizsgaltam kiilonbozd atmenetifémionok jelenlétében. A
patkany amilin ugyanis nem képez olyan amiloid lerakodasokat, melyeknek a
cukorbetegséggel vald szoros kapcsolata kozismert a szakirodalomban.
Ugyanakkor a patkany amilin, amely nem tartalmaz a fémion megkdtésében
fontos szerepet jatszo oldallancbeli horgonycsoportokat, képes egy ekvivalens
Cu(ll)-ion megkotésére. A patkany és a human amilin eltéré viselkedésében,
illetve a szokatlan fémionmegkotd képességében a szekvencidlis eltéréseknek,
poléaris oldallancoknak egyiittesen lehet jelentds szerepe, igy vizsgalataink soran
ezeknek a hatasonak a felderitésére torekedtiink.

A tanulmanyozott peptideket szilardfazisu peptidszintézissel allitottuk eld. Az
eloallitott és liofilizalt oligopeptidek tisztasagidt minden esetben nagynyomasu
folyadékkromatografiaval (HPLC) és ESI-MS analizissel ellenériztiink. Az
oldatfazisban lejatszodo komplexképzddési folyamatok egyensulyi vizsgalatahoz
pH-potenciometrias technikat alkalmaztunk. A képz6dé komplexek szerkezetét
UV-Vis, CD- és ESR-spektroszkopiaval vizsgaltuk.

A patkédny amilin vizsgalata soran sikeriilt meghatarozni a szekvencia
legrovidebb szakaszat (SSNN), mely modellezi a fémkotéhelyet. Maga a
szekvenciarész azonban tobb kérdést vetett fol, hiszen a jol ismert
horgonycsoportok hianydban a megszokottol igen eltéré koordinacioés kémiai
sajatsagokra utaltak eredményeink.

Ezért a kutatasok soran olyan szisztematikusan tervezett és eldallitott N-
termindlisan védett és nem védett 4-8 tagi peptidek vizsgalatat végeztik el,
amelybdl valaszt kaphattunk az egyes polaris oldallancok, illetve az oldallancok
kiilonb6z6 kombindciojanak hatasara a komplexképzési folyamatokra.

Ezek soran bizonyitottuk, hogy a korabbi feltevésekkel ellentétben nem az
arginin tagnak, hanem a szerin és az aszparagin tagoknak van szerepe a fémion
koordinalasaban. Kimutattuk, hogy a 22-es poziciéban 1év6 aszparagin-oldallanc
mar fiziologias pH-n is képes deprotonalddni és koordinalddni a Cu(IT)-ionhoz.
Ennek az eredménynek a jelentésége abban all, hogy az irodalomban az oldallanc
deprotonalodasat csak erésen lugos kdzegben irtak le. Méréseink soran igy egy uj
horgonycsoportot (aszparagin oldallancbeli amidcsoportja), illetdleg egy
specialis oldallancegylittest talaltunk, mely(ek) altal a patkany amilin képes
koordinalni a Cu(Il)-iont a rlIAPP (19-22) doménnél. Azt is bemutattuk, hogy az
aszparagin-oldallanc koordinacidja jol jellemezhet6 egy bizonyos karakteres CD-
savval. A CD-, UV- és ESR-spektroszkopias adatok elemzésével bizonyitottuk,
hogy az aszparagin-oldallanc még szabad N-terminus mellett is részt vesz a
Cu(ll)-ion koordinalasaban, mely hatast a szerin oldallancok eldsegitenek.

Az NH,-VRSSNN és az NH,-GGHSSNN ligandumoknak a fémiont
foloslegben tartalmazo mintainak vizsgalataval bizonyitottuk, hogy az —SSNN-
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domén még a terminalis aminocsoport vagy albumin-domén mellett is
funkcionalhat masodlagos kotohelyként.

Munkank masodik szakaszaban azt vizsgaltuk, hogy milyen hasonlosag és
kiilonbség van a Ni(Il) komplexképzésében a szabad aminocsoporttal rendelkezd
patkany amilin mutansok esetében. Kimutattuk, hogy az SSNN-szekvencia és az
aszparagin-oldallanc szokatlan hatasa a Ni(Il)-ion komplexeiben is érvényesiil.
Igazoltuk az aszparagin-oldallanc jelentds részvételét a Ni(I)-ion koordinacids
szférajanak kialakitasaban egy jellemz6 CD-sav hozzarendelésével. Mutansok
vizsgalataval tovabbi bizonyitékot nyertiink arra vonatkozdan, hogy az
aszparagin-oldallanc okozza a fragmensek/mutansok szokatlan viselkedését, de a
szerin oldallancok befolyasolo/modositd hatassal birnak. Demonstraltuk, hogy a
Cu(ll)-ionnal ellentétben a Ni(Il)-ion szamara nem szolgalhat masodlagos
kotohelyként az SSNN-szakasz terminalisan nem védett aminocsoport és/vagy
albumin-tipust k6t6hely jelenlétében.

Az elobbi fémionok mellett a Zn(Il) és a patkany amilin kolcsonhatasat is
tanulmanyoztuk. Demonstraltuk, hogy a Zn(II) — hasonléan a Ni(Il)-ionhoz— nem
képes erés kolcsonhatast kialakitani az SSNN-szakasszal, valamint igazoltuk,
hogy a Zn(Il) sem képes eldsegiteni a aszparagin-oldallancok deprotonalodésat
és koordinacidjat. Sem az aszparagin-oldallancok, sem az SSNN-szekvencia, sem
pedig az albumin-SSNN motivumok egyiittesen nem elégségesek a Zn(II)
fiziologias és enyhén lugos (pH 8-9) tartomanyban torténd koordinalasara.

A patkany amilint6l eltéréen a human amilin nem csak az SSNN-domént,
hanem egy hisztidin tagot is tartalmaz, igy lehet6séget nyujt egy egyhisztidines
kotohely kialakitasara. Cirkuldris dikroizmus, UV-Vis és ESR modszerrel is
bizonyitottuk, hogy a Cu(Il)-iont tartalmazé rendszerekben kétmagvi komplexek
képzddnek, azaz az SSNN-szakasz a hisztidint tartalmazo hisztidin-kotéhely
mellett egy 1), egyenrangi fémion-koordinalé helyként szolgal a human amilin
esetében. Izomerek kimutatasaval bizonyitottuk, hogy nincsen nagysagrendi
kiilonbség a Cu(ll)-ion szdmara a két kotdhely kozott, csupan a kotdhely-
preferencianak a pH-t6l valo fliggését azonositottuk.

Mindez megmagyarazza a patkany amilin és a human amilin eltérd
viselkedését. Kézenfekvd kiillonbségnek mutatkozna ugyanis a szekvencialis
eltérés, ugyanakkor a patkany amilin kiilonleges fémionmegkotd képességéért
felelos SSNN-szakasz a human amilinben is megtalalhato, tehat ez a
szekvenciarész csak a patkany amilin fémionkoto képessége szempontjabol lehet
relevans €s ez alapjan nem kellene eltéré modon viselkednie a két szekvencianak.

Figyelembe véve, hogy az ¢él6 szovetekben a fémionok lokalisan
feldisulhatnak, valtozatos ligandum-fémion aranyt rendszerek alakulhatnak ki.

A patkany amilin esetében csak egy kotohely kinalkozik a Cu(Il)-ion
szamara, az SSNN-domén. A human amilinben egy ennél bonyolultabb rendszer
jon/johet létre, hiszen a fémion/hormonligandum aranybol kifolyolag kétféle
kotohely kozott oszlanak meg a fémionok — izomereket, vagy kétmagva
komplexeket képezve mas és mas centrumokat kialakitva polipeptiden beliil. Az
utobbi rendszerben egészen mas tipusi masodrendii és elektrosztatikus
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kolesonhatasokat alakithatnak ki a specialis oldallanc-egyiittesek, igy eltérd
jellegti konformaciovaltozas varhato.

Mindennek tiikrében alapkutatasaink soran a human és a patkany amilin
hormon koordinacios kémiai viselkedésének egyértelmii eltéréseit irtuk le és
jellemeztiik befolyasolo tényezoit, mely adatok hozzéjarulhatnak ahhoz is, hogy
bioldgiai, orvosi, biokémiai vizsgilatokban azok eltérd plakképzési hajlamat
minél széleskoriibben feltérképezhessék.
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7. Summary

My research work performed in course of the PhD studies is linked to the
chemical background of development type 2 diabetes.

Based on preliminaries the different behavior of the human and rat amylin are
caused by sequential differences, polar side chains (mainly the asparagine, serine,
occasionally arginine). Polar side chains collectively may contribute to the metal
binding ability of rlIAPP (17-29).

Table 24: Sequences of the human and rat amylin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

hlAPP K C N T A T C A T Q R L A N F L V

rIPP K € N T A T C A T Q R L A N F L V

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

S S N N F G A | L § S T N V G S N T Y
S S N N L G P V L P P T N V G S N T Y

For this reason in the course of our research work firstly we focused on the
description of the special binding sites and the binding donor atoms in the case
of terminally protected rat amylin fragments and its mutants.

The second part of our work was the studying of the earlier investigated
sequences, but in form of N-terminally unprotected fragments and mutants. The
results of combined potentiometric and spectroscopic studies on the copper(ll)
complexes of rat amylin fragments and their mutants provide sufficient
information for the understanding of the possible role of arginine-, serine- and
asparagine side chains in copper(ll) binding. We carried out this study in order to
get more information and further comparison about the metal binding affinity of
the polar side chains in the presence of a strongly coordinating group (amino
group, albumine sequence).

Additionally, we were wondering the special binding site of molecules
predominated in the presence of the Ni(ll) and Zn(l1).

The fourth studied subjects were the terminally protected human amylin
fragments and its mutants. Our aims were to characterize and compare the Cu(ll)
binding affinity of the central region of rlAPP and hl1APP. In course of my work
I measured in aqueous media in case of all peptide-metal ion systems,
furthermore, I focused on the relevant pH-range (in the pancreas: pH 8-9).

Solid phase peptide synthesis was performed using a microwave-assisted
Liberty Peptide Synthesizer (CEM, Matthews, NC), introducing the amino acid
derivatives following the TBTU/HOBU/DIEA activation strategy on NovaSyn
TGR resin. The crude peptides were purified by preparative reverse phase liquid
chromatography (RP-HPLC). The identity of the peptides was confirmed by ESI-
MS experiments. To determine the protonation constants of the ligands and the
stability constants of the Cu(ll), Ni(ll) and Zn(Il) complexes in agueous solution
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pH-potentiometric measurements were used UV-Visible, circular dichroism (CD)
and electron paramagnetic resonance (ESR) spectroscopy were used to determine
the structures of the complexes.

We have gained the following results during our work:

1. Modeling of metal binding site of rat amylin (17-29): Terminally protected
rat amylin fragments and its mutants

As the fragments are protected at both termini and do not contain any
dissociable proton in the measurable pH range, we had determined the
concentration of our ligands by optimization of a literature-method. After that,
we have calculated the stability constants of Cu(ll)-amylin (17-29) complexes
and its concentration distribution as a function of pH. Additionally, we have
identified the individual UV-Vis spectra of formed Cu(ll)-complexes.
Coordination behavior of five, new amylin fragment (Ac-VRSSNN, Ac-VRSS,
Ac-SSNN) and its mutants (Ac-VRAA, Ac-VASS) were described by the same
methods. We have calculated the individual UV-Vis spectra of Cu(ll)-complexes,
as well. We have proved that the role of the arginine side chain is negligible,
while the serine and asparagine side chains may play a role in the metal binding
of rat amylin. Besides, the Ac-SSNN tetrapeptide fragment was identified as the
shortest sequence, which is responsible for metal binding. Our findings strongly
support the participation of the deprotonated amide nitrogen of asparagine side
chain in the metal binding of Ac-SSNN and the former discussed longer ligands
(rlAPP 17-29, Ac-VRSSNN) even in the physiological and weakly alkaline pH
range. A characteristic positive Cotton effect around 480-500 nm in the CD
spectra can be assigned to the interaction of the asparaginyl side chains.
Moreover, the results of this study reveal that (in addition to the well-known
anchoring capability of the side chains of His and/or Cys residues) the amide
group of asparagine can also be a primary metal binding site. However, in the
latter case, the presence of a single Asn moiety is not satisfactory for effective
metal binding, which means that it requires the involvement of a specific
sequence containing polar amino acids.

2 Relative role of polar side chains (Cu(ll)-complexes): Terminally
unprotected rat amylin fragments and its mutants

Copper(ll) complexes of peptides modeling the sequence of the 17-22
residues of rat amylin have been synthesized and studied by potentiometric, UV-
Vis, CD and ESR spectroscopic methods. We have confirmed that the
comparison of the data obtained for the N-terminally free peptides
unambiguously demonstrates the dominating role of the terminal amino group
over the asparaginyl side chains in copper(ll) binding. The coordination
behaviors of the tetra- and hexapeptides are, however, slightly different. In the
case of tetrapeptides, when the side chains of asparagine are in the close vicinity
of the coordinated peptide backbone a significant enhancement of
thermodynamic stability can be observed, although the major binding modes are
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basically the same. On the contrary, this stability enhancement was not observed
for the corresponding hexapeptides when the free rotation of the potential
coordinating side chains can occur. The primary ligating sites of these molecules
are, however, always the amino terminus, but a structure-influencing role of
asparagine side chains is suggested on the base of the pH-potentiometric and
stabilitiy data.

Based on our results from CD-, UV- and ESR-spectroscopic measurements
we can state, that the asparagine side chains and the SSNN-domain even in of
presence strongly coordinating groups (free amino group) take part in the binding
of the Cu(ll)-ion. In the cases of NH,-xxNy (peptides containing asparagine in
the third position) ligands, the deprotonation and coordination of asparagine
amide nitrogen cannot be excluded. Similar coordination sphere around
copper(I1) ion was supported in the case of [CuH_,L] of Ac-SSNN. The presence
of asparagine in the third position — even in the lack of serine side chains - results
a stability enhancement of Cu(ll)-complexes and the earlier mentioned
characteristic CD-band could be detected. However, if serines are present in the
sequence, the Cotton-effect is more expressed. The formation of dinuclear
complexes in the copper(I)-NH,-VRSSNN system, however, gives an
unambiguous proof for the anchoring capacity of the free asparagine side chains.
Both ESR spectra and ESI-MS measurements provide a clear-cut evidence for
the existence of dinuclear complexes in the 2:1 copper(Il):peptide systems. These
results demonstrated that all the serines and asparagines are necessary for the
binding of the second equivalent Cu(ll) at the C-terminus. We have found that
the formation of dinuclear complexes is characteristic only for the copper(ll)—
NH,-VRSSNN system in the physiological pH range.

The heptapeptide NH,-GGHSSNN was synthesized, which heptapeptide
provided a good chance to compare the binding affinities of the GGH and SSNN
sequences. We have proved that (in agreement with the expectations) in
equimolar samples of copper(ll) and NH,-GGHSSNN the amino terminus is the
exclusive copper(ll) binding site and the polar side chains of Ser and Asnh
residues do not have any contribution to the stability of copper(ll) complexes.
We have shown that the heptapeptide can bind two equivalents of copper(ll)
ions, stable dinuclear complexes are formed in the presence of excess of
copper(I1) ions indicating that the SSNN domain can be an independent binding
site.

3. Relative Role of polar side chains: (Ni(ll)- and Zn(Il)-complexes)

3.1. Ni(Il)-complexes

The comparison of Ni(ll)-complexes of common oligopeptides with Ni(ll)-
complexes of these ligands reveals a significant impact of the polar side chains.
These observations suggest that the presence of two adjacent asparaginyl and/or
seryl residues may enhance the stability of their Ni(ll)-complexes, but we have to
notice that the anchoring group is the amino group in case of the unprotected
ligands.
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We stated that the Ni(ll)-complexes formed at lower pH in the presence of
asparagine residues, so the unusual impact of asparagine side chain(s)
predominate even in the case of Ni(ll). We detected the significant involvement
of the asparagine side chain in the Ni(ll)-binding assigning that with a
characteristic CD-band around 400 nm.

We have compared more relevant CD-spectra of Ni(ll)-ligand systems at
strongly alkaline solutions. It is apparent; if positive Cotton-effect is found
around 400 nm, the ligand has a strongly coordinating side chain (e.g.
imidazolyl). In case of ligands not having coordinating groups, positive CD-band
cannot be seen. Our ligands, which contains asparagine side chains in the third
positions, possess this characteristic positive Cotton-effect.

The investigation of mutants confirmed, the exclusive effect of asparagine
side chains: in lack of serine side chains, the characteristic CD-band was also
observed, suggesting only a slight effect of this side chain group. At the same
time, this effect especially depends on the length of the peptides and on the
presence of other strongly coordinating groups. If the SSNN-type domain is
found far away from the primary anchoring amino group (e.g. NH,—GGHSSNN,
NH,—VRSSNN), the unusual influence cannot be detected (similarly to the
Cu(I)-complexes). We obtained evidence for that the SSNN sequence cannot
provide a secondary metal binding site in presence of strongly coordinating
donor groups. However, in presence of other strongly coordinating group (e.g.
terminal amino group), the SSNN-domain can enhance the stability of Ni(ll)-
complexes.

3.2. Zn(I1)-complexes

Starting from the literature fact that imidazolyl group of histidine is able to
take part in Zn(I)-ion binding , we wondered whether the asparagine side chains
or the specific SSNN-motif could promote the deprotonation of the amide
nitrogens in the peptide backbone or maybe the side chains. In the case of Zn(ll)-
ion, however, only weak interaction can be detected. This metal ion has no
special affinity to bind to the SSNx-sequence. The polar side chains of serine and
asparagine residues do not have any contribution to the stability of Zn(ll)-
complexes, and Zn(ll)-ion is not able to induce the deprotonation and
coordination of amide nitrogen. Extraordinary effect of the SSNN-sequence did
not prevail — not even in presence of albumin-binding site and SSNN-polar side
chain set. These statements suggest that none of the amino group, histidine, or
asparagine side chain(s) and the specific SSNN-domain are sufficient anchors for
Zn(11) binding in the slightly alkaline conditions (for example pH 8-9).

4. Modeling of metal binding site of human amylin (15-22):

As the native sequence of hIAPP (15-22) does not contain terminally free
amino group, therefore these studies provide a chance for the real comparison of
possible binding sites and binding modes in the central region of human and rat
amylin.
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Since the low solubility of the native sequence (hlAPP (15-22); Ac-
ANFLVHSSNN) hinders the investigations, the Ac-AAAHSSNN mutant of
hIAPP (15-22) was synthesized, which involves two independent binding sites
for Cu(ll)-ion; a histidine-binding site (AAAH) and the SSNN-domain. For
comparison and to obtain more information about the possible binding mode, the
Ac-AAAHAAAA mutant was also synthesized and studied, which can be the
simplest model of the histidine-binding site.

We have shown that — in equimolar systems — Cu(lIl)-ion is bound not only to
the ,histidine-binding site”, but also the SSNN-domain takes part in metal
binding. As a result of our work, we detected isomer binding modes for the
Cu(ID-ion. In agreement with the expectations, below pH 7 the peptide offered
binding site at the histidine-containing part (3N, N;,). Surprisingly, in the pH 8-
9 range a second isomer was also found. The stoichiometry of the formed
complexes and also the concentration distribution of the major species as a
function of pH suggested the existence of coordination isomers.

The measured CD spectra of the Cu(ll)-ligand solution at 1:1, 1:2 and 2:1
metal to ligand ratios can be well fitted with a simple superposition of the CD
spectra of the [CuH_;L] complex of Ac-FKHV and [CuH_;L] of Ac-SSNN (at pH
8-9).

Stable dinuclear complexes are formed in the presence of the excess of Cu(ll)-
ion representing that the SSNN domain can be a new, independent binding site,
which was also confirmed by CD-, UV-Vis and ESR-spectroscopy.

In the case of rat amylin, the Cu(ll)-ion can be coordinated only by SSNN
sequence, while the model peptide of sequence of hIAPP (15-22) (Ac-
AAAHSSNN) offers more different binding sites. The complex formation
processes in this Cu(ll)-peptide system are more complicated ; at pH 8-9 range
isomers and dinuclear complexes are also present. As the (pancreas) tissues are
not homogeneous solutions, the metal ions are able to accumulate locally, so all
the species previously mentioned are real possibilities.

In the cases of rat and human amylin fragments and mutants, we have found
that the coordination modes and binding sites of Cu(ll)-ions differ significantly.
It means that the different coordination behaviour of rat and human amylin can
cause different conformational changes.

Although we performed basic studies, our results may also provide
information and useful models for the quantitative description of the interaction
between biomolecules and metal ions. These results can be used in biological
investigations in vivo. In other words, our results contribute to the better
understanding of the factors influencing the metal ion binding of the proteins
related to the neurodegenerative and hormone disorders (e.g. Alzheimer disease,
diabetes, Parkinson disease, prion disease).
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