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Az értekezésben eléfordulo roviditések magyarazata

A, Ala alanin

D, Asp aszparaginsav

E, Glu glutaminsav

F, Phe fenilalanin

G, Gly glicin

H, His hisztidin

K, Lys lizin

M, Met metionin

N, Asn aszparagin

P, Pro prolin

Q, GIn glutamin

R, Arg arginin

S, Ser szerin

T, Thr treonin

V, Val valin

W, Trp triptofan

Y, Tyr tirozin

Ac acetil (véd6csoport)

ACN acetonitril, CH;CN

AcOH ecetsav

Ac,O ecetsavanhidrid

ATCUN Amino Terminal Cu and Ni binding site
(aminoterminalis réz- és nikkelkotohely)

CD cirkularis dikroizmus

ChPrP csirke prion fehérje

CID Creutzfeldt-Jakob kor

CT sav toltésatviteli sav (Charge Transfer)

Boc t-butoxi-karbonil (véddécsoport)

BSE Bovine Spongiform Encephalopathy
(kergemarha kor)

Bzl benzil (védbécsoport)

DCM diklérmetan

DIEA N,N-diizopropil-etilamin

DMF N, N-dimetil-formamid

EDT etan-1,2-ditiol



EPR (ESR)

Et,O
Fmoc
H85A, H96A

H2, H3, H7, H8, H12

Hoktarepeat

HOBt
HPLC
HuPrP

NMR
octarepeat
Okarbonil
Okarboxi]a’t
PEG

PrP

PrP¢
Prp*
RP-HPLC

SOD
TBTU

Bu
TFA
TIS

Trt
UV-vis
Z

elektron paramagneses rezonancia (elektronspin-
rezonancia spektroszkopia)

dietil-éter

9-fluorenil-metoxi-karbonil (véd6csoport)
a 85., illetve 96. pozicidban hisztidin helyett alanin
talalhato

az aminosav-szekvenciaban az adott szamu
pozicidban 1évo hisztidin

oktarepeat tartomanybeli hisztidin
N-hidroxi-benztriazol

nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
emberi (human) prion fehérje

metilcsoport

deprotonalt amidnitrogén

imidazolnitrogén

N-metil-2-pirrolidon

magmagneses rezonancia

PHGGGWGQ (monomer)

karboniloxigén

karboxilatoxigén

polietilén-glikol

prion fehérje

cellularis prion fehérje

koros szerkezetii prion fehérje

forditott fazisu nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia
szuperoxid-dizmutaz (enzim)
2-(1-H-benztriazol-1-i1)-1,1,3,3-tetrametiluréonium-
tetrafluoroborat

terc-butil (véddécsoport)

trifluorecetsav

triizopropil-szilan

tritil (véddcsoport)

ultraibolya - lathato

benziloxi-karbonil (védGcsoport)
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A prion fehérje peptidfragmenseinek fémion-szelektivitasa

1. BEVEZETES

A neurodegenerativ rendellenességek koz¢é tartézo prion betegségek, mint
példaul a Creutzfeldt-Jakob, a surlé- vagy a kergemarhakodr, kialakulasaban a
megvaltozott szerkezetli prion fehérjét tartjak felelosnek. A normalis prion protein
(PrP°) tényleges biologiai szerepe, valamint a megvaltozott koros forma (PrP*)
kialakulasanak mechanizmusa még nem tisztazott. Az utobbi idében azonban egyre
tobb kisérleti bizonyiték tdmasztja ala, hogy a fémionok, kiilondsen a réz(Il)ionok,
részt vesznek a prion fehérje normalis milkddésével kapcsolatos biokémiai
folyamatokban és/vagy konformacios atalakulasokban. Ebbdl kifolydlag a fehérje,
illetve a peptidfragmenseinek réz(Il)ionokkal vald kdolcsonhatasat kiterjedten
tanulmanyoztadk. A réz(Il)ionok felé mutatott nagy affinitds az aminosav-
szekvenciaban talalhato hisztidin imidazolil-oldallancokkal értelmezhetd, amelyek
elsddleges kotéhelyek a fémionok szamara.

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén mikodo
Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportban a prion fehérje peptidfragmensein
korabban végzett komplexkémiai tanulmanyok is alatamasztjak a kivalo réz(Il)ion-
megkotést. Ezen thlmenden megallapitottak az egyes hisztidil-oldallancok
réz(Il)ionmegkotésében mutatkozo preferenciat is, amely a H111 > H96 >> H85 ~
H77 sorrendnek adoédott, azaz az oktarepeat tartomanyon kiviil elhelyezkedd
hisztidinek nagyobb affinitast mutatnak a réz(Il)ion felé, mint az oktarepeatbeliek.

Az eddigi irodalmi adatok fOként a réz(Il)ionnal valé komplexképzodési
folyamatok megismerésére iranyultak. A peptidek koordinacios kémidjara
vonatkozd ismeretek alapjan azonban nyilvanvalé volt, hogy a peptidek mas
atmenetifém-ionokkal is stabilis kolcsonhatasra képesek, ami indokolja az egyes
fragmensek  fémion-szelektivitdsanak tanulmanyozéasat is. Varhatéan a
nikkel(IT)ionokat is szamottevé mértékben megkdtik és ezek a komplexek egyuttal
modellek is lehetnek a réz(Il)komplexek szerkezetének megértésében.

Mivel a hisztidintartalmu szekvencidk a nikkel(II)ionokkal is komplexet
képeznek, célul tiztiik ki olyan természetes és mutans prion peptidfragmensek
nikkel-kotoképességének vizsgalatat, amelyek egyszerre eltérd tartomanyokbol
tartalmaznak hisztidineket, valamint a komplexképzddés jellemzése mellett arra is
fokuszalva, hogy milyen aranyban és hol kotik a nikkel(II)iont.

Bioldgiai rendszerekben azonban egyidejiileg van jelen tobb fémion, ami
indokolja a vegyes fémiontartalm rendszerek vizsgélatat. Igy célunk volt egyes
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tobb hisztidint tartalmazo prion peptidfragmensek vegyes nikkel(Il)/réz(II)-
rendszereiben zajlo komplexképzddési folyamatok tanulmanyozasa is.

A kapott eredmények alapjan nyilvanvaléva valt, hogy a vizsgalt prion
peptidfragmensek megkdtik a nikkel(Il)ionokat, azonban a kotddési preferenciaban
jelentds kiilonbség mutatkozott a réz(II)- és nikkel(Il)ion kozott. fgy munkank
masodik felében a kiilonbség okanak felderitése érdekében az egyes kotohelyeket
modellezé egy, kettd, illetve harom hisztidint tartalmazé modellpeptideken
tanulmanyoztuk, hogy milyen tényezdk befolyasoljak a réz(Il)-, nikkel(Il)- és
cink(I)komplex, valamint nikkel(Il)/réz(Il) vegyes fémkomplexek képzddését.



A prion fehérje peptidfragmenseinek fémion-szelektivitasa

2. IRODALMI ELOZMENYEK

2.1. A vizsgalt fémionok biolégiai jelentésége és koordinaciés kémidja'
2.1.1. A réz biolégiai jelentisége és koordinacios kémiaja™*

A bioldgiai szempontbdl 1étfontossagu réz gyakorisagat bioldgiai rendszerekben
az atmenetifémek kozott csak a vas és a cink mennyisége haladja meg.** Egy
felndtt emberi szervezet kb. 100 mg rezet tartalmaz. Nagy komplexképzo készsége
révén az €16 szervezetekben tobbnyire kotdtt formaban, rézproteinekben fordul eld.
Ezek a fehérjék sokféle funkcidt tolthetnek be, részt vesznek példaul az oxigén
szallitasaban (hemocianin), redoxi folyamatok katalizalasaban (szuperoxid-
dizmutazok, oxidazok, reduktazok stb.), valamint a réz szallitasaban és tarolasaban
(metallothionein).

A réztartalmt fehérjéket alapvetéen harom tipusba sorolhatjuk. Ezek koziil az
elsébe tartoznak a foként novényekben eléforduld kékréz fehérjék, amelyek a
fotoszintézisben jatszanak szerepet elektrontranszfer proteinekként. Ezekben egy
rézatom talalhatd 2 N- és 2 S-donoratomhoz kotve. Az igy kialakult geometria
atmenetet képez a Cu(Il)-komplexekre jellemz6 tetragonalisan torzult oktaéderes és
a Cu(l)-komplexekre jellemzoé tetraéderes koordinacio kozott. Redoxi
atalakulasokra rendkiviil hajlamos, és intenziv kék szin jellemzi, ami a 600 nm
korilli S-Cu toltésatviteli savtol szarmazik (e ~ 3000-5000 dm’mol 'em™). A
masodik tipus a nemkékréz fehérjék, ahol kozel siknégyzetes geometria jon létre a
rézion koril nagyon gyenge axialis kolcsonhatasokkal és jellemz6 ESR
paraméterekkel, ami a szabalyos monomer réz(Il)komplexekre jellemzd. Ilyen
rézcentrum talalhat6 példaul a Cu,Zn-szuperoxid-dizmutdz enzimben. A harmadik
tipusba az ESR-inaktiv rézproteineket soroljuk. Ezen beliil két altipust
kiilonboztetiink meg. Az egyikben két egymashoz kozeli, de fiiggetlen Cu(I)-ion
talalhatd, amelyek hisztidil-oldallancokon keresztiil kapcsolddnak a fehérjékhez.
Ez alkalmas az oxigénmolekula transzportjara és aktivalasara (pl. hemocianin). A
masik altipusba sorolhatéak a két antiferromagnesesen csatolt Cu(Il)-iont
tartalmazo fehérjék.'

A rézkomplexeket szamos betegséggel kapcsolatosan is tanulmanyoztak.
Példaul a Menkes-kor a sejten beliili réztranszport drokletes rendellenessége. Az
ennek kovetkeztében kialakuld rézhiany sulyos elvaltozasokat idézhet el6 a
szellemi és a fizikai fejlodésben. Megfelel6 rézvegyiiletek formajaban intravénasan
potolhatd a fém. A Wilson-kor a szervezet réztarold képességének oOrokletes
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zavara, amely sulyos agyi rendellenességeket idéz el6. A betegség kezelése
kelatterapiaval torténhet. Még ma is folyamatosan kutatjadk azokat a bioldgiai
makromolekulak bizonyos funkcidit utanzo kismolekuldkat, amelyek alkalmasak a
betegség hatékony kezelésére.’

A réz oxidacios szama a komplexeiben 0-t6l +4-ig terjedhet. A leggyakoribb a
+2-es oxidacios allapot, de jelentds még a +1-es is. Vizes oldatban a Cu(I)-ion
erbsen szoft karakteri és nagyon konnyen diszproporcionalodik. A d'°
képez, amelyek konnyen Cu(ll)-komplexsz¢ oxidalodnak. A  Cu(Il)-ion
elektronkonfiguracioja d’, a komplexei paramagnesesek, sziniik kék, zold vagy lila,
és egy széles elnyelési savval rendelkeznek. Ennek koszonhetéen a Cu(Il)-
komplexek jol vizsgalhatok ESR-spektroszkopiaval, UV-lathato
spektrofotometridval, valamint CD spektroszkopidval, ha a ligandum optikailag
aktiv. Leggyakoribb koordinacids szamai: 4, 5 és 6. A komplexek szerkezete
altalaban tetragonalisan torzult oktaéderes vagy siknégyzetes. Stabilis komplexeket
hoz 1étre aminosavakkal, peptidekkel, fehérjékkel. A réz(Il)ion képes eldsegiteni az
amidnitrogének deprotonalodasat és koordinaciojat mar alacsonyabb pH-n is.!

2.1.2. A nikkel biolégiai jelentésége és koordinacios kémiaja

A nikkel egyes mikroorganizmusok és a novények szamara létfontossagi
nyomelem, de szerepét az ember és mas emldsdk esetén még nem bizonyitottak.
Vegyiiletei altalaban mérgezdek, a nikkel-tetrakarbonil er0sen mérgezd, boron at is
konnyen felszivodik, a nikkel-oxidok és -szulfidok pedig rakkeltéek. Ezen kiviil az
érzékeny bortipust embereknél a nikkel allergias reakciokat valthat ki (hasznalati
targyakbol kioldoddé nikkel vagy beépitett poétlasokbol vald  felszivodas
eredményeként)."®

A nikkeltartalmt enzimeknek négy fébb tipusa van. Az ureaz enzimek szamos
baktériumban és novényben megtalalhatok, és a karbamid hidrolizisét katalizaljak.’
Egyes hidrogenazok is tartalmaznak nikkelt, példaul a baktériumokban eléforduld
[NiFe]- és [NiFeSe]-hidrogenazok, amelyek a hidrogén vizzé torténd oxidacidjat
katalizaljak, illetve a szénmonoxid-dehidrogendz enzim is, amely a szénmonoxid
széndioxidda vald oxidaciojat katalizalja. Ni(I)-ion talalhaté a metil-koenzim-M-
reduktazban, amely a széndioxid metanna valé konverzidjaban vesz részt.> ¥ A
szuperoxid-dizmutdz ~ enzimek  legfrissebben  azonositott  formaja a
mikroorganizmusokban talalhaté nikkel-SOD, ahol a nikkel atomok megk&tésében
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a ciszteinkén-donoratomoknak van meghataroz6 szerepe, és a miikodése soran
Ni(IT) — Ni(III) atalakulas valosul meg.

A nikkel +4-t6l 0-ig terjedd oxidacios allapotokban talalhatd, bar fémorganikus
vegyiileteiben —l-es és —2-es oxidaciés szammal is el6fordul. A d°
elektronszerkezetli +2-es oxidaciods allapot kiugroan stabilis és szinte valamennyi
anionnal sot képez. Erés komplexképzo ligandumok hianyaban, vizes oldatokban
mindig a z6ld szinfi, oktaéderes [Ni(H,O)]*"-ion van jelen." ® A Ni(Il)-ion
paramagneses tulajdonsagt, oktaéderes geometriaju komplexeket képez oxigén
és/vagy nitrogén donoratomot tartalmazo6, mono- és polifunkciés ligandumokkal,
példaul ammoniaval, aminokkal, aminosavakkal és dipeptidekkel. A komplexek
szine halvanykék vagy -zold. Siknégyzetes szerkezetii, diamagneses tulajdonsagi
Ni(IT)-komplexek szinte kizarolag erds terii ligandumokkal képzddnek, ide
tartoznak a S- és N-donoratomot tartalmazoé ligandumok, példaul a tiolvegyiiletek,
peptidek, makrociklusok. Az ilyen komplexek szine a vorostél a sargaig terjed.
Peptidkomplexek esetében a Ni(Il)-ion a nitrogén felé mutat nagyobb affinitast, igy
a koordinacié az aminocsoporton indul meg. A peptidkotés nitrogénje is kelatképzo
helyzetben van az aminocsoporttal, de a koordinaci6 1étrejottéhez sziikséges az
amidcsoport deprotonalddasa is. A Ni(II)-ion képes eldsegiteni a deprotonalodast
és az amidnitrogén koordinacigjat. A Ni(Il)-oligopeptidkomplexek masik fontos
jellemzéje a kiillonbozé deprotonaltsagi foku formak lassi kialakulasa és a
deprotondlt amidcsoportok szamanak novekedésével a Ni(Il)-komplexek novekvo

inertsége.” *°

2.1.3. A cink biolégiai jelentésége és koordinaciés kémiaja® """

A cink a masodik leggyakoribb atmenetifém az ¢él6 szervezetben és egyben a
legkevésbé toxikus nyomelem, amely valamennyi éldlényben megtaldlhato és
valtozatos bioldgiai feladatokat lat el. A metalloenzimekben katalitikus
(szénsavanhidraz, karboxipeptidaz) és szerkezetalakité (redoxi katalizatorok,
alkohol dehidrogenazok, Cu,Zn-SOD és cink-ujj fehérjék) szerepet tolthet be.
Biologiai rendszerekben kizarolag fehérjékhez kotddik, ahol hisztidin, cisztein,
glutaminsav és aszparaginsav oldallancbeli donorcsoportjai az elsddleges
kotohelyek szamara. A Zn(Il)-ion kotddése reverzibilis folyamat és mas fémionnal
vald helyettesitésének mértékét a kdvetkezd sorrend mutatja: Co(Il) > Mn(Il) >
Ni(II), Cu(1l), Cd(II).
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A 3d" elektronszerkezetti Zn(Il)-ion kozepes termodinamikai stabilitisu és
kinetikailag labilis, szintelen, diamagneses komplexeket képez. Valtozo
koordinacios szamu komplexei koziil leggyakoribbak a tetraéderes és az oktaé¢deres
geometridjuak. Mivel a Zn(I)-ion a hard-szoft savbazis elmélet alapjan atmeneti
elemnek szamit, igy hard és szoft bazisokkal egyarant stabilis kolcsonhatast 1étesit,
a donoratomokat tekintve S > N > O sorrendben csokkend stabilitassal. Peptidekkel
is komplexet képez, amelyek savas és enyhén ligos oldatban csapadék levalasa
nélkiil vizsgalhatoak.'? pH 5,0 felett kelatgytiri képzédik a terminalis aminocsoport
és a szomszédos karbonilcsoport részvételével, azonban az oldallancban
donoratomot nem tartalmazd peptidek amidnitrogénjének Zn(Il)-ion hatasara
bekovetkezo deprotonalodasat nem mutattdk ki. Ez a fémion nagymértéki
hidrolizishajlamaval és a ligandumtér-stabilizcié hianyaval indokolhato. Egyes
esetekben beszamoltak Zn(II)-ion jelenlétében pH 7,0 koriil bekovetkezo
amiddeprotonalodasrol, példaul a GlyHis dipeptid esetében. '

2.2. A peptidek koordinaciés kémidja

Az aminosavak ¢és peptidek koordinacios kémiajat kiilonb6z6 fémionokkal mar
alaposan tanulmanyoztadk és szamos Osszefoglaldo mii jelent meg ebben a
téméaban.'*** A képz6d6 komplexek szerkezete és stabilitisa a fémion sajatsagaitol,
valamint az oldallancbeli donorcsoportok jelenlététol fligg.

Ahhoz, hogy jobban megérthessiik a peptidek kdlcsonhatasat a fémionokkal, az
aminosavak komplexkémiai tulajdonsigait is érdemes megemliteni. Az
oldallancukban donorcsoportot nem tartalmazd a-aminosavak oOttagi kelatgy(ir(t
alakitanak ki az amino- ¢és karboxilatcsoporton keresztiill koordinalédva a
fémionhoz (l.a dbra). Ez az tgynevezett aminosavszerli koordinacié szamos
atmenetifém-ion esetén stabilis komplexet eredményez. A képzddé komplexek
szerkezetét és stabilitasat jelentésen befolyasolhatja az oldallancban talalhato
koordinalodé donoratomok mindsége és helyzete.*" >

A peptidekben a két terminalis funkcids csoport tavolsaga megnd, igy a fémion
megkdotésekor nem képesek egyidejiileg ugyanabban a stabilis kelatgytiriiben részt
venni. Ilyenkor a fémion karaktere hatarozza meg, hogy melyik csoport az
elsddleges kotohely. Az atmenetifém-ionok nagyobb affinitast mutatnak a
nitrogénatom felé, igy esetiikkben az aminocsoport viselkedik horgonydonorként, és
az amidcsoport oxigénjéhez vald kotddéssel ottag kelatgytiri képzodik. Az igy
kialakuld (NH,,Opamonit) koordinacioji [ML]™ osszetételi komplex (1.b dbra)



A prion fehérje peptidfragmenseinek fémion-szelektivitasa

kisebb stabilitdst, mint az aminosavakkal alkotott (NHj,Oxamoxitsr) koordinacids
moddal rendelkezd komplex.

s
Sate

a) Az aminosavakkal b) A dlpeptldekkel o
képz6dé komplex képz8dsé [ML]" Ry
szerkezete komplex szerkezete ¢) Az oligopeptidekkel képz8do
[MH_;L]* komplex szerkezete

o

1. abra: Az aminosavak és peptidek esetén képz6d6é komplexek szerkezete

A peptidkdtés, mas néven amidkotés két ujabb donoratomot (nitrogén- és
oxigénatom) tartalmaz, amelyek kelatképzo helyzetben vannak az aminocsoporttal,
ezaltal lehetové teszik tovabbi koordindciés modok kialakulasat. A nitrogénatom
koordinalodasahoz azonban sziikséges az amidcsoport deprotonalddasa, ez szabad
ligandum esetén erdsen lugos pH-tartomanyban (>14) kovetkezik be. Néhany
fémion versengeni tud az amidkdtés protonjaval és képes azt koordinacid kdzben
helyettesiteni. A Pd(II)-, Cu(Il)- ¢és Ni(Il)-ionok képesek eldsegiteni az
amidnitrogének deprotonalodasat és koordinaciojat, aminek kovetkeztében nagy
stabilitast biztositd csatolt 5-tagi kelatgytiris [MH L] komplex alakul ki
(NH2,N ", Orarvoxitat),  illetve oligopeptidek esetén (NHp,N ,Oyabonit) koordinacios
moddal. A peptidlanc novekedésével az amidcsoportok szama is nd. Ezek
deprotonalodasaval és  koordinalodasaval [MH L], [MHLL], [MH;L]*
Osszetételti komplexek keletkezhetnek, amelyekben csatolt kelatrendszer alakul ki
(1.c abra).”

Az eddigi megéllapitasok oldallancban donoratomot nem tartalmazo, szabad
terminussal rendelkezé peptidekre vonatkoznak. Azonban az oldallancban
jelenlevé donorcsoportok nagyban befolyasolhatjak a ligandumok komplexképzo
tulajdonsagait. A hatas mértéke fiigg a donorcsoportok mindségétol.

Ha az oldallanc nem tartalmaz koordinaloédé donoratomot (alanin, fenilalanin,
valin), akkor nincs lehet6ség ijabb koordinaciés modok kialakulasara, viszont a
kiilonboz6 oldallancok hatassal vannak a képz6dott komplex stabilitasara.”

Oldallancban talalhat6 gyengén koordinalodo funkcids csoport (a szerin és a
treonin alkoholos hidroxilcsoportja, a lizin g-aminocsoportja, a metionin
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tioétercsoportja, az aszparaginsav €s a glutaminsav -, illetve y-karboxilcsoportja)
hatasara megnéhet a képz6dé komplexek stabilitasa, illetve 01j koordinacios modok
megjelenése tapasztalhato.

Erdsen koordinalodo oldallanc példaul a cisztein tiolcsoportja és a hisztidin
imidazolil-oldallanca. Legnagyobb mértékben ezek moddositjak a peptidek
komplexkémiai viselkedését, és mindkét oldallanc betdltheti a horgonydonor
szerepét. N-terminalis helyzetben stabilis biszkomplexeket képeznek, ciszteinszer
(NH,,S"), illetve hisztaminszeri (NH,,Ny,,) koordinacioval. Ha C-termindlis, illetve
kozbensd helyzetben talalhat6, akkor eldsegitik az eldtte 1évé amidcsoport
koordinalodasat, és megakadalyozzak a  kovetkezo amidnitrogén
deprotonalodasat. '

Munkank egyik célja olyan peptidek komplexkémiai vizsgdlata, amelyek a prion
fehérje femionkotéhelyeit modellezik. Ezek mindegyike tartalmaz hisztidint, igy a
hisztidintartalmu peptidek fémkomplexeire vonatkozo irodalmi el6zményeket kiilon
alfejezetként ismertetjiik.

2.2.1. A hisztidintartalmu peptidek koordinaciés kémiaja

A metalloproteinek és  fehérjék fémionmegkotésében a  hisztidin
imidazolcsoportja az egyik legfontosabb donorcsoport. Ennek kdvetkeztében a
hisztidintartalmiu  peptidek réz(II)- és nikkel(Il)komplexeit mar alaposan
tanulmanyoztak, valamint ezekbdl szamos 6sszefoglald mi is sziiletett.” ' 1> 18 1%-
26 A komplexképzOdést szamos tényezé befolyasolja, példaul a fémion
természete, a fémion-ligandum arany, a peptid oldallancainak mindsége, szama,

elhelyezkedése a peptidlancban, illetve a terminalis funkcios csoportok védettsége.

Az egy hisztidint tartalmazé peptidek fémkomplexei

Az egy hisztidint tartalmazo, szabad aminoterminusu peptidkomplexek esetén
meghatarozé az imidazolil-oldallancok szekvenciadban elfoglalt pozicidja. llyenkor
ugymond kett6s horgony talalhatd a peptidmolekuldban, nevezetesen az amino- és
az imidazolnitrogén.

N-terminalis hisztidin jelenlétében egy stabilis 6-tagu kelatgyiirii alakulhat ki az
imidazolnitrogén és a terminalis aminocsoport részvételével. Ez a kolcsonhatas
jelentésen megnoveli a mono- és biszkomplexek termodinamikai stabilitasat,
valamint meggatolja az amidnitrogének deprotonalédasat és koordinaciojat.'® 2 28
Cu(Il)- és Ni(Ill)-komplexek esetében a fémion-ligandum aranytdl fliggden
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képz6dd [ML]" és [ML,] Osszetételii komplexekben hisztaminszerti (NH,,Nyy,)
koordinacio valosul meg.

Az aminoterminustol szamitva 2. helyen talalhatdo hisztidin ndveli az
amidkotési részecskék képzodésének lehetdségét, de a szekvencidban a kovetkezo
amiddeprotonalodast korlatozza. Fiziologids pH-tartomanyban stabilis (5,6)-tagli
csatolt kelatrendszert tartalmazo [MH-,;L] sztochiometriaji részecske alakul ki
(NH,,N Ny, tridentat koordinaciéval. Ilyen peptideknél nem csak a Cu(Il)- és

Ni(Il)-ionok képesek eldidézni az amiddeprotonalodast és koordinaciot, hanem
29,30

egyes esetekben pH 7,0 koriil a Zn(II)-ionok is.

Ry

Peptidek  komplexképzddésére  legnagyobb
hatassal a 3. pozicioban talalhat6 hisztidin van. Ez a
H,N-XaaYaaHis- szekvencia kivalé réz(Il)- és
nikkel(Il)ion-kotoképességgel ~ rendelkezik. A
szekvenciat gyakran albumin modellként vagy
ATCUN motivumként (Admino Terminal Cu and Ni
binding Site) is emlegetik, és rengeteg kozlemény all

Ry

rendelkezésiinkre az albumin N-terminusanak | 2. dbra: Az albumin-szeri

31-42 aminosav-szekvencia esetén

megvaldosuld (NHp,2N " ,Ny,)
ko6tésmod

modellezésével kapcsolatban. Fiziologias

pH-tartomdnyban az amidnitrogének egyidejii

deprotonalodasaval és koordinaciojaval (5,5,6)-tagl
csatolt kelatrendszer keletkezik (2. dbra), amely nagy stabilitist biztosit az
(NH,,2N " ,Ny,,) koordinacidoval rendelkezd, [MH_,L] 0sszetételi részecskének
(M = Cu(Il), Ni(Il)).* * A koordinaciot kristalyszerkezeti vizsgalatokkal is
alatamasztottak.” ** Ez a kotésmod felelés a human szérum albumin kiugréan nagy
réz(I)- és nikkel(Il)ion-kotoképességéért. Ilyen szerkezetii komplexek létezését
Pd(ID)- és Au(III)-ionok esetében is leirtak*®, viszont hasonlé dsszetételti Zn(Il)- és
Co(Il)-komplexek jelenlétét nem mutattak ki.

A 4. vagy tavolabbi helyzetben hisztidint tartalmazé peptideknél savas pH-n
makrokelat szerkezeti részecskék jelennek meg az aminocsoport és az
imidazolnitrogén egyidejii koordinalodasaval, valamint az aminocsoporttal
kelatképz6 helyzetben levd karboniloxigén is részt vehet a komplexképzésben.*” A
stabilitis a gylirli méretének novekedésével csokken. Cu(ID)-*" ** és Ni(Il)-
komplexek® esetén is a pH novekedésével bekovetkezik az amidnitrogének
deprotonalodasa és koordinacidja, igy [MH. L], [MHLL] és [MHL]*
Osszetételi komplexek keletkeznek. A deprotonalddas iranyardl az irodalomban
ellentmondasok is talalhatéak, viszont tobbségében kisebb tagszamu peptidek
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esetén (NH,,3N ), mig nagyobb peptidmolekulak esetén (Nj,,3N") koordinacios
modrol szamoltak be.”

Védett  N-terminussal rendelkezd, egy hisztidint tartalmazo
peptidkomplexekben a terminalis aminocsoport hianya miatt az imidazolnitrogén-
donoratom egyediil t6lt be horgonydonor szerepet. Ebben az esetben a fémion
kortl (PA(II), Cu(Il), Ni(Il)) 6- és 7-tagu kelatgytiriik kialakitasara van lehet6ség az
amidnitrogének részvételével, amelyek deprotonaldodasa az aminosav-szekvenciatol
fliggden az N-, illetve a C-terminalis irdnyba mehet végbe. A 6-tagu kelatgytiriik
termodinamikai stabilitasa mindig nagyobb, mint a 7-taguaké, ezért kedvezébb az
N-terminus felé végbemend deprotondlédas, aminek eredményeként egy nagy
stabilitast biztositd (5,5,6)-tagl csatolt kelatrendszer jon létre. Azonban abban az
esetben, ha a hisztidin N-terminalis pozicioban van (példaul Ac-HGGG™) vagy egy
olyan aminosav el6zi meg a szekvenciaban, ahol az amidnitrogén nem rendelkezik

18, 51 . 52 :
> vagy szarkozin™ esetén), akkor az

disszociabilis protonnal (példaul prolin
amiddeprotonaldédas ¢és -koordinacid a C-terminus iranyban zajlik, amely
eredményeként (7,5,5)-tagu csatolt kelatgylriis rendszer képzdédik. Ez a ketféle
iranyu deprotonalodas a prion peptidfragmensek fémionnal valo kélcsonhatdsa

soran is fontos szerepet kap.

A tobb hisztidint tartalmazé peptidek fémkomplexei

A tobb hisztidint tartalmazé peptidek biztositjak a legjobb feltételeket
makrokelatgytiriik képzodésére. Ilyen szerkezet kialakulasa mar rovidebb peptidek
esetében is megfigyelhetd, azonban a hosszabb valtozataik alkalmasabbak erre.
Természetes fehérjék peptidfragmensei is nagyon jo modellek a makrokelat
képzédésre (példaul a prion fehérjék peptidfragmensei,”® ® a hiszton fehérjék,”” >
az amiloid-p peptidek™").

A szabad N-termindlis aminocsoportot tartalmazo multihisztidin peptideknél
az aminonitrogén és az imidazolcsoportok nitrogénatomjai egyiittesen potencialis
horgonydonorok.

A HH dipeptid réz(Il)ionnal vald kolcsonhatisa soran a pH fiiggvényében
haromféle koordinaciés méd alakulhat ki.** pH 4,0 koril hisztaminszerii
koordinacioval a [CuHL] komplex jelenik meg, ahol az aminocsoport és az
N-terminalis hisztidin vesz részt a koordinacioban. Az 5,0 és 6,0 kozotti
pH-tartomanyban a fémion koordinacios szférajaban atrendezodés kovetkezik be, a

-10-
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kialakul6 [CuL] komplexben a fémion (NHN Ninmis2) koordindcioval
kapcsolodik a peptidhez. pH 7,0 felett [Cu,H ,L,] dimer komplex van jelen az
oldatban, amelyben mindkét fémion koriil azonos koordinacids kornyezet alakul ki
(NH,N",2Np,). Ni(I)-ionok esetében is beszamoltak az amidnitrogének
koordinalodasarol,  azonban  Zn(Il)-ion nem  képes  indukdlni az
amiddeprotonalddast, ez esetben hisztaminszer(i koordinaciot irtak le.* **

A Cu(II)-HVH rendszerben® is hasonlé dsszetételii komplexek jelennek meg,
savas pH-n [CuHL]*" és [CuL]® komplexek képzddnek hisztaminszerii
koordinacioval. Fiziologidas pH-tartomanyban (NH,,2N",Ny,) koordinacidju
[CuH,,L] komplex, illetve nagyobb pH-n egy makrokelatot tartalmazé szerkezet
képzodését irtak le (NH,,Ny,Np,). A tripeptid Zn(Il)-komplexeit tanulméanyozva
kideriilt, hogy savas pH-n kialakulo k&tésmod megegyezik a Cu(Il)-komplexeknél
talaltakkal, viszont lagos pH-n nincs amiddeprotonalodas, és vegyes
hidroxidokomplexek keletkeznek.*

A HHGG tetrapeptid esetében a HH dipeptidhez képest nem valtoznak meg a
komplexképzé  sajatsagok.”” A HGHG tetrapeptid Cu(Il)-ionnal alkotott
komplexében a fémion a GGH peptidre is jellemz6 donoratomokon keresztiil
koordinalodik.”> ®® Ezzel szemben a forditott szekvenciaja GHGH tetrapeptid
komplexképzédése bonyolultabb.”” Savas pH-n tetragonalis geometridju [CuL]
komplex alakul ki az amino-, egy amid- €s egy imidazolnitrogén részvételével.
pH 6,0 koriil megvaltozik a szerkezete, ugyanis az imidazolnitrogén axialis
kotodésével négyzetes piramisos geometria jon 1étre. Ezt a folyamatot egy tovabbi
atrendezodés koveti pH 7,0 koriil, ahol tovabbi amiddeprotonalodas és
-koordinacié kiszoritja az imidazolnitrogént az ekvatorialis sikbol, ami egy torzult
trigonalis bipiramisos szerkezetet eredményez (NH;,2N")eyH(2Njy)ax koordinacios
moddal.

A HGHGHGHG oktapeptid pH 5,0 koriil négy imidazolnitrogénen keresztiil
koordinalodik a Cu(Il)- és Ni(Il)-ionhoz is, viszont nagyobb pH-n csak Cu(Il)-ion
esetében szamoltak be az amidnitrogének deprotonalodasarél és koordinacijarol.”
Azt is leirtak, hogy a Ni(Il)-ion nagymértékben képes arra késztetni a linearis
peptidmolekulakat, hogy egy bizonyos térbeli elrendezddést vegyenek fel az
imidazolnitrogének koordinacioja altal. Ezzel szemben 1. és 3., valamint 2. és 3.
pozicioban hisztidint tartalmazé peptidek (HRHRHEQQGHHDSAKHGH',
SHHK'®) esetében az albuminszerli aminosav-szekvenciahoz hasonloan
siknégyzetes Ni(Il)-komplexek képzddnek, ahol a Ni(Il)-ionhoz amino-, imidazol-
és amidnitrogének koordinalodnak. Hasonld viselkedést tapasztaltak a polihisztidin

-11 -
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esetén is, amelynek oldatdban a semleges pH-tartomanyban imidazol- és
amidnitrogénekhez kotédik a Cu(II)-ion”.

Fehérjék fémionkotéhelyeinek modellezésére gyakran hasznalnak kiilonb6z6
védocsoporttal blokkolt amino- és karboxilcsoportot tartalmazé peptideket, igy a
hisztidin veszi at a horgonydonor szerepét, ahogy az a természetes fehérjékben is
gyakran elofordul.

A kutatocsoportunkban kordbban mar szamos védett N-terminusi
multihisztidin peptid oldategyensulyi viselkedését tanulmanyoztak réz(Il)ionok
jelenlétében. Ac-HHVGD-NH,, Ac-HVGDH-NH,, Ac-HVH-NH,,”
Ac-HGH-OH, Ac-HGH-NHMe, Ac-HHGH-OH, Ac-HHGH-NHMe,®
Ac-HVVH-NH,, Ac-HAAHVVH-NH,” peptidek és Ac-HXHYH-NH,
szekvenciajii pentapeptidek’® tanulmanyozisa soran savas pH-tartomanyban
makrokelat szerkezetek jelenlétét irtak le, ahol két vagy tobb imidazolnitrogén
donoratom egyetlen réz(Il)ionhoz koordinalodik. Viszont ez a szerkezet fiziologias
pH-n nem képes megakadalyozni az amidnitrogének 1épcsdzetes deprotonalodasat,
és a koordinacidjukat kovetden a fémion koordinacids szférajaban egy
imidazolnitrogén és amidnitrogének talalhatéoak. A vizsgalati eredmények arra is
ravilagitottak, hogy stabilisabb [ML] komplexek keletkeznek, ha a hisztidinek
egymastél egy aminosav tavolsagra helyezkednek el a szekvencidban. A
makrokelatok képzddése -HXHYH- szekvencia esetén képes a legnagyobb
mértékben visszaszoritani az amidnitrogének deprotonalodasat, de teljes mértékben
nem tudja azt megakadalyozni. Ezen szekvencia esetén végeztek egy olyan kisérlet
sorozatot is, ahol a hisztidineket dsszekoté aminosavakat szarkozinra cserélték™.
Az  Ac-(His-Sar),-His-NH, (n=1,2,3) altalanos képlettel jellemezhetd
ligandumok esetében gatolt az amidnitrogének deprotonalddasa. A réz(Il)ionok
jelenlétében kialakuldé makrokelatok széles pH-tartomanyban stabilisak maradnak.
A szerzOk arra is ramutattak, hogy a makrokelat szerkezetet tartalmazo komplexek
termodinamikai stabilitasa fiigg a peptidlancban talalhat6é hisztidinek szamatol,
illetve egymashoz viszonyitott helyzetétdl és poziciojatol.

Két- vagy harom hisztidint tartalmazé peptidek (Ac-HGH-NHMe,
Ac-HGGH-NH,, Ac-HHGH-NH,, Ac-HAHVH-NH,, Ac-HGHVH-NH,,
Ac-HVHGH-NH,) Ni(II)-komplexeiben” fiziologias pH-tartomanyban két-, illetve
harom imidazolnitrogén koordinaciojaval kialakulé [ML] komplexek a dominans
részecskék. Ezen részecskék stabilitdsat befolyasolja az aminosavlancban helyet
foglald hisztidinek szdma (minél nagyobb a koordinalddott imidazolnitrogének
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szama, annadl nagyobb stabilitisu komplexek keletkeznek) és a hisztidinek
egymashoz viszonyitott helyzete (HXH szekvenciat tartalmazdaké a legstabilisabb
komplexek). A pH emelésével az amidnitrogének deprotonaloddsa kooperativ
moédon megy végbe. A -HXH- szekvenciat tartalmazo peptidek esetében a
kialakulé [NiH L] részecskében (Nj;,2N",Nj,) koordinacié valésul meg. Nagy
pH-n lejatszodik a harmadik amidnitrogén deprotonalédasa is [NiH ;L] komplex
képzodését eredményezve (3N,Nj,) kotésmoddal. Amennyiben a hisztidinek
tavolabb (-HXXH- szekvencia) helyezkednek el egymastol, a harom amidnitrogén
egy lépésben torténd deprotonalddasa figyelhetd meg. A pentapeptidek
fémionfelesleget tartalmazo oldataiban kétmagv komplexek is képzédnek.

2.3. A prion fehérje és kdlcsonhatasai fémionokkal

A prion betegségek a neurodegenerativ rendellenességek kozé tartozo, halélos
kimenetelii megbetegedések, amelyek ritkak, viszont fert6zéek. Tobb fajtija is
létezik, a legismertebbek a szarvasmarhaknal megjelend kergemarhakornak is
nevezett szivacsos agyveldsorvadas (BSE = bovine spongiform encephalopathy), a
juhokat és kecskéket sujtdo surlokdr (scrapie), valamint az emberek esetében a
Creutzfeldt-Jacob-kor (CJD = Creutzfeldt-Jacob disease). A betegséget a prion
fehérje (PrP©) megvaltozott térszerkezetli formaja (PrP*, Sc = scrapie) valtja ki.

A cellularis prion fehérje (PrP%) egy kozel 250 aminosavbol allo sejtfeliileti
glikoprotein, amely minden emldssejtben megtalalhatd. Sok ismert szerkezetil
emlés PrP¢ szerkezete két jellegzetes részt tartalmaz. Az egyik egy kb. 100
aminosavbdl allo, rendezetlen N-terminalis rész, a masik egy globularis szerkezet(i
C-terminalis rész, ami az emberi PrP®-ben a 127-228 kozotti aminosav-
tartomanynak felel meg, és harom o-hélixet (144-154, 173-194, 200-228), valamint
két rovid antiparallel allast B-redét (128-131, 161-164) tartalmaz (3. dbra).**™

rendezetlen N-terminus rendezett C-terminus
A N
r Y R
23 126 230
oktarepeat neurotoxikus B a B a o
tartomany (60-91) tartomany
PHGGGWG 6 :
gl GGGW 3)4 O(H, iy 14OH, ISSH, 177H, 1871
H,”H, "H, Pi/ \
—GGGTHSQWNKPSKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG—
3. abra: Az emberi prion fehérje vazlatos felépitése s tartomanyai
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A Dbetegség kialakulasa soran a konforméaciovaltozas egy tisztazatlan
mechanizmusu folyamatban a helikalis részen kovetkezik be, €s ennek
eredményeként a pB-redSkben gazdag koros formaji PrP> alakul ki. A két fehérje
csak térszerkezetében tér el egymastol,” viszont ebbél addodoan, a két fehérje
fizikai kémiai tulajdonsagai jelentdsen eltérnek egymastol. Az a-hélix
szerkezetekben gazdag PrP¢ oldhat6 és protedz enzimek lebontjak. Ezzel szemben
a B-redében gazdag PrP* gyakorlati szempontbol fontos tulajdonsaga a nagyfoku
héalloképessége, a fertétlenitdszerekkel, UV sugarzassal, ionizald sugarzassal
szembeni fokozott ellenalloképessége, rossz oldhatésaga, valamint nem lebonthato.
Ezeknek kdszonhetden a koros formaju prion fehérjék aggregalddnak, ugynevezett
plakkokat alkotnak ¢és lerakodnak az idegsejtekben, ami azok pusztulasdhoz
vezet.*® Ezen kiviil a koros forma templathatassal is rendelkezik, azaz képes sajat
kétszeresen karos, hiszen egyrészt proteazrezisztens, masrészt pedig ,fertézi” a
normal prion fehérjéket. A betegségek kialakulasanak pontos oka egyelére
ismeretlen, ezért nem gyogyithatok.

A fehérje fiziologias szerepe is tisztazatlan.*® Beszamoltak a PrP hosszu tava
memériafolyamatokban valo részvételérél,™ de az oxidativ stressz elleni
védekezésben tulajdonitott szerepérél is emlitést tesznek az irodalomban.>* ¥
Masok redoxi szenzorként vald mukodését feltételezik, azonban ennek a
mechanizmusa tisztazatlan maradt.”® Olyan elmélet is 1étezik, amely szerint a PrP a
Cu,Zn-SOD enzim szaméra tarolja a rezet,”' de van olyan is, ahol részt vesz a
sejthalal elleni védekezésben, habar ez utobbi esetben is, mint sok masikban a
mechanizmus vitatott.”> A legelfogadottabb nézet szerint a PrP a rézhez valo nagy
affinitasa kovetkeztében egy rézszallito, illetve réztarold fehérje. De valdsziniileg
nem ez a PrP f6, illetve egyetlen feladata.”” ***> Az mar széles korben elfogadott,

hogy a fehérje specifikusan koti a rezet,”®”

és kimutattak, hogy konformacios
valtozasokat indukal a PrP%ben, tovabba a PrPS-hez kapcsoldodd kiilonbozé
kofaktorok kozott a rézrél bizonyosodott be, hogy képes modositani a prion
betegség kifejlodését.”” """ Egyre tobb kisérlet tamasztia al4 a prion protein
rézhomeosztazisban vald részvételét, beleértve a fémion sejtbejuttatasat, illetve a
fémfelesleg Osszegyiijtését a sejtek védelme érdekében.’® ' ' Mindent
Osszevetve szamos kisérleti bizonyiték megerésiti, hogy a fémionok, kiilondsen a
réz(Il)ionok, részt vesznek a prion fehérje normalis mitkddésével kapcsolatos
biokémiai folyamatokban és/vagy konformacios atalakulasokban. Az utdbbi idében
nagy szamban jelentek meg tanulmanyok a kiilonb6zé prion fehérjék, valamint
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fragmenseik fémionokkal vald kolcsonhatasarol. Az elmult par évben szamos

26549093, 104112 f1letve konyvet™™ ' "% is publikaltak ebben a

Osszefoglaldé miivet,
témaban.

A prion fehérje kivald fém(Il)ion-kotdképességgel rendelkezik és elsddleges
fémionkotohelyként a konnyebben hozzaférhetd, rendezetlen N-terminalis részt
nevezik meg. Az atmenetifém-ionok koziil a réz(Il) — prion fehérje kdlcsonhatasat
tanulmanyoztak a legkiterjedtebben. A rézkotohelyek szamat vizsgalva kideriilt,
hogy ez a pH-t6l fiiggen 2 és 5,6 kozott valtozik.’™ ** 9% 5117 Arrgl s
beszamoltak, hogy a f6 réz(Il)ion-kotdhely egy jellegzetes nyolc aminosavbol allo
ismétldds egységet -PHGGGWGQ-Y' tartalmazod régié (3. dbra). Az ismétlédés
fajoktol fiiggben 4-6 egységig terjed, az emldsoknél 4 egység, és oktarepeat
tartomanynak (HuPrP(60-91): octarepeat region) hivjak. Minden oktapeptid
aminosavai kozott talalhatd egy hisztidin, a teljes oktarepeat tartomany tehat
Osszesen  négy  hisztidint  tartalmaz, amely bizonyos fémionokhoz
horgonycsoportként kotodik. Meg is allapitottak, hogy az ismétlodo oktapeptidek
szamaval aranyos a megkdotott réz(I1)ionok szama.

Tovébbi két réz(IT)ion kétddhet a PrP -hez az oktarepeat tartomanyon kiviil (3.
abra), amely a 90-126-o0s neurotoxikus tartomanyban talalhatd. Ez a szekvencia
tovabbi két hisztidint tartalmaz (HuPrP esetén H96 és H111). A kutatok tobbsége
egyetért abban, hogy ezek a hisztidinek egymastol fiiggetleniil mitkddnek,''® illetve
a H111 a kedvez6bb rézkotShely az emberi prion fehérje esetében.'” A prion
fehérje 106-126-ig terjedd -KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG- szekvenciajat
két részre oszthatjuk. Egyik fele (113-126) hidrofob, sok glicint és alanint
tartalmaz, ez sziikséges, de nem elégséges feltétele a neurotoxicitasnak; a masik
fele (106-112) hidrofil, és fontos kotohelyként szerepel a fémionok szamara. A
teljes hosszisagu prion fehérjét fokozatosan telitik a réz(Il)ionok, az elsd két
ekvivalens a (90-126)-os részhez kotodik, majd ezt kdveti az oktarepeat tartomany
(58-91) koordinacidja.'”” Osszességében megallapithatd, hogy a maximalisan
megkothetd hat réz(Il)ionbol négyet az oktarepeat tartomany koordinal, kett6t
pedig a kiils6 hisztidinek (H96 és H111).

A C-terminus rész nincs hatassal a réz(Il)ion megkotésre,™ és eltavolitasa sem
okoz  valtozast a  rendezetlen  N-terminalis domén  (PrP(23-126))
koordinaciéjaban.'' Azonban ujabb vizsgalati eredmények azt mutatjak, hogy a C-
terminalis tartomanyban talalhato, szintén oktarepeaten kiviili H187 is koordinalja

120, 121

a réz(Il)iont, viszont itt fontos megjegyezni, hogy ezeket a vizsgalatokat nem
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a teljes hosszusagi fehérje esetén végeztek, ahol a meghatirozott szerkezet
kovetkeztében a fémionnak csekély esélye van a hisztidil-oldallanc elérésére.

Mas fémionok tanulmanyozasa soran a Zn(Il)-, Ni(I[)- és Mn(Il)-ionok
lehetséges koordinaciojat javasoltak.'”> Habar a fehérje Zn(Il)-ionok felé¢ mutatott
csekély affinitdsa megkérddjelezi ezt a javaslatot. Az oktarepeat tartomany képes
koordinalni a Zn(Il)-ionokat az imidazolnitrogének egyideji koordinacidja altal,
azonban a réz(Il)ionokénal sokkal kisebb stabilitast komplexeket képeznek, ami az
amidkoordinacié  hianyanak koszonheté.''' A Zn(I)-ionok még nagy
koncentracioban sem képesek kiszoritani a Cu(ll)-ionokat sem az oktarepeat
tartomanybdl sem a teljes hosszusagi prion fehérjébol, masrészrél viszont
fiziologias koriilmények kozott modosithatjak a Cu(ll)-ionok eloszlasat az egyes
PrP komplexek kozott.'*> '> A prion fehérje Mn(II)-ionokkal vald kolcsonhatasa
pedig még mindig egy nyitott kérdés.'**'?” CID-ben szenvedd betegek agyabol
128 azonban ez a kotés inkabb a betegség
kovetkezménye lehet, nem pedig a kivaltdo oka. A vasionok kdlcsonhatasat

izolaltak mangantartalmi PrP*-t,

elhanyagolhatonak vélték, mivel bioldgiai koriilmények kozott az erre a célra
specializalodott fehérjék elfoglaljak a vasat a prion fehérje elél.'>

A teljes hosszusagu prion fehérje rossz oldhatosaga kovetkeztében szamos
peptidfragmensének vizsgaltik a koordindcios kémidjat, amelyet a kévetkezd
fejezet foglal éssze.

2.4. A prion fehérje peptidfragmenseinek kolcsonhatasa fémionokkal

A prion peptidfragmensek targyalasanal el6ljaroban fontos kiemelni, hogy a
fehérje koordinacidos kémiai szempontbol kétféle hisztidint tartalmaz az N-
terminalis régiojaban. Az egyik a -PHGGGWGQ- szekvencidban talalhato,
oktarepeat tartomanybeli hisztidin, amely 4N-es [MH_;L] komplexében (Nj,,3N ")
koordinacios mod alakul ki (természetesen olyan fémionok esetében, amelyek
indukaljak az amidnitrogének deprotonalodasat és koordinaciojat). Ebben az
esetben a hisztidin el6tt talalhatod prolin disszociabilis proton hianyaban meggatolja
az amidnitrogén deprotonalddast €s koordinaciot az N-terminus iranyba, igy az
csak a C-terminus irdnyban indulhat el,'”® melynek kovetkeztében (7,5,5)-tagt
csatolt kelatrendszer jon Ilétre. A hisztidinek masik csoportja esetén nincs
akadalyozé tényez0, igy az amidnitrogének deprotonalodasa és koordinacidja az
N-terminus felé¢ zajlik, ezzel (5,5,6)-tagli csatolt keldtrendszert kialakitva a
[MH-;L] részecskében, amely nagyobb termodinamikai stabilitassal rendelkezik,
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mint a (7,5,5)-tag."”” Ez a helyzet az oktarepeat tartomanyon kiviili hisztidinek
esetében is.

Szamos tanulmany megallapitotta, hogy a hisztidintartalmu
prionfragmenseknek jelentds affinitasuk van a Cu(Il)-ionok felé¢, de sok mas
atmenetifém-ionnal is kolcsonhatnak. A prion proteinnel vald kolcsonhatasban
mind az esszencialis, mind a nagyon toxikus atmenetifémek potencialis jeldltek
biologiai koriilmények kozott. A rézionon kiviil tobb atmenetifém-ion
kolcsonhatasat vizsgaltak prion fehérjével, illetve fragmenseivel; tobbek kdzott az
esszencialis Zn(Il)-, Co(I)-, Ni(Il)-, Mn(I)-ionét, valamint a nagyon toxikus
Cd(ID)- és Pd(II)-ionét. Mint mas hisztidintartalma peptideknél is, a legstabilisabb
komplexek Pd(Il)-ionnal képzddnek, ahol az amidnitrogének deprotonalddasa és a
komplexképzddés erdsen savas kdzegben kovetkezik be. A Zn(I1)-, Ni(Il)-, Co(II)-,
Mn(Il)- és Cd(Il)-ionoknak sokkal kisebb affinitdsa van a peptidekkel vald
kolesonhatasra, és az imidazolil-oldallanc deprotonalédasanak pH-tartomanya alatt
(pH <6) nem észleltek komplexképzodést. A ligandum ezen fémekhez valo
koordinacioja az imidazolnitrogénen keresztiil torténik (egyfogi ligandumkeént),
aminek kovetkeztében nem tudja oldatban tartani az adott fémiont, a hidrolizisének
tartomanyat elérve a fémion hidrolizal. Egyediil a Ni(Il)-ion esetén szamoltak be a
csapadék visszaoldodasardl lugosabb pH-értéken, amikor az meginditja az
amidnitrogének deprotonalédasat’®® A fémkomplexek stabilitasa alapjan a prion-
modellekhez val6 affinitas a kdvetkez6 sorrendet mutatja: Pd(II) >> Cu(Il) > Ni(Il)
> Zn(II) > Cd(I1) ~ Co(II) > Mn(1D).

2.4.1. Az oktarepeat tartomany réz(Il)ion-koordinacidja

Az elmult 10-15 évben szamos kutatdcsoport tanulmanyozta a prion fehérjének,
valamint kiilonb6z0 fragmenseinek réz(Il)ionnal valé komplexképzddési
folyamatait és altalanosan elfogadottnak tekinthetd, hogy az oktarepeat tartomany
az elsédleges fémkotdhely.'" ! 12 Azonban még mindig heves vitdk folynak (i)
az egyes peptidfragmensekre és a teljes fehérjére meghatarozott disszociacids
allando értékek helytallosagarol; (i) a PrP¢ molekulanként megkotétt réz(Il)ionok
szamarol; valamint (iii) a f6 réz(Il)komplexek szerkezetér6l. Ez valosziniileg a
kiilonb6zé mérési koriilményekbol is ered (pl. a teljes fehérje, vagy csak
fragmenseinek vizsgalata; eltér6 fémion-ligandum arany, pH, puffer, stb.
alkalmazasa).
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A monomer oktarepeat peptidfragmensekre iranyuldé vizsgalatokbol
egyértelmlien kideriilt, hogy a réz(Il)ionok megkotéséhez sziikséges minimalis
aminosav-szekvencia a -HGGGW- szegmens.''” Potenciometrias titralassal
meghataroztak a képz6dd komplexek sztochiometriajat, spektroszkopiai

117, 131 -
’ illetve az

modszerekkel tanulmanyoztak a képzodé komplexek szerkezetét,
Ac-HGGGW-NH, szegmens rontgen kristalyszerkezetét is azonositottak."** A
komplexképzddés savas pH-tartomanyban kezdddik az imidazolnitrogén-
donoratom egyfogi koordinacidjaval, majd ezt koveti a C-terminus iranyban
kelatképzo helyzetben levé amidnitrogének deprotonaldédasa és koordinacidja.
koordinacios szférdjaban (Nim,2N (Giy1,Gly2),OkarbonilGly2)) donoratom szett talalhato
az ekvatoridlis sikban, valamint hidrogénkotést azonositottak egy axialisan
koordinalt vizmolekula és a triptofan oldallancbeli indolcsoportja kdzott. Lagos
pH-n tovabbi amiddeprotonalodasok kovetkeznek be, amelyek soran (Np,,3N')
kotésmoda [CuHsL], illetve pH 10,0 felett (4N") kotésmoda [CuH L]
részecskék képzddnek.

A dimer és tetramer oktarepeat peptidfragmenseket is szamos kutatdcsoport
tanulmanyozta, azonban az eredmények alapjan levont konkluziok az eltérd
kisérleti koriilmények alkalmazasa kovetkeztében ovatossagra intenek. A megjelent
kozleményekbdl jol latszik, hogy a tartomanynak fontos szerepe van a réz(Il)ion
megkdtésében, viszont arr6l mar megoszlanak a vélemények, hogy van-e kapcsolat
az egyes rézcentrumok kozott, mivel egyes szerzok kooperativ folyamatként
jellemzik a réz(Il)ion kotését.>> ** 3> 3% Fontos szem el6tt tartani, hogy a
réz(Il)komplexek képzbédése erdsen fiigg a fémion-ligandum aranytol és a pH-t6l.

Millhauser és kutatocsoportja kiillonb6zé oktarepeat-peptidszarmazékok
sorozatanak ESR spektroszkopias tanulmanyozasa alapjan harom jol elkiiloniilé
kotésmodot javasoltak a fémion-ligandum arany fliggvényében, 7,4-es pH-értéken
(4. abra)."> Alacsony réz(Il)ion-koncentracional (4.a dbra) egyetlen réz(Il)ionhoz
harom vagy négy hisztidin imidazolnitrogénje koordinalodik, gy nevezett
makrokelatok jonnek létre, a ligandum pedig gombolyagszerien veszi korbe a
fémiont. Ezzel szemben nagy réz(Il)ion-koncentracio mellett (4.c dbra) minden
réz(Il)ion koriil az ekvatorialis sikban (Nim,2N,Oyarbonit) koordinacios mod alakul
ki egyetlen hisztidil-oldallanc részvételével. Ebben az esetben a réz(Il)ionok
elhelyezkedése egy gyongyfiizérhez hasonlit. Koztes réz(Il)ion koordinacid esetén
(4.b abra) egy réz(Il)ionhoz két hisztidin koordinalodik az imidazolnitrogénjén
keresztiil, amelynek kdvetkeztében a ligandumon beliil nagy hurkok képzédnek.
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4. abra: A réz(Il)ion ekvatorialis koordinacios szférajaban kialakuld k6tésmodok

Tobb egymas melletti oktarepeat egység nagyobb affinitdssal rendelkezik a
réz(Il)ionok felé, mint a monomer Gnmagaban.*® Kozlowski és kutatocsoportja
potenciometrias és spektroszkdpids modszerek kombindlt alkalmazasaval
tanulmanyozta az oktarepeat dimer és tetramer (Ac-(PHGGGWGQ),-NH,,
Ac-(PHGGGWGQ)4,-NH,) esetén képzddd réz(Il)komplexeket, azonban a rossz
oldékonysag kovetkeztében szerves olddszerelegyben torténtek a vizsgalatok.” Az
altaluk leirt [CuL] részecske, amely pH 7,0 koriil képzodik ekvimolaris oldatban, jo
egyezést mutat az a) szerkezeti résszel (4. dabra). pH 7,0 felett négy ekvivalens
hasonl6 az 4. dbran lathato c) szerkezeti részhez. Azonban meg kell jegyezni, hogy
nem teljesen helytalld a rendszer leirdsa, mert egymastol fiiggetleniil kezeli az
egyes fémion-ligandum aranyoknal képz6d6 tobbmagvi komplexek képzddését.

A vizoldhatésagai probléma  kikiiszobolését  kutatdcsoportunkban  az
Ac-(PHGGGWGQ),-NH; és Ac-(PHGGGWGQ)4-NH; szekvencia polietilén-glikol
lanccal ellatott N-terminalis véggel rendelkezd szarmazékok eldallitasaval oldottak
meg, amely igy vizoldhatd fémkomplexeket képez. Lehet6vé valt ily modon a
potenciometrids vizsgalatok kivitelezése (7=298 K, /=0,2 mol/dm’ KCI)
kiilonb6z6é fémion-ligandum aranyoknal, valamint spektroszkopias modszerek
(UV-vis, CD ¢és ESR) kombinalt alkalmazasaval tanulmanyozhatdva valt a képz6do
részecskék koncentracid-eloszlasa ¢s szerkezete, a ligandum fémion-affinitasa,
7 Megallapitottak, hogy az egyes ligandumok
annyi ekvivalens réz(Il)ion megkdtésére képesek, ahany hisztidil-oldallanc

valamint a kotési sajatossagok is.
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talalhatd a szekvencidban, és ezek mindegyike fliggetlen kotdhelyként viselkedik.
A dimer komplexképzOddési folyamatai nagyon hasonléak mas multihisztidin
peptidekéhez.”® Ekvimolaris mintakban a pH novekedésével négy f6 részecske
létezését detektaltdk. pH 6,0 alatt a [CuL]”” makrokelat két imidazolnitrogén
koordinaciojaval valosul meg. pH 6,0 és 9,0 kdzott uralkodd a [CuH-,L] részecske
(Nm,2N") koordinaciés moddal, de a masik imidazolil-oldallanc hozzajarulas nem
zarhatd ki teljesen. Lugos pH-n tovabbi amiddeprotonalodas kovetkeztében
kialakul a [CuHL] részecske (Nim,3N') kotésmoddal, majd nagyon lugos pH-
tartomanyban képz6dd [CuH_4L]* részecskében négy amidnitrogén taldlhaté az
ekvatorialis sikban. Fémionfelesleg esetén is ugyanezek a kotésmodok valosulnak
meg, azonban a fiziolégids pH-n uralkod6 [Cu,H4L] komplex (Njy,2N)
koordinaciés moddal rendelkezik.

A Cu(Il)~tetramer oktarepeat rendszerben a komplexképzodés nagyon fiigg a
fémion-ligandum aranytol. A képzodd részecskék hasonld koordinaciéos moddal
rendelkeznek, mint a dimer esetén észleltek. Egy ekvivalens réz(Il)iont tartalmazo
oldatban pH 6,0 alatt a [CuL]*" makrokelat négy imidazolnitrogén koordinacidjaval
valosul meg (4.a dabra) és ennek a makrokelatnak a megndvekedett stabilitasa
eredményezi, hogy az amidnitrogének deprotonalddasa és koordinaciodja eltolodik
enyhén lugos pH-tartomanyba (pH > 7,5). Azonban a réz(Il)ion-koncentracio
novekedése megtdri ezt a makrokelat szerkezetet és eldsegiti az amidnitrogének
deprotondlodasat kisebb pH-értéken (pH > 6,0). Ezt kordbban az emberi prion
fehérje oktarepeat tartomanyanak a rézmegkotésében kooperativitasként
értelmezték.”™ >* Azonban ez a tanulmany arra enged kovetkeztetni, hogy nem
kooperativitasrol van szo és az elsé réz(Il)ion megkdtése nem konnyiti meg mas
fémionok megkotését. Fontos még kiemelni, hogy 1:1 és 2:1 fémion-ligandum
aranynal fiziologias pH-n jelenlévé komplexek kotésmodjai kiillonboznek
egymastol. Amig 1:1 arany esetében fiziologias pH-tartomanyban a [CuL]*"
részecske dominal (4Njp,) koordindciés moddal, addig 2:1 aranynal ugyanezen
pH-tartomdnyban mar az amidnitrogének is részt vesznek a koordinacioban,
[Cu,Ho,L] sztochimetriat és (Nim,2N ) + (3Nyy) kdtésmodot eredményezve.

2.4.2. Az oktarepeat tartomanyon Kkiviili hisztidinek réz(Il)ion-
koordinacidja

Publikacidk sorozata tdmasztja ala, hogy az emberi prion fehérje Osszesen tiz
hisztidinjébdl legalabb hat (H61, H69, H77, H85, H96, H111) hatékonyan kot meg
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réz(Il)ionokat.**'** A szerzék egy csoportja ugy talalta, hogy az oktarepeat
tartomany nagyobb affinitassal rendelkezik a réz(Il)ionok felé, mint az azon kiviil
es6k.'*® Ezzel szemben masok kompeticios modszert alkalmazva bizonyitottak,
hogy az oktarepeaten kiviili tartomany elvonja a réz(Il)iont az oktarepeat
tartomanytol."*®* Mostanra a kiilsé H96-,"" "' H111-" "¢ ¢ H187'*-rol is
egyértelmiien bebizonyosodott, hogy kivalo réz(Il)ionkstok. Ezen harom hisztidint
kiilon-kiilon tartalmazod rovid prion peptidfragmensek vizsgalatan alapulo
tanulmanyok kimutattdk, hogy az imidazolnitrogének horgonydonorként
viselkednek és eldsegitik a kovetkezd, N-terminus iranyban veliikk kelatképzo
helyzetben 1évé amidnitrogének deprotonalodasat ¢és fémionhoz torténd
koordinaciojat. A szerzOk harom f6 részecske létezését detektaltadk a pH
fiiggvényében: [CuL], [CuH,L] és [CuHL], (Nim), (2N ,Nyj,) és (3N ,Ny,)
kotésmoddal. Az elsé két amidnitrogén deprotonalddasa kooperativ folyamat és
pH 6,0 kortil kdvetkezik be, a harmadik amiddeprotonalédas az adott szekvenciatol
fliggden 7,0 és 9,0 kozotti pH-tartomanyban zajlik. Megallapitottdk, hogy
fizioloégias pH-tartomanyban a H111 kdrnyéke valamivel jobb fémionmegkotd,
mint a H96 koriili, €s mindkettd jobb, mint az oktarepeat monomer, aminek oka az
oktarepeatben talalhatdo prolinra és a miatta kialakult kisebb termodinamikai
stabilitast (7,5,5)-tagi kelatrendszerre vezethetd vissza. A H96 és H111 koriili
aminosavsorrendet modellezd két legegyszeriibb tetrapeptid [HuPrP(94-97)
(Ac-GTHS-NH,) és HuPrP(109-112) (Ac-MKHM-NH,)] aminosav-szekvenciajat
nézve az utobbi tartalmaz egy lizint. A liziloldallincok &-aminocsoportjainak
koordinacidjat ugyan nem mutattak ki, viszont a sztochiometria megallapitasanal
figyelembe kell venni, mivel pH 9,5 alatt protonlt forméban van jelen."** Ezzel
szemben a 109-es pozicidban talalhatd metionin esetében egy stabilizalo hatasu,
gyenge kolcsonhatast fedeztek fel a fém(Il)ion és a tioéterkén kozott az atmeneti
3N-es komplexben."”® Ugyanebben a pozicioban szerint tartalmazé mutansok

s

, 147
hatasa van.

2.4.3. A tobb hisztidint tartalmaz6 prion peptidfragmensek
réz(IDkomplexei

Az egyetlen hisztidint tartalmazo prion peptidfragmensek hasznos informaciot

szolgaltatnak a specifikus kotéhelyek fémion-kotoképességérdl, azonban nem a
legalkalmasabb  modellek a tobb  hisztidint tartalmazé ligandumok
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komplexképzddési folyamatainak jellemzésére. Ebbol kifolyolag
kutatocsoportunkban olyan tSbb hisztidint tartalmazo prion peptidfragmensek
komplexképzddési folyamatait jellemezték, amelyek oktarepeat és kiilsé hisztidint
is tartalmaznak, valamint a hisztidinek alaninra cserélésével mutans fragmenseket
is tanulmanyoztak:'** '*

valodi: ~ HuPrP(91-115) [H96, H111]
HuPrP(84-114) [H85, H96, H111]
HuPrP(76-114) [H77, H85, H96, H111]

mutans: HuPrP(84-114)H85A [H96, H111]

HuPrP(84-114)H96A [H85, H111]

HuPrP(84-114)H111A [H8S5, HI96].
Mind a hat peptid hatékony ligandum a réz(Il)ion megkotésében. A hisztidin
imidazolnitrogénjei az elsddleges koordinacios helyek valamennyi peptid esetén, és
eredményként makrokelat szerkezetek alakulnak ki (4.a és 4.b dbra), amelyek
stabilitisa a donoratomok szamatdl és térbeli viszonyatol egyarant fiigg.”> Az egy
hisztidint  tartalmazé  fragmensekkel  Osszehasonlitva a  multihisztidin
peptidfragmensek esetében nagyobb stabilitasti imidazolnitrogén altal koordinalt
részecskék keletkeznek, amely annak koszonhetd, hogy egyetlen réz(Il)ionhoz
egyidejileg szekvenciatol fiiggéen kettd, harom vagy négy imidazolnitrogén
koordinalodik. A pH novelésével bekovetkezik az amidcsoportok deprotonalddasa
és a fémionhoz torténd koordinacidja. Az els6 két amidcsoport deprotonaldodasa
5,5 és 7,0 kozotti pH-tartomanyban kooperativ modon jatszodik le és a réz(Il)ion
koril (2N ,Nj,) kétésmod alakul ki. A harmadik amidcsoport csak enyhén lugos
kozegben koordinalodik, ezaltal (3N ,Ny,) koordinacioji 4N-es komplexeket
eredményezve. Ezekben a komplexekben valamennyi hisztidin fliggetlen
kotohelynek tekinthetd és a peptidek annyi ekvivalens réz(Il)ion megkdtésére
képesek, ahany hisztidint tartalmaz a szekvenciajuk. Ez lehetévé teszi tobbmagvu
komplexek kialakulasat és a statisztikai megfontolasokkal egyezésben, tobbmagvi
komplexek mar ekvimolaris oldatokban is képzddnek, rézionfelesleg esetén pedig a
tobbmagvii  komplexek képzédése kozel 100 %-os. Altalaban a tobbmagvi
komplexekben két vagy tobb fémiont egy kis hidligandum kot 6ssze. Esetiinkben
ezt a hidat a peptidvaz jelenti, amely ,,flizérszerlien” koti 6ssze a fémionokat, és a
tovabbiakban az 6sszekotott fémionok szamatol fiiggden, erre az egy-, kettd-, stb.-
tobbmagvu kifejezést hasznaljuk. A stabilitasi allandokat Gsszevetve elmondhato,
hogy az oktarepeat tartomanyon kiviil elhelyezkedd hisztidinek fémion-
kotoképessége nagyobb, mint az oktarepeaten belillické. Ez a jelenség a
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kelatgytirik eltér6 tagszamaval értelmezhetd. A tobb hisztidin  jelenléte
koordinacids izomerek keletkezését eredményezi, amelyekrél CD spektroszkopia
segitségével tanulmanyozva megallapitottdk a hisztidinek kotodési sorrendjét:
H111 > H96 >> H85 ~ H77. Azaz a stabilitasi allandok és a spektroszkopias adatok
is azt tdmasztjak ala, hogy az oktarepeaten kiviili tartomany nagyobb réz(Il)ion-
kotoképességgel rendelkezik, mint az azon belill elhelyezkedbek. A kiilsd
hisztidinek kiemelt rézmegkotését szamos mas kutatdocsoport is alatamasztotta

26, 138, 140, 142, 143, 150, 151 - . r
77 % T e T PR P lletve a csirke és a

kiilonb6z6 spektroszkopiai modszerekke
hal prion fehérjék esetén is beszamoltak ugyanilyen koordinaciés kornyezet

létezésérsl.” 2
2.4.4. A hisztidintartalmu prion peptidfragmensek nikkel(II)komplexei

A torzult oktaéderes geometriaji paramagneses réz(Il)komplexek szerkezeti
modellezésére kivaléoan alkalmasak a hasonld szerkezetli, am diamagneses
nikkel(Il)komplexek, mivel kényelmesen tanulmanyozhatok olyan vizsgalo
moédszerekkel (pl. '"H NMR), amelyek a réz(Il)ion esetében nem alkalmazhatok.
fgy értékes szerkezeti informéaciok nyerhetéek a kiilonbozé fémion-ligandum
aranynal képzodo komplexek szerkezetérdl. A prion fehérje peptidfragmensei
esetében is alkalmazhaté ez a megoldas. Mivel az oktarepeat tartomany
nikkelkoordinacidja elhanyagolhatd jelentdségii, ezért a kutatasok inkabb a
neurotoxikus tartomanyban elhelyezkedd, emberi prion protein esetében H96 és
H111, illetve a csirke prion protein ennek megfelelé H110 és H124 nikkel(II)ion-
kotSképességére iranyultak.'?® 1% 141 144133 134 N findesyik esetben beszamoltak
arrol, hogy a Ni(Il)-ionok kisebb affinitassal rendelkeznek a prionmodellek felé,
mint a réz(Il)ion, valamint megerdsitették a hisztidin imidazolnitrogénjének a
horgonydonor szerepét is. Azonban a Ni(Il)-ion hidrolizis-tartomanydban a
ligandum fémhez valé imidazolnitrogénen keresztiili, egyfogi koordinaciéja nem
tudja oldatban tartani a fémiont, viszont lagosabb pH-n beszdmoltak a csapadék
visszaoldodasarol, illetve az amidnitrogének deprotonalddasarol ¢€s fémion-
koordinaciojarol.”*® Tobb hisztidint tartalmazé ligandumok esetén nem szamoltak

be a fémion hidrolizisérsl, ' *% 134

amely a tobb imidazolnitrogén egyidejii
koordinaciojaval kialakulé komplexek nagyobb stabilitasaval magyarazhato. Lugos
pH-n a kooperativ amiddeprotonalodast kovetéen siknégyzetes geometriaji,
diamagneses komplexek képzddését feltételezik (3N ,Ny,,) koordinaciés moddal, a

réz(Il)ionokhoz hasonloan. Ezzel ellentmondasban olyan nikkel(Il)komplexekr6l is
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beszamoltak, ahol két Ni(Il)-centrumot egy hidroxidcsoport hidként kot 6ssze, és a

kialakulé kiilonboz6 koordinacios mod kdvetkeztében a szerzok nem javasoljak a

153

nikkel(II)ion modellként valé alkalmazasat. > A kiilonb6z6 fajoknal a prion fehérje

kedvezményezett kotéhelyeit vizsgalva megallapitottak, hogy Ni(Il)-ionok szamara

a H96 a preferalt kotShely az emberi prionban,'* '#% 133

és ennek a pozicionak
megfelel6 H110 a csirke prion fehérjében, ahol a 109-es pozicidban elhelyezkedd

tirozin aromas gytirijének stabilizalo hatasat is kimutattak.'>*
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2.5. Célkitiuzések

Az eddig fellehet6 irodalom koordinacids kémiai szempontbol a prion fehérje
peptidfragmenseinek foként a réz(Il)ionnal valé komplexképzddési folyamatainak
megismerésével foglalkozik. A réz(Il)ionhoz képest kevés kozlemény targyalja az
egyéb  atmenetifém-ionokkal valdé kolcsonhatdsokat, ¢és azok sokszor
ellentmondasban is vannak egymassal. Ezen kiviil a rézzel kapcsolatos vizsgalatok
soran is maradtak még tisztazatlan kérdések. A peptidek koordinacios kémidjara
vonatkozd ismeretek alapjan azonban nyilvanvald volt, hogy a peptidek mas
atmenetifém-ionokkal is stabilis kolcsonhatasra képesek, ami indokolja az egyes
fragmensek fémion-szelektivitdsanak tanulmanyozasat is. Az irodalombol ismert,
hogy a nikkel(Il)ion elég gyakran hasonlé mddon koordinalédik, mint a réz(Il)ion,
ezért nikkel(I)ion esetén is érdemes folytatni a vizsgalatokat a tobb hisztidint
tartalmazo ligandumokkal kapcsolatban, és ezek a komplexek egyuttal modellek is
lehetnek a réz(I)komplexek szerkezetének megértésében.

Az irodalomban fellelheté ellentmondéasok, valamint a nikkel(Il)komplexek
szerkezeti modellként valo alkalmazhatésaga indokolta a prion peptidfragmensek
nikkel(Il)komplexeinek  szisztematikus  vizsgalatdit. = Ennek  megfelelden
célkitlizéseinket két részre bontva fogalmaztuk meg.

1. Egyrészt célul tiiztiik ki olyan természetes és mutans prion peptidfragmensek
nikkel-kotoképességének vizsgalatat, amelyek egyszerre eltéré tartomanyokbol
tartalmaznak hisztidineket, a komplexképzddés jellemzése mellett arra is
fokuszalva, hogy milyen aranyban és hol kotik a nikkel(Il)iont. Bioldgiai
rendszerekben azonban egyidejlileg tobb fémion egylittesen van jelen, ami
indokolja a vegyes fémiontartalm rendszerek vizsgélatat. Igy célunk volt egyes
tobb hisztidint tartalmazoé prion peptidfragmens vegyes nikkel(II)/réz(II)
rendszereiben zajlo komplexképzddési folyamatok tanulmanyozasa is.

2. A kapott eredmények alapjan nyilvanvaléva valt, hogy a vizsgalt prion
peptidfragmensek megkdtik a nikkel(Il)ionokat, azonban a k6tddési preferenciaban
jelent6s kiilonbség mutatkozott a réz(II)- és nikkel(II)ion kozott. fgy munkank
masodik felében a kiilonbség okanak felderitése érdekében az egyes kotohelyeket
modellezé egy, kettd, illetve harom hisztidint tartalmazé modellpeptideken
tanulmanyoztuk, hogy milyen tényezdk befolyasoljak a réz(Il)-, nikkel(Il)- és
cink(Il)komplex, valamint vegyes magvu nikkel(II)/réz(Il)komplexek képzdodését.
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3. KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Hasznalt vegyszerek

Az oldategyensulyi vizsgalatok soran alkalmazott vegyszerek:

A titrdlasokat kb. 0,2 mol/dm’-es, pontosan ismert koncentracidju,
karbonatmentes, argon alatt tarolt KOH-oldattal végeztik. A mérdoldat
karbonatmentességét a koncentracio meghatarozasara alkalmazott potenciometrias
méréssel ellendriztiik. A CuCly-, NiCl, és ZnCly-torzsoldatok a.l.t. mindségi, a
Reanal cég altal gyartott vegyszerekbdl késziiltek. A pontos fémion-
koncentraciokat gravimetriasan, oxinat formajaban, a savkoncentraciokat pH-
potenciometriasan hataroztak meg. A pH-potenciometrias mérésekhez hasznalt
kalium-hidrogén-ftalat, KCI- ¢s KOH-oldatok szilard vegyszerekbol késziiltek
haromszor ioncserélt viz felhasznalasaval.

A peptidszintézis sordan alkalmazott vegyszerek:

Szintézishez hasznalt minden vegyszer és oldoszer kereskedelmi forrasbol
szarmazik és tovabbi tisztitas nélkiil keriiltek alkalmazasra. Minden 9-fluorenil-
metoxi-karbonil (Fmoc) véddécsoportot tartalmazdé aminosav (Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Ser(sBu)-OH,
Fmoc-Thr(zBu)-OH, Fmoc-Ala-OH és Fmoc-Pro-OH), valamint
2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium-tetrafluoroborat (TBTU) ¢és
Rink Amide AM gyanta a Novabiochem-t6]l (Svéjc) szarmazik. Peptidszintézis
tisztasagu  N,N-dimetil-formamidot (DMF), N,N-diizopropil-etilamint (DIEA),
etan-1,2-ditiolt és trifluorecetsavat (TFA) a Merck Kft forgalmazza. N-hidroxi-
benztriazol (HOBt), N-metil-2-pirrolidon (NMP), triizopropil-szilan (TIS),
2,2’-(etiléndioxi)-dietantiol, dietil-éter (Et,O) és 2-metil-butan-2-ol pedig Sigma-
Aldrich termékek. Piperidin, diklérmetan (DCM) és ecetsav (96%) Molar altal
forgalmazott oldoszerek, mig acetonitril (ACN) és ecetsavanhidrid a VWR-t6l
szarmazik.

3.2. Vizsgalt ligandumok

A jelen tanulmany soran szilardfazisi peptidszintézissel eldallitott modell-
peptidek szerkezete az 5. abrdn lathato.
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a) H,N-GlyThrHisSer-NH,

b) Ac-GlyThrHisSer-NH,

I w I w I w I

h) Ac-ProHisAlaAlaAlaGlyThrHisSerMetLysHisMet-NH,
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A munka soran vizsgalt két természetes és két mutans prion peptidfragmenset
az olaszorszagi Cataniai Egyetemen (University of Catania) késziiltek szintén
szilardfazist peptidszintézissel, amelyek koziil a HuPrP(60-114) eldallitasaban és
tisztitasaban én is részt vettem. A peptidfragmensek aminosav-szekvenciai
(harombetiis roviditésekkel) a kdvetkezok:

HuPrP(84-114)His85Ala: Ac-ProAlaGlyGlyGlyTrpGlyGInGlyGlyGlyThrHisSerGInTrpAsnLysPro-
SerLysProLysThrAsnMetLysHisMetAlaGly-NH,

HuPrP(84-114)His96Ala: Ac-ProHisGlyGlyGlyTrpGlyGInGlyGlyGlyThrAlaSerGInTrpAsnLysPro-
SerLysProLysThrAsnMetLysHisMetAlaGly-NH,

HuPrP(76-114):  Ac-ProHisGlyGlyGlyTrpGlyGInProHisGlyGlyGly TrpGlyGInGlyGlyGly ThrHis-
SerGInTrpAsnLysProSerLysProLysThrAsnMetLysHisMetAlaGly-NH,

HuPrP(60-114):  Ac-ProHisGlyGlyGlyTrpGlyGInProHisGlyGlyGly TrpGlyGInProHisGlyGlyGly-
TrpGlyGInProHisGlyGlyGly TrpGlyGInGlyGlyGly ThrHisSerGInTrpAsnLysProSerLysProLysThr-
AsnMetLysHisMetAlaGly-NH,.

3.3. Szilardfazisa peptidszintézis

R.B. Merrifield a szilardfazist peptidszintézis-modszer'> kidolgozasaért 1984-
ben Nobel-dijat kapott. A szilardfazisu peptidszintézis moddszereit tobbféle
szempont szerint csoportosithatjuk. Az alkalmazott technika alapjan beszélhetiink
Iépésenkénti szintézisrdl vagy fragmenskondenzaciordl; a kivitelezés modja
alapjan lehet szakaszos vagy aramlo oldatos; valamint a szintetikus eljaras alapjan
1% vagy Boc/Bzl" stratégiat. Ennél a besorolasnal az
els6 esetben az N-terminalis aminocsoportokat 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc)
csoporttal védjiik, mig a masik esetben a védelmét a z-butoxi-karbonil (Boc)
csoport biztositja.

A Gyantak. A Merrifield-féle szintézis szilard, oldhatatlan hordozoén,
ugynevezett gyantan torténik, amely egy finomszemcsés muianyag. A szemcsék
feliiletén €s azok belsejében olyan funkcids csoportok vannak, amelyek lehet6vé
teszik, hogy a szemcsékhez aminosavakat kapcsolhassunk kémiai kotéssel. Az elsd
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 hordozohoz kotve marad. A szilard
hordozod szemcsemérete, alakja, homogenitdsa, duzzadési tulajdonsaga és a
funkciés csoport kiépitésének lehetdsége alapvetd jelentdségli a szintézis
sikerességének szempontjabol. A szilard hordozonak szamos kovetelménynek kell

alkalmazhatunk Fmoc/fBu
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megfelelnie. Példaul tartalmazzon a kovetkez6 aminosav felkapcsolasahoz
alkalmas funkcids csoportot, viszont ne tartalmazzon a szintézis soran zavaro
egyéb funkciés csoportokat. Elengedhetetlen, hogy mentes legyen mindenféle
szennyezésekt6l. Valamint a kialakitott peptid-gyanta kotés konnyen hasithatod
legyen a szintézis végeztével, de a szintézis sordn végig allandé maradjon. Ezen
kiviil a novekvd peptidlancok a szintézis soran az olddszerek és a reagensek
szamara végig jol hozzaférhetoek legyenek, el kell keriilni a térgatlast. Fontos a jo
duzzadoképesség, hiszen a reakciok egy szerves oldoszerrel szolvatalt térhalos
polimer-matrixban jatszodnak le. A gyantanak stabilnak kell lennie a fizikai és
kémiai behatasokkal szemben a szintézis koriilményei kozott, ne reagaljon
reagensekkel, oldoszerekkel, és az épiilo peptidlanccal sem.

A peptidlancvégek kialakitasa alapjan kiilonb6z6 gyantdk vannak forgalomban.
Szabad C-terminust peptidek el6allitasahoz alkalmazhatunk Wang'*®, 2-klorotritil,
illetve CLEAR" ' (Cross-Linked Ethoxylate Acrylate Resins) tipusi gyantat,

161

peptidamidok eldallitasara pedig Rink Amide ™ gyantékat.

Az oldallanc-véddcsoportok. Az aminosavak oldallancaikban tartalmazhatnak
olyan funkcids csoportokat, amelyek reagalnak a szintézis sordn, igy sziikség van
ezek Dblokkolasara, ellenkez6 esetben valtozatos Osszetételi melléktermékek
keletkeznek. Olyan oldallanc-véddcsoportokat kell alkalmazni, amelyek a szintézis
soran valtozatlanok maradnak, de a szintézis befejezése utan konnyedén
eltavolithatoak legyenek. A szilardfazisi peptidszintézisben két meghatirozo
véddcsoport kombinacidé koziil a legjobban automatizalhatd a ferc-butil alapu
oldalldnc-véd6csoportokkal — kiegészitett — 9-fluorenil-metoxi-karbonil  (Fmoc)
atmeneti a-aminocsoport védelem (Fmoc//Bu )'** '®. Az altalunk hasznalt
aminosavakat és az alkalmazott oldallanc-véddcsoportokat az /. tablazat foglalja
Ossze. A feltiintetett aminosavakon kiviil glicint, alanint, prolint és metionint
hasznaltunk, amelyek nem igényelnek oldallancvédelmet.

1. Tablazat: A felhasznalt, véd6csoporttal rendelkez6 aminosavak

aminosav oldalanc funkcid védbcsoport
H His hisztidin imidazolil tritil (Trt)
S Ser szerin hidroxil t-butil (1Bu)
T Thr treonin hidroxil t-butil (1Bu)
K Lys lizin €-amino t-butil-oxikarbonil (Boc)
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A peptidlanc felépitése. Munkank soran a szintéziseket automatizalt modon a
mikrohullamti Liberty peptidszintetizald késziilékkel (CEM, Matthews, NC)
végeztilk. Az N-terminuson acilezett, illetve szabad aminocsoporttal rendelkezd
modellpeptideket Fmoc/fBu technikaval allitottuk eld, ehhez a C-terminuson amid
végzddeést biztositd Rink Amide AM tipusu 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 Rink-amid gyanta Fmoc csoporttal védve keriil forgalomba, ezért errdl az
els6 aminosav kapcsolasa el6tt ezt el kell tavolitani. Ennek eltavolitasat a késziilék
20 % piperidin — 80 % DMF elegyben hajtotta végre 180 masodpercig 80°C-on
30 W teljesitményili mikrohullami sugarzas segitségével. A soron kovetkezd
aminosav kapcsolasa négyszeres aminosav-felesleg mellett, szintén 80°C-on 30 W
teljesitmény(i mikrohullam segitségével kovetkezett be 300 masodperc alatt. Ebben
a lépésben az aminosavak aktivaldsara hasznalt aktivator 0,5 mol/dm’ HOBt és
0,5 mol/dm® TBTU tartalmti DMF oldat, az aktivator bazis pedig 2 mol/dm’ DIEA
tartalmia NMP. Ebbdl a két miiveletbol allo ciklus addig ismétlodott, mig felépiilt a
kivant aminosav-szekvencia. Az egyes reakciok utdn oldoszeres mosasokkal és
sztirésekkel tavolitottuk el a reagensek feleslegét. A maddszer ciklikus ismétlodése

tette lehetévé annak automatizalasat.'®

Az N-terminuson acilezett modellpeptidek
esetén utolsé 1épés az acetilcsoport kiépitése. Igy az eldallitott peptidet tartalmazé
gyantat, az Fmoc védécsoport eltavolitasa utan, a késziilék 6 V/V%
ecetsavanhidridet és 5 V/V% DIEA-t tartalmazé DMF oldattal kezelte.

A peptidek hasitisa gyantirol. A peptid gyantarél vald Iehasitasat
szobahdmérsékleten végeztik 94,0 % TFA, 1,0 % 2,2’-(etiléndioxi)-dietantiol,
2,5 % TIS, 2,5 % H,0 elegyével egy ora alatt, amely egyuttal az oldallancbeli
véddcsoportokat is eltavolitotta a peptidrél. Altaldban a metionintartalma peptidek
esetében, valamint tritilcsoportok jelenlétében a viz mellett etan-ditiolt'®> '%® vagy
2,2’-(etiléndioxi)-dietantiolt alkalmaznak. Minden nyers peptidet hideg dietil-éteres
kicsapassal kaptunk meg. A csapadékot centrifuga segitségével valasztottuk el,
majd hideg dietil-éterrel vald mosast kovetd szaritas utan a csapadékot ujra
feloldottuk, ezhttal vizben, és liofilizaltuk.

A peptidek tisztitasa és azonositdsa. A peptidlanc eldallitasa soran a kizarélagos
tisztitasi eljards a gyanta mosasa és sziirése. Mivel esetenként sem a kapcsolasi
reakcio, sem a véddcsoport eltavolitdsa nem jatszodik le teljesen, kis mennyiségben

hianyos szekvencidji, illetve rovidebb peptidek is keletkezhetnek. Ha ez
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bekovetkezik, a peptid a szintézis végén, a lehasitas utan nem lesz homogén. A
hibas peptidek mennyisége csokkenthetd, ha a kapcsolasi és hasitasi reakciok
hatasfoka megkozeliti a 100 %-ot. Ez a kapcsolasi 1épés ismétlésével, hosszabb
reakcididdvel, vagy a reagensek nagy feleslegének alkalmazasaval érhet6 el.

A nyers peptidek tisztasagat forditott fazisu folyadékkromatografias
(RP-HPLC) technikat alkalmazva ellendriztik, egy Jasco MD-2010 plus
multiwavelength detektorral ellatott Jasco késziilék segitségével. Az analizishez
analitikai Vydac C;3 (300 A porusméret, 5 um részecskeméret) 250x4,6 mm
atmérdju kolonnat és gradiens eluciot hasznaltunk (az aramlési sebesség 1 ml/min
volt). Az elualészer 0,1 % TFA-t tartalmazé viz, illetve 0,1 % TFA-t tartalmazo
acetonitril volt. A detektalashoz az amidcsoport, mint kromofoércsoport elnyelését
222 nm hullamhosszon kovettiik. A jobb elvalasztas érdekében a peptidek esetén
célszerii gradiens eliciot alkalmazni. Ez azt jelenti, hogy az olddszerdsszetétel
fokozatosan valtozik, az eluensben nd a szerves oldoszer mennyisége. Linearis
eluciot alkalmaztunk, ahol az acetonitril tartalom 5 %-r61 15 %-ra nott
tetrapeptidek esetén, illetve 3 %-rdl 40 %-ra az oktapeptidek esetén, a tridekapeptid
esetén pedig 40 perc alatt 3 %-r6l 13 %-ra. A tizenhdromtagu peptid kivételével
minden eléallitott modellpeptidet sikeriilt tisztan el6allitani, amit az ESI-MS
analizis is a helyes molekulatomegekkel alatamasztott. Tovabba a potenciometrias
vizsgalatok megerésitették a peptidek azonossagat és tisztasagat, amely 94 %-nal
nagyobbnak adédott minden esetben.

Mivel a hianyos vagy oldallanc-védGcsoportot tartalmazé peptid tulajdonsagai
csak kis mértékben kiillonboznek a hibatlan peptidtdl, a hagyomanyos szintetikus
elvalasztasi technikak, mint az atkristalyositas vagy kirazas, nem vezet eredményre
vagy csak nagyon nehezen kivitelezhetd. Ennek kovetkeztében a tridekapeptid
tisztitasa preparativ HPLC segitségével tortént. A tisztitashoz félpreparativ Vydac
218TP C;3 (300 A poérusméret, 5 pum részecskeméret) 250x10 mm atmérdjii
kolonnat és gradiens eliciot hasznaltunk (3 ml/min aramlasi sebesség mellett). Az
elualoszer 0,1 % TFA-t tartalmazo viz, illetve 0,1 % TFA-t tartalmaz6 acetonitril
volt. Az elucidé soran 30 perc alatt az acetonitril-oldat aranya 5 %-ro6l 15 %-ra nétt,
és 10 percen keresztiil 15 % CH;CN és 85 % viz eleggyel izokratikus eltciot
folytattunk. A detektalashoz az amidcsoport, mint kromofércsoport elnyelését
kovettiik 222 nm-en.

A természetes €s mutans prion peptidfragmensek szintézise és tisztitasa
Cataniaban (Olaszorszag) tortént.
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3.4. pH-potenciometria

A pH-potenciometria az oldatfazisban lejatsz6dd komplexképzodési folyamatok
egyensulyi vizsgalatara alkalmas modszer. Az alkalmazhatosaganak feltétele, hogy
a komplexképzdodés a ligandum protonalodasi egyensulyara hatassal legyen, azaz
pH-effektussal jarjon. A komplexképzddés kompetitiv reakciét jelent a H'-ion és a
fémion kozott, amely az (/) egyenlettel jellemezheté altalanosan, a
komplexképz6dés bruttod folyamatat pedig a (2) egyensullyal lehet leirni:

nHL + M™ « ML,™"" + nH" )

pM + qH + 1L < M H,L, 2)
(M: fémion, H: proton, L: teljesen deprotonalt ligandum; p, q, r: sztochiometriai
egylitthatok; a részecskék toltését az egyszeriibb kezelhetéség miatt nem tiintettiik
fel.) A pH-potenciometrids vizsgalatok célja, hogy a képz6dé komplexek
Osszetételét és stabilitdsi allandoit meghatarozzuk. A komplex részecskék
stabilitasi szorzatat a (3) egyenlet mutatja:

Boar=] MpHSL.J/[MP[HJ[L] 3)
A kisérleti adatokbol a fémkomplexekre meghatarozott stabilitdsi szorzatokat a
PSEQUAD'? szamitogépes program segitségével szamitottuk ki. A térfogat — pH
adatparok mellett bemen6 adatként meg kell adnunk a komponenesek, valamint az
asszociatumok (a ligandum kiilonb6z6 protonaltsagi foku részecskéi, a kiilonb6zo
M,H,L, fémkomplexek, illetve hidroxidokomplexek) szamat, azok Osszetételét az
M, H és L komponensekre nézve (p, ¢, r), €s az asszociatumok ismert
protonalodasi allandoéit vagy stabilitasi szorzatait. Az ismeretlenek esetében
kozelitdé értékekre van sziikség. Ezen kiviil meg kell adnunk a komponensek
az Irving korrekcios tényez6t, mert a diffuzids potencial kikiiszobolésére az Irving
és munkatarsai altal kidolgozott médszert alkalmaztuk.'® A keresett stabilitasi
szorzatok értékeit a kiindulasi komponensekre felirhaté anyagmérleg-egyenletek
(4-6) megoldasai adjak.

cu =[M]+lep;ﬂpqr[M]f[H]?[L]? (4)
o =)+ T ap, MY IIIL O

n

e, =[L]+ 2 np, M YL ©

i=1
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A kiindulasi adatok alapjan a program Newton-Raphson iteracioval kozeliti az
oldatra megadhato E(Vmén—VSZémiton)z Osszefiiggés értéke eléri a minimumot. A
szamitasi sorozat végén megkapjuk a keresett allandok finomitott értékeit és azok
hibait (az adatok megadéasakor az utolsé tizedesjegy hibaja a zardjelben van
feltiintetve). Ezek alapjan a program a titralasi gorbe minden egyes pontjaban
standard deviacio értéket. A kozelités josagat az illesztési paraméter (|V e —
Vzamitor] atlagértéke) fogja megadni. Végiil a program egy altalunk kivalasztott
komponensre vonatkozoan (altalaban a fémion, de vegyes fémkomplexek esetén a
ligandum célszeriibb) a pH fliggvényében kirajzolja a részecskék koncentracio-
eloszlasi gorbéjét is. Ezt killonalloan a SED'® program Windows alatt futd
valtozata segitségével, a MEDUSA-val is megszerkeszthetjik a kiindulasi
koncentracidk, valamint az asszociatumok stabilitasi szorzatainak ismeretében.

Gyakran hasznalunk ugy nevezett szarmaztatott allanddkat a fémkomplexek
protonaldédasi folyamatainak jellemzése soran. Ez a stabilitasi allandok megfeleld
kombinacidit jelenti, amelyek lehetévé teszik a kiilonbozé ligandumokkal képzett
komplexek Osszehasonlitasat. Az imidazolnitrogének koordinalodasaval kialakuld
makrokelatot tartalmazod komplexek stabilitdsdnak jellemzésére vezettik be a
logK(M+Ny,,) értéket. Abban az esetben, ha valamennyi oldallancban megtalalhato
imidazolgylri deprotonalt formaban van jelen, és koordindlodik, ezen allandok
értéke megegyezik az [ML] komplex logP értékével. Azonban ha protonalt
funkcios csoportot tartalmaz, akkor ezt az értéket a megfeleld protonalodasi
allando6 kivonasaval kapjuk. Példaul lizil-oldallanc jelenlétében a (7) egyenletben
feltiintetett reakcio stabilitasi allanddjat a (8) egyenlet szemlélteti:

M + HL < MHL (7)
logK(M+Ni,) = logB(MHL) — pK(Lys) @®)

Minden altalunk vizsgalt rendszert vizes oldatban tanulmanyoztuk. A ligandum-
torzsoldatokat szilard vegyszerek bemérésével készitettik el, ahol a teljes
koncentracio 1x10°- 2x10° mol/dm’ koncentricidtartomanyba esett. A ligandum
tisztasagat ¢és protonalodasi allandoit szintén potenciometrids mérésekkel
hataroztuk meg. A kiértékeléshez a SUPERQUAD'™ nevii szamitogépes szoftver

srer

segitségével szamitottuk a ligandumok koncentracidjat, tisztasagat és a
protonalodasi allandoit. A pH-mérdé kalibralasara 0,050 mol/dm’ koncentracioju
kalium-hidrogén-ftalat oldatot hasznaltunk, amelynek pH-ja 298 K homérsékleten

4,005. Az alland6 hoémérsékletet ultratermosztat biztositotta. Az oxigén
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kizarasanak céljabol az oldat folé argongazt vezettiink. A minta kevertetését
magneses keverdtest végezte. A titralasokat kb. 0,2 mol/dm’-es, pontosan ismert

crcr

--------

rrrrrrrr

KOH-oldattal val¢ titralassal hataroztuk meg. A koncentraciok meghatarozasat a
titralasi gorbék Gran-féle linearizalasaval végeztiik. A mintak allandd ionerdsségét
1,0 mol/dm’ koncentracioju KCl-oldat segitségével allitottuk be 0,2 mol/dm’-re. Ez
az ionerdsség joval nagyobb, mint a titralandd oldat fémion- és ligandum-
fémion-ligandum aranyt adott rendszert6l fliggéen 1:1 és 4:1 kozott valtoztattuk. A
titralasok soran fellépd térfogatndvekedést a kiértékelésre hasznalt szamitogépes
program figyelembe vette.

A méréseket szamitogép altal vezérelt Mol-AcS mikrobiiretta és MOLSPIN
pH-méré segitségével végeztiikk, amelyhez Metrohm 6.0234.110 kombinalt
iivegelektrodot hasznaltunk. A lagoldatot 0,5 cm’® végtérfogati Hamilton
fecskenddvel adagoltuk.

Komplexkémiai vizsgalatokban a pH-potenciometria, az altala nyert
informaciok kovetkeztében, alapvetd fontossagl, azonban vannak hianyossagai.
El6fordulhat, hogy egy rendszer tobb, kémiailag realis modellel is kozelitoleg
egyforman jol leirhato, vagy két részecske képzddése azonos pH-effektussal jar és
ezzel a modszerrel egymastdl nem kiillonboztethetok meg. Tovabba a
meghatarozott stabilitasi allandok nem adnak felvilagositast arr6l, hogy a képz6do
komplexekben milyen kotésmod valosul meg, milyen a komplex geometriaja. Igy
az oldategyensulyi jellemzéshez mas, szerkezeti informacidkat nyujtd vizsgalatok
is sziikségesek (pl. UV-lathaté spektrofotometria, cirkuldris dikroizmus, NMR
vagy ESR spektroszkopia) a pH-potenciometrias mérések eredményeinek
alatdmasztasahoz.

3.5. UV-lathato spektrofotometria
A spektralis vizsgalatokat Cu(Il)- és Ni(Il)-ionokat tartalmazd rendszerekben
végeztiikk 300-800 nm hullamhossztartomanyban. A spektrumokat Perkin Elmer

Lambda 25 tipusu kétsugaras UV-vis spektrofotométeren vettilk fel kiillonb6zo
pH-értékeken, kiilonbdz6 fémion-ligandum aranyoknal. A ligandumkoncentracio
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1x107 - 2x10~° mol/dm’ koncentracidtartomanyba esett. 1,000 cm uthossza kvarc
kiivettat hasznaltunk. A felvett spektrumok elemzését a gyartd cég altal biztositott
szoftverrel végeztiik, valamint a kapott adatokat MS Excel tablazatkezeld program
segitségével abrazoltuk.

Az atmenetifém-komplexekben d-d atmenetek jatszodnak le. A kdzponti ion
d-palyai a ligandumok elektromos terének hatasara eltéré energiajuak lesznek, és
felhasadnak. A felhasadd d-palyak kozotti elektronatmenetek kovetkezménye a
jellemzé fényelnyelés. A spektrumok elemzésével a képzodott komplexek
szerkezetére, geometridjara, a donoratomok szamara és kémiai jellegére lehet
kovetkeztetni. Az emlitett fémionok komplexeinek spektroszkopiai sajatsagait mar
széles korien vizsgaltak, igy az irodalomban szdmos adat all rendelkezésiinkre.

A réz(I)komplexekre jellemzé tetragonalisan torzult oktaéderes térben az 2Eg
alap- és 2T2g gerjesztett allapotu energiaszintek négyfelé hasadnak (gyenge és
erésteri ligandumok esetén egyarant, bar kiilonbozoképpen), és az abszorpciods
spektrumban az ezek kozotti haromféle d-d atmenetnek (dy,(dy,)—dey2; dey—diey;
d,—de.y2) kellene megjelennie. Azonban nagyon gyakori az egyetlen savva valo
Osszeolvadasuk. Intenzitdsuk nagymértékben fiigg a rézhez koordinalodo
donoratomok szamatol és mindségétal, illetve a pontos térbeli szerkezettol is.

Kordbban megfigyelték, hogy csak az ekvatoridlis sikban koordinalt
donoratomoknak van nagymérték{i hatasa az abszorpciés spektrumra. A N-, illetve
kisebb mértékben az O-donorok a rovidebb hullamhosszak tartomanyaba toljak el
az abszorpcidés maximumot, tovabba megallapitottak, hogy a donoratomok
koordinalodasahoz rendelhetd hatas additiv. Axialis koordinacié hidnyaban Sigel
és Martin altal felirt empirikus egyenlet alapjan a varhatd A, kozelitd értéke
szamolhato (9. egyenlet). Spektrofotometrias mérések alapjan szimos aminosav és
peptid jellemzd donoratomjainak hozzajarulasi tényez6it (x;) adtak meg."* (n: a Apax
értékére hatassal 1évo (hozzajarulasi tényezdvel rendelkez6) donoratomok szama)

g 21000 ©)

‘max n
Z X
i=1

Az alkalmazasat azonban az korlatozza, hogy az 0sszefiiggés nem veszi figyelembe
a kelatgyiiri méretét és a ligandumban jelen 1év0, koordinacidban nem résztvevod
szubsztituenseket.

Komplexeiben a Ni(I)-ion leggyakoribb koordinacios szama 4 és 6. A 6-0s
koordinacios szamt, oktaéderes geometriajii, nagy spinszami komplexek gyenge
teri ligandumokkal képzédnek, amelyhez harom, a Laporte-szabalyban
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megfogalmazott tiltas kovetkeztében viszonylag kis intenzitasu
(Emax < 30 dm’mol'ecm ™) spinmegengedett d-d dtmenet tartozik. A harom elnyelési
sav a lathato (és azzal hataros UV/NIR) tartomanyban taldlhaté: ‘A, — °T,
1430-770 nm, *A, — T, (F) 910-500 nm, *A, — *T, (P) 520-370 nm. Ezeken kiviil
létezik egy még kisebb intenzitasu, spin tiltott (A, — 'E) atmenet is, amely
altalaban csak vallként jelenik meg valamelyik cstcson. A 4-es koordinacios
szamu, tetraéderes Ni(Il)-komplexek spektrumaban mar nagyobb intenzitast
(Emax ~100 dm’mol 'em™) savok talalhatok az 500-900 nm
hullamhossztartomanyban. A szintén 4-es koordinacios szami, siknégyzetes térbeli
szerkezeti, kis spinszam komplexek gyakran képzddnek, kiillondsen erds teri
ligandumok (pl. peptidek amidnitrogénje) esetén. Ezek a komplexek 400-550 nm
korili  elnyelési  savval  rendelkeznek, amelyek nagy intenzitastiak
(Emax ~50-500 dm’mol 'em™). Mindemellett egy masodik, még intenzivebb sav

talalhaté 430 nm alatt, amely gyakran toltésatviteli eredeti.” !

3.6. Cirkularis dikroizmus spektroszképia

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia'”? a polarizalt fény és egy
optikailag aktiv anyag kolcsonhatasan alapul. A sikban polarizalt fény egy balra és
egy jobbra cirkularisan polarizalt fénysugar 6sszegének tekinthetd, amelyek azonos
fazisban vannak és amplitidojuk megegyezik. Az optikailag aktiv anyagok
kiilonb6z6 abszorpcids (extinkcids) koefficienssel és torésmutatoval rendelkeznek
a kétféle cirkularisan polarizalt fénysugarral szemben, igy abszorpcids kiillonbség
mutatkozik, ami elliptikusan polarizalt kilépé fényt eredményez. (Az
abszorpcidoban mutatkozo kiilonbség a teljes abszorpcionak csupan kb 1 %-a.)

A cirkularis dikroizmus (CD) gorbét agy kapjuk, hogy a kétféle fénysugar
abszorpcios kiilonbségét (Ae = a1 — €jopp) mérjiik a hulldmhossz fliggvényében.
Tulajdonképpen a cirkularis dikroizmus (mas néven Cotton-effektus) a sikban
polarizalt fény két Osszetevojének kiillonbozé abszorpcidja. A CD gorbe
maximumai €s minimumai az elektrongerjesztési abszorpcids spektrum maximuma
helyén, illetve ahhoz kozel jelentkeznek, valamint viszonylag keskeny Gauss-
gorbék, ellentétben az elektrongerjesztési spektrummal. Csak azoknak a
molekuldknak van CD spektrumuk, amelyek optikailag aktivak, azaz nem
tartalmaznak masodrendli szimmetriaclemet.

A fémkomplexek optikai aktivitisa szarmazhat a komplex molekula

--------
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okozhatja egyrészt a kozponti atom koriili aszimmetrikus elrendezddés, masrészt a
komplexképzddés hatasara a ligandum donoratomjan kialakuld aszimmetria. Ha a
komplex optikai aktivitisa a komplexképzddés alatt alakul ki, akkor a
komplexképzddéssel a két enantiomer racém elegyét kapjuk, amelyekhez azonos
értékil, de ellentétes eldjelii Cotton-effektus tartozik, igy kioltjak egymast. Ezeket
az enantiomereket csak kinetikailag inert komplexek esetében lehet elvalasztani és
vizsgalni.

A Ni(II)- és Cu(Il)-peptidkomplexeinek vizsgalatara széleskoriien alkalmazott
szerkezetvizsgalati modszer a CD spektroszkopia.'™ '

Egyszer(i di- és tripeptidkomplex CD spektroszkopias tanulmanyozasa soran kapott
eredményeket és az ezekbdl levonhato kovetkeztetéseket Sigel és Martin foglalta
ossze."* A hexadekan-szabalyt'” is figyelembe véve megallapitottik, hogy egy
XYZ tripeptid fémkomplexének Cotton-effektusa adott hulldmhosszon a
kovetkezOképpen szamithato (G glicint jeldl):

A& XY = Ag, X6 1 Ag,OYG 4 Ag, 697 (10)

Tovabba a komplexekben azonos kémiai mindéségii, de kiilonbdzé pozicidban 1évo
optikailag aktiv csoportok kiilonb6z6 nagysagli Cotton-effektust eredményeznek:
A ¢ > A9 > Ag XYY, Ez magyarazhato azzal, hogy a kozponti fémionhoz,
mint kromoforcsoporthoz kapcsolodd kiilonbdzé donorcsoportok nem azonos
hatasfokkal tovabbitjak a kiradlis informaciot. Hatasuk aminonitrogén <
karboxilatoxigén < amidnitrogén sorrendben nodvekszik. Tovabba minél tavolabb
van egy kiralitascentrum a kromoforcsoporttél, annal gyengébb effektust
eredményez.

A CD méréseket a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztik egy
JASCO-810 tipust spektrométeren. A spektrumokat kiilonb6zé fémion-ligandum
aranyoknal, illetve kiilonbozé  pH-értékeknél rogzitettik  200-800 nm
hullamhossztartomanyban, szobahomérsékleten, 0,100 és 1,000 cm uthosszusagu
kiivettakban. A kiértékeléshez a gyartd altal biztositott szoftvert hasznaltuk, a
spektrumok abrazolasahoz pedig a MS Excel tablazatkezeld programot.

3.7. Rezonancia spektroszkopia
"H NMR spektroszkopia
Az altalunk szintetizalt ligandumok tisztasdgat 'H NMR mérésekkel is

ellendriztiik, valamint felvettiik a szabad ligandumok spektrumait kiilonb6z6 pH-
értékeken. Az altalunk vizsgalt komplexek kozil egyes Ni(Il)- és Zn(I)-
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komplexek korében végeztiink 'H magmégneses-rezonancia méréseket is. A
siknégyzetes nikkel(Il)komplexek minden esetben diamagnesesek a d-palyak
nagymértékli felhasaddsa miatt. Az NMR iddskalajahoz viszonyitva ezekben a
komplexekben a ligandumcsere sebessége tobbnyire lass, ami azt eredményezi,
hogy a szabad és a koordinalt ligandum jelei kiilonb6z6 kémiai eltolodas ()
értékeknél jelennek meg. A kémiai eltolodas értékének valtozasa (a szabad
liganduméhoz viszonyitva), a jelek szdma ¢€s felhasadasa informaciot szolgaltathat
a komplexek koordinacios moédjardl. A cink(Il)komplexek esetében a gyors
ligandumcsere miatt sokszor az egyes asszocidtumok jelei nem kiiloniilnek el.
Mivel e komplexek vizsgalatara a spektrofotometria és a CD spektroszkopia nem
alkalmazhat6, néhany esetben informativ lehet a 'H NMR.

Meéréseinkhez 99,8%-0s izotoptisztasagh D,O-t (ISOTEC Inc.) hasznaltunk
oldoszerként. A mintdk koncentracidja a rendelkezésiinkre all6 ligandum
fém-ligandum arany 1:2 volt. Az oldatok pH-jat NaOD és DCI vagy DNO; oldatok
segitségével allitottuk be, belsé standardként natrium-2,2-dimetil-2-szilapentan-5-
szulfonatot (DSS) hasznaltunk. A mérések soran vizes oldatbeli pufferre kalibralt
elektroddal felszerelt pH-méré altal kijelzett értékek a D,0-oldatokban
pH*-értékeknek felelnek meg, amelyeket a Gross-Butler-Purlée egyenlet''7® (11.
egyenlet) segitségével tudjuk atszamolni a pD-skalara:

pD =pH* + 0,44 (11)

Az '"HNMR spektrumokat Bruker AM 360 MHz FT-NMR késziiléken vettiik

fel, a kiértékeléshez pedig az 1D WIN-NMR Bruker szoftvert hasznaltuk.

ESR spektroszkopia

A parositatlan elektront tartalmazd, azaz paramagneses részecskék
tanulmanyozasara alkalmas modszer az elektronspin-rezonancia spektroszkopia
(ESR), amelyet elektron paramagneses rezonancianak (EPR) is neveznek. Az
altalunk vizsgalt tetragonalisan torzult oktaéderes Cu(Il)-komplexek is
paramagneses sajatsagliak. Az ESR spektralis paramétereket (g, A|) Osszevetve
mar ismert szerkezetli komplexek paramétereivel, kovetkeztethetiink a fémion
koril kialakuld koordinaciés modra, a koordinalédé donoratomok kémiai
mindségére, valamint az esetleges térbeli szerkezet valtozasaira.

Az ESR méréseket olaszorszagi Sassari Egyetemen a kutatocsoportunkkal
szakmai egylittmtkodésben alld6 bioszervetlen kutatocsoport tagjai végezték.
HP53150A mikrohullami frekvencia szamlaloval felszerelt Bruker EMX
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spektrométer segitségével vették fel az ESR spektrumokat 120 K-re lefagyasztott
mintakban, kiilonb6z6 pH-kon ¢és kiilonb6zé fémion-ligandum aranyoknal. A
mérésekhez hasznalt fémtorzsoldat *Cu(NO;),-ot tartalmazott.
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A prion peptidfragmensek komplexképzodési folyamatai

Az értekezésben targyalt harom prion peptidfragmens (HuPrP(84-114)H85A,
HuPrP(84-114)H96A és a HuPrP(76-114)) sav-bazis tulajdonsagait és
réz(Il)komplexeit kutatocsoportunkban korabban mar jellemezték.'*® ' A 2.
tablazatban tajékoztatolag tiintettiik fel a harom peptid protonalodasi allandoit.

2. tablazat: A HuPrP(84-114)H85A,"*® HuPrP(84-114)H96A'*® és a HuPrP(76-114)"*
prion peptidfragmensek protonalodasi allandéi (logB), I = 0,2 mol/dm’® (KCI), T = 25°C
HuPrP(84-114)H85A  HuPrP(84-114)H96A  HuPrP(76-114)

[HLT 10,65 10,65 11,16
[H,L]** 21,06 21,01 21,59
[HsL]* 31,04 30,99 31,57
[HL]* 40,35 40,32 40,71
[HsL]™* 46,94 46,87 47,67
[HeL1* 52,72 52,64 54,05
[H,L]™" - - 60,07
[HsL]¥ - - 65,43
PK(HiS )s1ag 6,19 6,16 6,18
PK(LYS itiag 10,09 10,08 10,18

4.1.1. A prion peptidfragmensek nikkel(II)komplxei

4.1.1.1. A két hisztidint tartalmazé prionfragmensek nikkel(Il)komplexei

A két hisztidint tartalmazd6 HuPrP(84-114)H85A ¢és HuPrP(84-114)H96A
peptidek a prion fehérjének olyan mutans részletei, ahol harom hisztidinbdl egyet
alanin helyettesit. A HuPrP(84-114)H85A esetében a H85 helyett van alanin, igy
ez az oligopeptid a két oktarepeat tartomanyon kiviili H96-t és H111-t tartalmazza.
A HuPrP(84-114)H96A azonban a H85-t és a H111-t, azaz mindkét tartomanybol
tartalmaz hisztidint. Ennek megfeleléen a komplexképzddésben is vannak
kiilonbségek. Ez a mutacio kivald lehetdséget nyujt a kiillonbozo tartomanyokbol
szarmaz6 hisztidinek koordinacidés kémiai Osszehasonlitasara. Potenciometris
titralassal meghataroztuk mindkét 31 aminosavegységet tartalmazo oligopeptid

rrrrr
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adatokkal. 1:1 és 2:1 nikkelion-ligandum aranyu rendszerek pH-potenciometrias
titralasaval meghatarozott Ni(II)-komplexek stabilitasi allandoéit a 3. tdblazatba
gyljtottiik ossze.

3. Tablazat: A HuPrP(84-114)H85A ¢és a HuPrP(84-114)H96A prionfragmensek
Ni(IT)-komplexeinek stabilitasi allandéi (logB), 7 = 0,2 mol/dm® (KCI), 7= 25°C (a
zarodjelben 1évo értékek a standard deviaciot mutatjak)

HuPrP(84-114)H85A HuPrP(84-114)H96A

[NiH,L]* 42,68(4) 42,76(2)
[NiH;L]** 34,33(17) 34,53(4)
[NiH,L]* 26,28(20) 26,08(5)
[NiHL]* 19,16(2) 18,46(5)
[NiL]* 9,74(3) 9,07(2)
[NiH ,L]" 0,04(2) -0,89(2)
[NiH ,L] -10,83(6) -11,37(2)
[NiH L]~ -20,83(2) -21,93(2)
[Ni,H ,L]* -3,16(2) -
[Ni,H ;L]" -12,91(3) -
[Ni,H 4L] -22,72(3) -
[Ni,H sL] -33,55(7) -
[Ni,H (L] —43.89(2) -
logK(Ni+Nj,,) 2,33 2,44

A Ni(II)-HuPrP(84-114)H85A rendszer titraldsa soran az oldat mindkét aranyt
rendszer esetén valamivel pH 8,0 alatt sargulni kezdett, tehat itt indul meg az
amidnitrogének deprotonalodasa és ezzel egylitt a siknégyzetes komplexek
kialakulasa. Ez extra lugfogyasztast eredményezett. Tehat ennek megfelelden ez a
ligandum képes két ekvivalens Ni(Il)-iont oldatban tartani erésen lugos
korilmények kozott is. A Ni(II)-HuPrP(84-114)H96A rendszer titralasa soran 1:1
fémion-ligandum aranynal szintén valamivel pH 8,0 alatt sargulni kezdett az oldat,
itt kezdodott el az amidnitrogének deprotonalodasa, és ezzel egyiitt a siknégyzetes
komplexek kialakuldsa. Ez extra lugfogyasztist eredményezett. 2:1 fémion-
ligandum arany esetén is megjelent a sarga szin, azonban 8-as pH-t6l mar csapadék
jelent meg az oldatban. Ez arra utal, hogy a fémion hidrolizal, a ligandum csak egy
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ekvivalens Ni(Il)-iont képes komplexek formajaban oldatban tartani. Ennek
lehetséges oka az, hogy az oktarepeat tartomanybeli hisztidinek affinitasa a Ni(II)-
ionok felé joval kisebb, mint a tartomanyon kiviilieké.

A fémion koncentracid-closzlasat a 6. abra szemlélteti a Ni(Il)-
HuPrP(84-114)H85A rendszer példajan, két kiilonbozé fémion-ligandum arany
esetén. A masik rendszer (Ni(II)-HuPrP(84-114)H96A) koncentracié eloszlasi
gorbéje is hasonld, azzal az eltéréssel, hogy csak egymagvia komplexek
képzbédésével tudtuk a rendszert modellezni. A komplexképzédés pH 6,0 kortil
kezdodik, és a spektroszkopias adatok (7. dbra) is alatdmasztjdk, hogy az
imidazolnitrogén donoratomok a kizarolagos fémion-kotéhelyek ezen a pH-n. Az
ekkor megjelend részecskének a sztochiometriaja [NiH,L]®", a stabilitasi allandojat
[logK(Ni+Nyy,)] a Ni(Il) + HsL reakciora szamolhatjuk, ami a 3. tdbldzat utolsd
soraban van feltiintetve mindkét peptidre. Ezek a logK-értékek nem nagyobbak
annal, amit az egy imidazolil-oldallancot tartalmaz6é monodentat koordinaciora
kozoltek (logK =2,48)."°% " A két imidazolil-oldallanc jelenléte makrokelat
szerkezet képzddését eredményezheti, de a kis stabilitasi allandé azt sugallja, hogy
a Ni(I)+2Ny, és a Ni(I[)+Ny, tartalmi komplexek ardnya az utobbi felé van
eltolva. Ez utalhat arra, hogy a makrokelatok nagy tagszamt gyUriiinek képzddése
kevésbé kedvezményezett Ni(Il)-ion esetén, mint Cu(Il)- és Zn(II)-ion esetében.™

1,0 1,0
! 7 b) - - -
Dy & INiH_ LI Yoo ] ian INGH LI,
2081 £ 087 [Ni,HL, L™
£0.7 N 0,7
;E 0,6 [NiHL] .E 0,6 [NLHLL]
EO,S B [NiH,|L]+ Q0,5 1
S04 NiL[ =047 sV [N HL]
2031 [\t L Eoad imL ) N L
2021 it fNaHL 2021 INiH,L]* iXLsL]
0,11 S 0,11
0,0 + 0,0 ; :
55 6,5 15 8,5 9,5 10,5 11,5 55 6,5 75 8,5 9,5 10,5 11,5
pH pH
6. abra: A Ni(I)>HuPrP(84-114)H85A rendszer fémion koncentracio-eloszlasi
gorbéje két kiilonboz6 fémion-ligandum ardnynal: (a) cign= cL = 1x1 0 mol/dm’, (b)
CNi(l) = 2% 1073 mol/dm3, cL=1x 1073 Il’lOl/dIl’l3

A HuPrP(84-114)H85A ¢és HuPrP(84-114)H96A ligandumok makrokelat
szerkezetli komplexeire szamolhato kis stabilitasi allandok kiilonb6z6 tényezok
egyiittes hatasaval magyarazhatok, Ggymint (1) a [NiH4L]®" részecske nagy pozitiv
toltésével, (2) az atomok szamanak ndvekedésével a lehetséges makrokelatokban
(31 aminosavrész), (3) a nem-koordindlodé oldallancok jelenlétével, valamint

-42 -



A prion fehérje peptidfragmenseinek fémion-szelektivitasa

valoszintlileg a (4) két Ny, nem elegend6 a nagy molekula rogzitéséhez. Ezen
komplexeknek csak a nagyon kis intenzitasu abszorpcios és CD spektruma
rogzithetd, amely alatamasztja a varakozast, miszerint azok a Ni(Il)-
peptidkomplexek, amelyekben a  Ni(Il)-ion  imidazolil-oldallancokhoz
koordinalodik, és oktaéderes szerkezetiiek.

Egy extra bazist fogyasztdé folyamat kezdédik 7,5-8,0-as pH felett, amellyel
egylitt jar a jellegzetes sarga szin megjelenése. Hasonléan mas Ni(Il)-peptid-
komplexekhez, ez arra utal, hogy az imidazolnitrogénnel kelathelyzetben 1évo
peptidkotés amidnitrogénje deprotonalodik és koordinalédik a fémionhoz
siknégyzetes szerkezetli diamagneses Ni(Il)-komplexet eredményezve. A 6. dbrdn
1évé koncentracio-eloszlasi gorbén lathatd, hogy [NiH,L]®" és [NiHL]*" a 5
részecskék pH 9,0 alatt, amikor a nem-koordinaldédé lizinek ammoniumecsoportjai
még protonalt formaban vannak jelen. A harom amidnitrogén deprotonalodasa és a
fémionhoz torténd koordinacidja kooperativ modon jatszodik le, és (3N,Nyy)
koordinacios mod alakul ki. A 2N-es és 3N-es komplexek ([NiH;L]’" és [NiH,L]*")
elhanyagolhaté koncentracioban vannak jelen.

A Ni(II)-HuPrP(84-114)H85A
rendszer abszorpcidos spektrumainak

valtozasat szemlélteti a 7. abra. Két
egymast atfed6 abszorpcids sav
jelenik meg 430 és 490 nm-nél, amely

F3 (dm3mnl"cm")

a mintak sarga szinével egyiitt a

siknégyzetes nikkel(II)komplexek

képzoédésére utal. A  pH-fiiggd
spektrumok egyetlen koordinacios 7. abra: A Ni(Il)-HuPrP(84-114)H85A=
1:1 rendszer pH-fliggd abszorpcios

mod jelenlétét tamasztjak ala pH 7,0 spektrumai (e ¢ = 1x10° mol/dm®)

és 10,0 kozott, ami egyezésben van a

[NiHL]** részecske uralkodé jelenlétével és a [NiH4L]®" makrokelat kis intenzitasa
spektrumaval. A pH novekedése pH 10,0 felett nem eredményez spektrumbeli
valtozast, az ekkor bekovetkezd  deprotondlédasok a négy  lizin
g-ammoniumcsoportjahoz rendelhetéek, aminek kovetkeztében a [NiHL]*'-tol
[NiH-;L] -ig keletkeznek részecskék valtozatlan (N, 3N") kotésmoddal.

Csak a Ni(I)-HuPrP(84-114)H85A rendszer esetén van lehetOség stabilis
kétmagvi komplexek képzodésére pH 8,5 felett. Kiilonb6z6 sztdchiometridjh
kétmagvii komplexek képzddnek [Ni,H ,L]**-t6] [Ni,H ¢L]* -ig. Az abszorpcios (7.
abra) és a CD spektrumok pH-fliggése nem mutat valtozast pH 9,5 felett, ami arra

-43 -



Fariné Turi Ildiko Margit doktori (PhD) értekezés

utal, hogy az utols6 négy deprotonalodasi reakcio a lizil-oldallanc
aminocsoportjahoz rendelhetd, és igy a [Ni;H ,L]*" sztochiometria tulajdonképpen
[(Ni,H (L)Hs]*" Gsszetételnek felel meg. A kétmagvii komplexek jelenléte
ekvimolaris oldatban nem meglepd, és hasonlé megallapitasokat mar korabban e
rendszer Cu(Il)-komplexeire is kozoltek. Ez a tapasztalat a fémion ekvivalens
kotShelyek kozotti statisztikus megoszlasaval magyarazhato.'*® '** Altalaban a
kétmagvu komplexek teljes koncentracioja 20-30 % koriil van, ami kevesebb, mint
statisztikus esetben (50 %), de hasonlé arany figyelheté meg réz(II)komplexek

esetén is.'*®

4. Téablazat: A prion fehérje mutans peptidfragmensei esetében képzd6do
4N-es Ni(Il)-komplexeinek spektralis paraméterei

) UV-vis (Apax / €) CD (Apax / Ag)
Ligandum Részecske s 3o
[(hm)/(dm’mol "cm )]  [(nm)/(dm™mol cm )]
HuPrP(84-114)H85A  [NiH ;L] 435/172 412/+3,21
480/160 (vall) 492/-4,26
[Ni,H ¢L]* 435/190 405/+0,80
485/164 (vall) 492/1,93
HuPrP(84-114)H96A  [NiH ;L] 440/158 420/-2,35
505/+1,02

A Ni(Il)-HuPrP(84-114)H96A rendszerben fémionfelesleg mellett Ni(OH),
csapadek jelenik meg pH 8,0 felett, amely ellehetetleniti a kétmagvu komplexek
stabilitasi allanddinak szamolasat, viszont a spektralis valtozasok arra utalnak,
hogy er6sen lugos koriilmények kozott ezek a folyamatok is bekovetkeznek, igy
lehetéség nyilt a teljesen deprotonalt komplexek spektralis paramétereinek
szdmolasara. A képz6d6 4N-es Ni(Il)-komplexek spektralis paramétereit a 4.
tablazatba  gyujtottik o6ssze. Mivel a HuPrP(84-114)H85A peptid két
fémionkdtohelyet tartalmaz, lehetéség van amidkotésti [NiH 3L] koordinacios
izomerek keletkezésére. Abban az esetben, ha a H96 és H111 teljesen ekvivalens
kotéhelyek, két kiilonbozo fémion-ligandum ardnynal felvett abszorpcios és/vagy a
CD spektrumok intenzitdsanak csak a teljes fémion-koncentraciotol kellene
fliggnie. A 4N-es Ni(ll)-komplexek abszorpcids spektrumai meglehetdsen
hasonloak, viszonylag széles intenziv savot mutatnak 400 és 500 nm kozott. Tehat
a lathato abszorpcios spektrum fémion-koncentracio és pH-fliggése nem eléggé
érzékeny a koordinacids izomerek meghatarozasara. Azonban az 1:1 és 2:1 aranyu
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mintdk CD spektruma kiilonbozik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a két
kotohely nem ekvivalens. Az 1:1 arany CD spektruma kifejezheté az egy- és a
kétmagvia komplexek spektrumainak szuperpozicidjabol. Ebben az esetben
szamitasba kell venni az eloszlasgorbét (6. dbra) és a kétmagvi komplex
spektrumat is, hogy a valddi egymagva komplex CD spektrumat kapjuk meg. Ezek
a spektrumok a 8. dbran egyiitt lathatok az egy hisztidint tartalmazé fragmensek
Ni(Il)-komplexeinek spektrumaval. A HuPrP(94-97) (Ac-GlyThrHisSer-NH,)
tetrapeptid a H96 koriili koordinacids helyeket modellezi, mig a HuPrP(106-114)
(Ac-LysThrAsnMetLysHisMetAlaGly-NH,) nonapeptid a H111 koriilit. Ezen
komplexek stabilitasi alland6it nem

— Ni(IT)-HuPrP(84-114)H85A

extra lug hatasara visszaoldodik, és a
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 4N-es komplexek UV-lathat6 és CD
350 400 450 500 550 600

A (am) spektrumai felveheték. A H96-t és
8. ibra: A HuPrP(84-114)HS85A, H111-t modellezé6 tetra-, illetve
HuPrP(106-114) ¢és HuPrP(94-97) prion | nonapeptid CD spektruma teljesen

peptidfragmensek  egymagvi  Ni(ID- | yii15nb628, gy alkalmazhato H96-ot
komplexeinek CD spektruma nagy pH-n

5

; 1 o Ni(II)_HuPrP(94.97) lehetséges meghatarozni pH-
E 4 Ni(Il)-HuPrP(106-114) .y v e , "1
52 /\ b metridsan a pH 8,0 koriil képz6dd
- 14 a a4 4a A i, . . . r M
'g 0 porrrrl . o nikkel(II)-hidroxid csapadék miatt.
g1 . . ot
Lt Ugyanakkor ez a csapadék tovabbi
34

-4

5

w
S
S

és Hlll-et tartalmazé mutans

koordinacids izomereinek
meghatarozasara. Hasonldé modellpeptidek spektrumdrdl Viles és munkatarsai is
ugyanezt kozolték.”® A 8. dbran lithaté Ni(II)-HuPrP(84-114)H85A = 1:1
rendszerben képz6dd egymagvil komplexeinek spektruma nagyon hasonld a
HuPrP(94-97) rendszeréhez. Ez alatamasztja azt, hogy a Ni(Il)-ionok szamara a
H96 a preferalt kotohely. Az egymagva komplexek spektruméanak matematikai
kiértékelése lehetdvé tette a koordinacios izomerek aranyanak a becslését, és a
kovetkezo értéket kaptuk a HuPrP(84-114)H85A ligandumra: H96:H111 = 98:2.
Ez az eredmény ellentéte annak, amit réz(Il)ionok esetén megallapitottak. Abban
az esetben, ha mind a két kotdhely (H111 és H96) rendelkezésre all, a réz(Il)ionok
nagyobb mértékben koordinalodnak a 111-es hisztidinhez.'** '*

A Ni(I)-HuPrP(84-114)H96A = 1:1 rendszer pH-fiiggé CD spektruman
420 nm-nél egy negativ és 505 nm-nél egy pozitiv cstcs jelenik meg (4. tabldzat).
Ezek helyzete a pH emelésével nem valtozik, csak a savok intenzitdsa né kb.
pH9,5-ig. A nikkel(I)-HuPrP(84-114)H85A =1:1  rendszer  spektralis
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paramétereivel Osszehasonlitva, szembetlinik a két rendszer CD aktivitdsanak
kiilonbsége. Ahol az egyik esetben pozitiv cstcsot észleliink, azon a helyen a masik
rendszer spektrumaban negativ cstics talalhato. Azaz tiikorképei egymasnak. Mivel
a Ni(Il)-ion kiilonb6zd hisztidinekhez valé koordinacidjakor felvehetdé CD
spektrumok jelentdsen eltérnek egymastol, ebben az esetben is alkalmas
Osszehasonlito vizsgalatok elvégzésére. A Ni(II)-HuPrP(84-114)H96A  rendszer
CD spektrumanak lefutasa 10,0-es
pH-értéken pontosan olyan, mint a

2

—Ni(I)-HuPrPB4-119H6A ', 4, ,

| o Ni(I)-HuPrP(106-114) . ..
+ Ni(I-HuPrP(76-91) //\\\

-

=

nonapeptid Ni(Il)-komplexeié, ami
alatamasztja a HI11  kotohely

-
L

o
.

uralkod6 jellegét az oktarepeat
tartomanybeli H85-hez képest (9.
abra). Az oktarepeatbeli hisztidinhez

Ae (dmsmul'lcm'l)

£y
.

&

T T T T T
300 350 400 450 500 550 600

kotédé Ni(Il)-ionok esetén is ezen a A (@m)

helyen tapasztalunk elnyelést, de ez 9. dbra:  Ni(I)-HuPrP(84-114)H96A,
Ni(I)-HuPrP(106-114)  és  Ni(Il)}—

; e HuPrP(76-91) rendszerek CD spektruma

(>11,5) szamottevd mértékii. (cnian= ¢ = 1107 mol/dm®, pH = 10,0)

csak nagyon nagy pH-értéken

4.1.1.2. A négy hisztidint tartalmaz6 prion fragmensek nikkel(II)komplexei

A peptid protonalodasi allandodira kapott értékek jo egyezésben voltak a
réz(I)komplexeik vizsgalatakor mar korabban kozolt allandokkal.'*® Azt talaltak,
hogy a ligandum négy ekvivalensnyi réz(Il)iont képes megkotni egy-, két, harom-
és négymagvu komplexek formajaban. Ennek megfelelden a potenciometrikus
titralasokat a Ni(II)-HuPrP(76-114) rendszer esetében is négy kiilonbozo fémion-
ligandum aranynal végeztiik 1:1 és 4:1 kdzott. Azonban 3:1 €s 4:1 arany esetében
nikkel(II)-hidroxid csapadék volt megfigyelheté pH 8,0 felett, amely pH 12,0 alatt
nem is oldodott vissza teljes mértékben. Ennek kovetkeztében a rendszer
egyensulyi elemzése a homogén 1:1 és 2:1 aranyt mintdkra korlatozodott. A
képz6dé Ni(Il)-komplexekre kapott stabilitasi allandok az 5. tablazatban
talalhatok, illetve a koncentracio-eloszlasi gorbéket a 10. abra szemlélteti 1:1 és
2:1 nikkel(Il)ion-ligandum arany esetén.
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5. Tablazat: A HuPrP(76-114) prionfragmens Ni(II)-komplexeinek stabilitasi
allandéi (logp), I = 0,2 mol/dm® (KCI), T' = 25°C (a zaréjelben 16v6 értékek a
standard deviaciot mutatjak)

HuPrP(76-114)

[NiH L]* 44,80(5)
[NiH,L]* 28,84(6)
[NiL]** 11,38(6)
[NiH.,L] —-8,88(6)
[Ni,H ,L]* ~1,50(6)
[Ni,H_4L] -20,18(4)
[Ni,H_sL] -30,32(5)
log K(Ni+Np,) 4,09
) 1,0 ; b) 1,0
a: 2:3 . [NiH,L|* . z:: LI [NiH_L]
g7 mar DK Ny S0
£0,6 £ 0,6
20,5 - . - =05
S04 MEEL S NHL
203 INi;H L™ =0,
'E 2: 1 INiH é g; [NiH,L]*/
0,1 0,1 -
0,0 : . : : : 0,0 . ; = . .
55 6,5 7,5 8,5 95 10,5 11,5 5,5 6,5 75 8,5 9,5 10,5 11,5
pH pH
10. abra: A Ni(II)-HuPrP(76-114) rendszer fémion koncentracio-eloszlasi gorbéje
két kulonbozo fémion-ligandum aranynal (@) cniap= cL = 1x10* mol/dm’, (b)
Cniqn = 2% 107° mol/dm?, ¢; = 1x10 > mol/dm’

Osszehasonlitva a 6. és a 10. dbrat, nagyobb fémion-megkdtéképesség
mutatkozik HuPrP(76-114) esetén, mint a két hisztidint tartalmazo fragmenseknél.
Az abszorpcids és CD spektrumok alapjan a siknégyzetes Ni(Il)-komplexek
pH 7,0-ig nincsenek jelen, és a [NiH,L]*"
a Ni(Il)-ion a hisztidin imidazolil-oldallanca altal koordinalt makrokelat
formajaban talalhat6. A lizil-oldallancok pK-értékeit figyelembe véve, amelyek
ebben a pH-tartomanyban protonaltak, a Ni(II) + HyL reakcidra kaphaté logK-érték
4,09 (5. tdblazat). Ez az érték jelentdsen nagyobb a két hisztidint tartalmazo
peptidek esetén szadmolt értékeknél (3. tabldzaf). Mivel itt Osszesen négy
imidazolnitrogén all rendelkezésre a makrokelat kialakulasdhoz, ez lehet a
magyardzata, hogy a HuPrP(76-114) peptid képes megkotni a Ni(Il)-ionok kb.

részecske oktaéderes komplex, amelyben
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srer

megjegyezni, hogy a szamolt logK-érték sokkal kisebb, mint a réz(Il)-, illetve
cink(II)komplex esetében (8,84, illetve 5,58).>* Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
szabalyos oktaéderes szerkezetli Ni(Il)-ionoknak csdkkent hajlamuk van a
makrokelat képzodésre.

pH 7,0 felett minden fémion-ligandum aranynal extra bazist fogyasztd folyamat
kezdddik, és ez jelentds spektralis valtozassal jar egylitt, amely a siknégyzetes
geometridju diamagneses Ni(Il)-komplexek képzodésére jellemzo. Ez a valtozas
10-es pH-ra 1:1 és 2:1 aranyu nikkel(IT)—peptid rendszereknél befejezddik, ami arra
utal, hogy az amidnitrogének altal koordinalt komplexek képzdédése 7,0 és 10,0
kozotti pH-tartomanyban zajlik, és a tovabbi deprotonalddasi reakcidk a lizinek
ammoniumcsoportjaihoz tartoznak. Masrészrol meglepd, hogy az egymagvi
komplexek esetén néhany részecske stabilitasi allandoja nem szamolhatoé (pl.
[NiHL]** és [NiH_,L]"). Ez lehet annak az eredménye is, hogy az amidcsoportok és
a lizin ammoniumcsoportok deprotonaldodasa nagyban atfednek egymadssal, és a
kétmagvu komplexek képzddése is ebben a pH-tartomanyban kovetkezik be. Ezek
a hianyz6 részecskék jelen lehetnek a rendszerben, de tul kis koncentracioban
ahhoz, hogy klasszikus analitikai moddszerekkel detektaljuk. A nagy
koncentracioban jelenlevé [NiH,L]* egymagvi komplex koncentracio-maximuma
pH 8,0-8,5 koril van. Itt a (Npu,2N ,Np,) koordinaciés mod kialakuldsa
feltételezhetd két hisztidin részvételével. Ez is egy 4N-es komplex, de csak sziik
pH-tartomanyban 1étezik, mert pH 9,0 felett a makrokelatban résztvevo
imidazolnitrogén az oOttagu kelatgyliriben egy harmadik amidnitrogénnel
helyettesitédik. 1:1 fémion-ligandum arany esetében pH 9,5 koriil [NiL]*" az
uralkodo6 részecske, amelynél figyelembe véve a minta spektrumait, és az elsé lizin
viszonylag kis pK-értékét, a valodi sztochiometria a kovetkezoképpen adhaté meg:
[(NiH 5L)H;]*", ahol (3N "Ny, kétésmod valosul meg és harom lizil-oldallanc még
protonalva van.

A 10. abran lathato, hogy a kétmagvi komplexek is jelen vannak ekvimolaris
oldatban viszonylag kis koncentracioban. Azt mar korabban targyaltuk, hogy tobb
kotohely egyiittes jelenléte eredményezheti a tobbmagvi komplexek képzddését;
ahogyan azt a két hisztidint tartalmazé peptideknél is megallapitottuk, valamint a
megfeleld réz(Ilkomplexekre kordbban kozolték.'* A koncentracio-eloszlsi
gorbékbol vilagosan latszik, hogy kétmagvu komplexek csak pH 8,0 felett
képzodnek, ahol az imidazolil-oldallancot is fliggetlen fémionkotohelyként kell
tekinteni, és a mellette 1évé amidcsoport is részt vesz a fémion koordinalasaban.
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9-es pH-értéknél a f6 részecske sztochiometriaja: [NiH L], ami (3N ,Nj,)
kotésmodot foglal magaba, azonban a valddi sztdchiometridja: [(NiH-¢L)Hy4]. A
spektralis adatok Osszhangban vannak ezzel a megallapitassal, mivel pH 9,0 felett
nem tapasztalhat6 valtozas.

Az egyensulyi vizsgélatok nem teszik lehetévé a rendelkezésre 4llo hisztidil-
oldallincok = megkiilonboztetését. A

cirkularis dikroizmus spektroszkopia z
alkalmas technika a prion fehérje |7 .
fliggetlen kotohelyeinek tisztazasara a —‘g 0
Cu(I)- és Ni(Il)-komplexekben.”” "' A |2
~ -2
CD spektrumok fémion- ¢és pH- | <,
fiiggésének  kiértékelése,  valamint 4 : : : ‘ :
. L, . . 300 350 400 450 500 550 600
Osszehasonlitasuk a  kis  peptid- A (nm)

. 11. dbra: A Ni(I)-HuPrP(76-114)
modellekével, amelyek csak egy AR
RN ‘ rendszer kiilonb6z6 fémion-ligandum
hisztidint tartalmaznak, lehet6vé teszi a | aranynal felvett CD  spektrumainak
hisztidinek ~ megkiilonboztetését. A | Osszehasonlitasa (pH=11,5)

pH 8,0 felett 3:1 és 4:1 nikkel(II)-

HuPrP(76-114) rendszerekben képzddott csapadék lehetetlenné tette a harom- és
négymagvu komplexek stabilitasi allanddinak szamolasat, de nagy pH-értéken a
spektrumaik regisztralhatok, ahol a csapadék részlegesen visszaoldodott. A 11.
abra a Ni(I)-HuPrP(76-114) rendszer CD spektrumait szemlélteti négy kiilonb6z6
fémion-ligandum  aranynal  (1:1-t61 4:1-ig) 11,5-6s pH-értéken. Ez
Osszehasonlithatd az egy és a két hisztidint tartalmazo peptidfragmensek
nikkel(Il)komplexeinek CD spektrumaval (8. és 9. dbra). Az Osszehasonlitasbol
vilagosan latszik, hogy HuPrP(76-114) fragmensnek nikkel(II)ionok részére az
elsddleges fémionkotéhelye a H96, amelyet a H111 kdvet. Mindkét hisztidin az
oktarepeat tartomanyon kiviil helyezkedik el, és a fémionok megkotése 7,5 és 9,5
kozotti pH-tartomanyban zajlik. pH 10,0 felett 3:1 és 4:1 arany esetében tovabbi
spektralis valtozas figyelhetd meg, amely utal arra, hogy a Ni(Il)-ionok az
oktarepeat tartomanybeli hisztidinekhez is koordinalédhatnak.

4.1.2. A prion peptidfragmensek nikkel(II)/réz(Il) vegyes fémkomplexei

A HuPrP(84-114)H85A peptidfragmens réz(Il)- és nikkel(Il)ionnokkal is képez
kétmagvi komplexeket; mig a HuPrP(84-114)H96A csak réz(Il)ionnal képez
kétmagva komplexeket. Ezért célunk volt megvizsgalni, hogy mindkét fémion
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jelenléte esetén van-e lehetéség vegyes fémkomplexek kialakulasara, ahol a
réz(Il)ion az egyik, a nikkel(Il)ion a masik koordinacids helyet foglalja el. igy
ekvimolaris koncentracioban Cu(Il)- és Ni(II)-iont, valamint ligandumot tartalmazo
mintakban potenciometridsan meghataroztuk a képz6dd vegyes fémkomplexek
stabilitdsi allandoit (6. tdbldzat), ezt kovetéen pedig UV-lathaté ¢és CD
spektroszkopia alkalmazasaval alatamasztottuk a titralas alapjan szamitott
modellrendszert és meghataroztuk a komplexekben megvalosuld szerkezeteket,
illetve kotésmodokat.

6. Tablazat: A HuPrP(84-114)H85A ¢és a HuPrP(84-114)H96A
prionfragmensek Ni(I)/Cu(Il) vegyes fémkomplexeinek stabilitasi allandoi
(logP), I = 0,2 mol/dm® (KCI), T' = 25°C (a zarojelben 1évé értékek a standard
deviaciot mutatjak)

HuPrP(84-114)H96A  HuPrP(84-114)H85A

[CuNiL]** 19,11 (8) -

[CuNiH_,L]* - 11,23 (15)
[CuNiH ,L]* 1,24 (7) 3,48 (6)
[CuNiH 5L]" 7,88 (5) -6,28 (10)
[CuNiH_4L] -18,37 (15) -16,09 (10)
[CuNiH sL] -28,31 (10) 27,01 (15)
[CuNiH (L]* -39,03 (8) -37,53 (12)

A kisérleti adatok értelmezése el6tt fontos megemliteni, hogy mindkét ligandum
négy lizil-oldallancot tartalmaz, amelyeket nem tekintiink fémionko6tohelynek.
Ezen kivil pH 9,0 alatt protonalt formaban vannak jelen, azaz a képzddo
komplexek sztochiometriajanak megadasanal ezt célszerli figyelembe venni. Ezen
kiviil a Ni(Il)-torzsrendszerek esetében az amidnitrogének deprotonalodasa mindig
kooperativ modon zajlik és atfed a lizil-oldallancok deprotonalodasaval. Ennek
kovetkeztében adott részecskében a koordinalddott amidnitrogének és deprotonalt
lizil-oldallancok szamat nem lehet egyértelmiien meghatarozni. Ezzel az atfedéssel
magyarazhatd az egyes sztochiometriaju részecskék hianya. Ezek a részecskék
ugyan képzddhetnek, viszont koncentraciojuk tul kicsi ahhoz, hogy a klasszikus
technikakkal detektalni tudjuk.

A 12. abran egyszerusitett koncentracio-eloszlasi gorbéket lathatunk, amelyek
az egy- ¢és kétmagvau Cu(Il)-, illetve Ni(Il)-komplexek Osszesitett moltortjét,
valamint az 6sszes Cu(Il)-, Ni(I)- és vegyes fémkomplex moltortjét abrazolja a pH
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fliggvényében (figyelembe véve a réz(I)'*® - és nikkel(Il)komplexek (3. tabldzat),
illetve a vegyes fémkomplexek stabilitasi allandoéit (6. tdblazat) is). A
vizsgalatokbol két fontos kovetkeztetést vonhattunk le. Egyrészt a makrokelat
szerkezetl részecskék, ahol az imidazolnitrogének a kizarélagos koétdhelyek, csak
egymagvu fémkomplexek esetén képzodnek. Masrészt a vegyes fémkomplexek
képzédése csak abban a pH-tartomanyban lehetséges, ahol a réz(Il)- és
nikkel(Il)ionok is eldsegitik az amiddeprotonalddast, azaz pH 8,0 felett. Mindkét
koncentracio-eloszlasi gorbérdl (12. dbra) egyértelmiien latszik, hogy pH 8,0 alatt
mindkét ligandum tobbnyire Cu(ll)-komplexben kotott. A 3N- és 4N-es
kotésmodok kialakulasa szabadda teszi a masodik hisztidil-oldallancot, igy az
nagyobb pH-értéken elérhetdvé valik a Ni(Il)-ionok szamara. Ennek kovetkeztében
vegyes fémkomplexek alakulnak ki, amelyben mindkét fémion kordl (3N ,Nyy,)
koordinacios mod alakul ki.

a) ;’: uPrpP(84-114)H85A b) ;’: uPrP(84-114)H96A vegyes
:E 0‘8 | osszes Cu(II)-komplex :E o‘s | Gsszes Cu(l)-komplex komplexel
=0 vegyes 3’ )
207 : komplese 20,7 - ; magvi
< 0,6 1 egymagvu kY p fg 0,6 q Cu(Ikgmplex
4 054 Cu(ID-komblex 4 205
= kétmagvi Y g !
0,4 1 Cu(II)-komplex AgsszesNiQ = 04 Kétmagvii
3031 kétmagvi ¢\ Ykomplex 30,3 Cu(IT)-komplex
20‘2 ] fgymagvi Ni(I)-ko Ieyf,' :_3 02 - s
:E 0,1 i(IT)-komplex > HE 0,1 Ni(lbf)-komplcx
= 0,0 - - - - - - = 0,0 - -
3 4 5 6 pH 7 8 9 10 3 4 5 6 pH 7 8 9 10
12. abra: Ligadum koncentracio-eloszlasi gorbék az
Ni(IT)/Cu(Il)~HuPrP(84-114)H85A (a) és a Ni(II)/Cu(ll)~HuPrP(84-114)H96A (b)
-3 3
rendszerekben (cc, = cn; = cL = 1x10° mol/dm”’)

A két rendszer koncentracio-eloszlasat Gsszehasonlitva kiilonbség figyelhetd
meg nagy pH-n. A Ni(Ill)/Cu(Il)-HuPrP(84-114)H85A rendszerben a vegyes
fémkomplexek mennyisége mar 9-es pH-értéknél maximumot ér el, és a
ligandumnak koriilbeliil 60 %-a ilyen forméaban van jelen. Ezzel szemben a
Ni(IT)/Cu(Il)-HuPrP(84-114)H96A rendszerben a vegyes fémkomplexek jelenléte
majdnem kizarolagos. Azonban ez nem meglepd, ha figyelembe vessziik, hogy a
kétmagvu komplexek csak a Cu(ll)-tdrzsrendszerek esetében képzddtek, ahol az
oktarepeat tartomanybeli H85 ¢és a kiils6 HI11 is réz(Il)ion-kdtohelyként
viselkedik; és a Ni(II)-térzsrendszerekben képz6dé egymagvu komplexeknél csak a
HI111 a fémkotdhely. Mindazonaltal a két fémion egyidejii koordinalasa arra enged
kovetkeztetni, hogy a Ni(Il)-ion modosithatja a Cu(Il)-ion eloszlasat a
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13. abra: A

Ni(II)/Cu(II)-HuPrP(84-114)H85A rendszer
pH-fliggd abszorpcios spektrumai (cyian =
ccum = cL= 1x10° mol/dm’)

rendelkezésre allo kothelyek kozott.
Ezeket a  megallapitasokat az
abszorpcios ¢és CD mérések s
meggy6zden alatamasztjak.

A 13.abran a Ni(Il)/Cu(l)—
HuPrP(84-114)H85A rendszer pH-
fliggd abszorpcios spektrumai
lathatéak. 5,0 és 7,0 kozotti
pH-tartomanyban csak a Cu(Il)-
komplexekre jellemzd abszorpcios sav
észlelheté 600 nm koriil, amely a pH
emelkedésével kékeltolodast szenved

a koordinacios szféraban résztvevd nitrogéndonorok szadmanak novekedése

kovetkeztében. Enyhén lugos pH-n 490 nm-en egy intenziv sav jelentkezik, amely

a siknégyzetes geometriaju Ni(Il)-komplexek képzodéséhez rendelhets. Tehat a
peptidfragmens képes egyidejiileg megkotni a két fémiont, azonban az UV-lathatd
spektrofotometria nem alkalmas az egyes kotohelyek megkiilonboztetésére,

azonban a CD spektroszkopia igen.

A 14. abra 11,5-6s pH-értéken hasonlitja O6ssze a HuPrP(84-114)H85A
peptidfragmens vegyes fémkomplexeinek CD spektrumat a Cu(Il)- és Ni(Il)-

34 o
2
=— JEYYN
] a a
|E 1 N R ‘s, m
,_IP 0 ‘Au:----xz‘ + petiidd
RO a N . .
g
-2
g A [ & Ni(l)-HuPrP(106-114)
-3 ‘Y 4 Cu(Il)-HuPrP(106-114)
w © Ni(Il)-HuPrP(94-97)
g4 + Cu(II)}-HuPrP(94-97)
Cu(1)-HuPrP(84-114)H85A
-5 - - - Ni(II)-HuPrP(84-114)H85A
6 — Cu(I)/Ni(I)-HuPrP(84-114)H85A
- T T

400

w
S
S

500 600 700 800
A (nm)

14. abra: A HuPrP(84-114)H85A vegyes
fémkomplexeinek CD spektruma
Osszehasonlitva a Cu(ll)- ¢és Ni(I)-
komplexeinek CD spektrumaval, illetve a
HuPrP(94-97) és HuPrP(106-114) Cu(ID)- és
Ni(Il)-komplexeinek CD  spektrumaval
(pH=11,5)

komplexeinek CD  spektrumaval,
illetve kisebb, egy hisztidint tartalmazo
prion peptidfragmensek (HuPrP(94-97)
¢s HuPrP(106-114)) megfelelé Cu(Il)-
és Ni(II)-komplexeinek CD
spektrumaval. Egyértelmiien latszik,
hogy sem a Ni(Il)-H96, sem a Cu(Il)-
H96 koordinaciot tartalmazo
komplexeknek nincs pozitiv Cotton-
effektusa 600 nm felett. A 630 nm-nél
1évé pozitiv sav a Cu(ll)-HI11
koordinaciora jellemz6é, ami szintén
megfigyelhetd a vegyes rendszer
esetén. Ezen kivil a Ni(I[)-H96

koordinacio egy intenziv negativ savot eredményez 490 nm-en és egy pozitiv savot
410 nm-en, amelyek szintén megtalalhatdéak a Ni(I[)/Cu(Il)-HuPrP(84-114)H85A
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rendszer CD spektrumaban. Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy mindkét fémion
jelenléte esetén a Ni(Il)-ion szamara a H96 a kedvezményezett kotohely, ez
0sszhangban van a Ni(II)-HuPrP(84-114)H85A rendszernél tett megallapitassal is.
A Cu(Il)-ionoknal ez a preferaltsag éppen ellenkezd, tobbségik a H111-hez
kotédik, ami szintén megfelel a korabbi eredményeknek.'** '*

A Ni(II)/Cu(IT)-HuPrP(84-114)H96A rendszer pH-fliggé CD spektrumait a /5.
abra szemlélteti. pH 8,0 alatt egy pozitiv sav jelenik meg 620 nm-nél, illetve egy

1 negativ 490 nm-nél. Osszehasonlitva a
~, 14. abraval, ezek a savok a
5 Cu(Il)-H111 koordinacidhoz rendel-
ml-—g" 1 hetéek. A pH tovabbi ndvekedése egy
5_2 | viszonylag intenziv negativ  sav
3 megjelenését eredményezi 430 nm

Cor s';ox o o o sl koril. Ilyen koriilmények ké')’zétt az

5. abra: A Ni(IT)/Cu(I])- olft:.:lrepeat (—PHQGGWGQ—) rész nem
HuPrP(84-114)H96A rendszer pH-fiiggs | kOti meg a nikkel(Il)ionokat, igy
CD spektrumai (Ciqn = Ccuan = CL = 1x10°° valészintileg ez a Cotton-effektus nem
mol/dm?’) a Ni(IT)-H85 koordinaciohoz tartozik.

Tovabba a Ni(I[)-H111 koordinécio hasonlé CD aktivitassal rendelkezik. Ez az 1j
430 nm koriili negativ sav megjelenése azonban nem jar egyiitt a Cu(Il)-H111
koordinacio pozitiv Cotton-effektusdnak eltiinésével, valamint a Cu(Il)-H85
koordinaciora is  pozitiv  Cotton-effektus  jellemzé 575 nm-en. Arra
kovetkeztethetiink, hogy a Cu(Il)-ion kotdédik a H111-hez és a H85-hoz is. Tehat
Osszefoglalva a Cu(Il)-ionok egyarant megtalalhatoak mindkét kotéhelyen (H111
és HB85), ezzel szemben a Ni(Il)-ionok csak a HI111-hez kotddnek, illetve egy
résziik csapadék formajaban levalik az oldatbol, mivel nem teljesen rendezi at a
Cu(Il)-ionok eloszlasat a rendelkezésre allo kotdhelyek kozott. A koordinacios
izomerek ardnyat azonban nem all modunkban kvantitativan megadni. Ennek oka,
hogy (1) nagyon lugos pH-n nem zarhaté ki a nikkel(Il)-hidroxid csapadék
jelenléte, ami nikkel(Il)-biszoktarepeat spektrumot bizonytalanna teszi, valamint
(2) a Ni(II)-H111 ¢és a Cu(Il)-H111 kolecsonhatasok CD aktivitasa sokkal nagyobb,
mint a biszoktarepeat-kolcsonhatasoké. Igy ezek a hatasok egyiittesen mar nagy
hibat okozhatnak a szamolasnal. Azonban egyértelmtien latszik, hogy a
nikkel(IT)ionok modosithatjak a réz(Il)ionok eloszlasat a rendelkezésre allo
kotohelyek kozott.
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4.1.3. A prion peptidfragmensek vizsgalata soran kapott eredmények
osszefoglalasa

A két hisztidint tartalmazé HuPrP(84-114)H85A és HuPrP(84-114)H96A,
illetve a négy hisztidint tartalmazdo HuPrP(76-114) peptidfragmensek kivalo
lehetdséget nyujtanak a kiilonb6zo tartomanyokbol szarmazé hisztidinek
koordinacios kémiai dsszehasonlitasara. A Ni(Il)-rendszereknél kideriilt, hogy ezek
a peptidek annyi ekvivalens Ni(Il)-ion megkotésére képesek, ahany oktarepeat
tartomanyon kiviili hisztidint tartalmaznak a szekvenciajukban, illetve a hisztidil-
oldallancok fiiggetlen fémionkdtohelyként viselkednek. A komplexképzodés soran
két 6 koordinaciés mod figyelheté meg (16. dbra). pH 6,0 koriil a hisztidil-
oldallancok imidazolnitrogénjeinek elsddleges és kizardlagos koordinacidjaval
makrokelat szerkezetli részecskék a meghatarozoak. Majd 7,5 és 10,0 kozotti
pH-tartomdnyban harom amidnitrogén N-terminus felé lezajlo kooperativ
deprotonalodasa €s koordinacidja kovetkeztében 4N-es, egy- vagy kétmagvi sarga
szinil, siknégyzetes geometriaju, diamagneses nikkel(Il)komplexek képzddnek
(3N ,Nj,,) koordinaciés moddal.

3
a) Rs

HN\/N\\ \{\
NiZt_ /TR,

N
o}
16. abra: A prion peptidfragmensek komplexképzddése soran megfigyelhetd két
f6 koordinaciés mod: (a) [NiH4L]®" makrokelat szerkezete (abban az esetben ha
mind a négy Ny, koordindlédik) és a (b) (3N ,Ny,) kotésmod siknégyzetes
geometriaju Ni(I)-komplexek esetén

A komplexek stabilitdsanak és a koordinacids izomerek CD spektrumanak
Osszehasonlitasaval megallapithato, hogy Ni(Il)-ionok szamara a H96 kornyéke a
kedvezményezett kotdhely a H111 kornyékével szemben (ez pont ellentétes a
Cu(Il)-ionokénal tapasztaltakkal).
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A HuPrP(84-114)H85A  és  HuPrP(84-114)H96A  mutdns  prion
peptidfragmensek nikkel(Il)/réz(Il) vegyes fémiontartalmu rendszerek ekvimolaris
oldatban képesek a kétféle fémiont egyszerre oldatban tartani. Enyhén savas és
semleges oldatban kizarolag Cu(Il)-komplexek képzddnek két imidazolnitrogén
koordinaciojaval, a pH emelkedésével bekovetkezik az amidnitrogének
deprotonalodasa ¢€s koordinacidja (2N ,Ny,), illetve (3N ,Ny,) kotésmodot
eredményezve. A Ni(Il)-ionokkal valé kolesonhatas pH 8,0 felett szamottevd, ahol
a koordinacidban imidazolnitrogén és amidnitrogének vesznek részt. Lugos
pH-tartomanyban jellemzo a vegyes magvu fémkomplexek képzodése, amelyekben
mind a két fémiont imidazol- és amidnitrogének koordinaljak. A Ni(Il)-ionok
kedvezményezett kotéhelye a H96, mig réz(Il)ionoké HI111 (ami az eddigi
tapasztalattal nagyon jo egyezésben van), illetve a Ni(II)ionok nem helyettesitik a
Cu(Il)-ionokat, viszont befolyasoljak annak egyes kotohelyek kozotti eloszlasat.

-55-



Fariné Turi Ildiko Margit doktori (PhD) értekezés

4.2. A prion fehérje fémionkotohelyeit modellezo peptidek
komplexképzédése

148, 19 &5 nikkel(I)komplexeinek, valamint

A prion peptidfragmensek réz(Il)-
nikkel(IT)/réz(Il) vegyes fémkomplexeinek tanulmanyozasa soran kidertilt, hogy az
oktarepeat tartomanyon kiviil elhelyezked6 H111 és H96 a kedvezményezett
kotohelyek az oktarepeat tartomanybeli hisztidinekkel szemben. Ez az eltérés
konnyen értelmezheto a kialakulo kelatgytirik eltéro termodinamikai stabilitasaval.
Ugyanis az aminosav-szekvenciaban az oktarepeatbeli hisztidint egy prolin eldzi
meg, amely megakadalyozza az amidnitrogének deprotondlodasat és
koordinalodasat az N-terminus iranyban, igy az a C-terminus iranyban kdvetkezik
be, ami (7,5,5)-tagd csatolt kelatrendszer kialakulasat eredményezi.”> '** 7 Ilyen
koordinacioval rendelkezé komplexek termodinamikai stabilitdsa kisebb, mint a
H96 és H111 esetében képz3dé (5,5,6)-tagn kelatrendszereké. '™ 146 145199 yriszont
annak ellenére, hogy a H96 és a H111 esetében a kelatgyliri mérete, illetve a
koordinalédé donoratomok szama ¢és mindsége megegyezik, a réz(Il)ionok
nagyobb stabilitast komplexeket képeznek a H111 kotdhelyen, a nikkel(I)ionok
pedig a H96 kotohelyen. Ezt a megallapitast elsdsorban a CD spektroszkdpias
mérések tamasztjak ala. Figyelembe véve a réz(Il)- és a nikkel(Il)komplexek
koordinaciés modjaban és geometridjaban jelentkez6 hasonlésagokat nem konnyt
magyarazni az észlelt kiillonbségeket. A nem-koordinalodé oldallancok és a tavoli
oldallancok is feleldsek lehetnek a két fémion kotési preferencidjadban mutatkozo
eltérésért. A kiilonbségek felderitése érdekében az egyes hisztidinek kortili
aminosavsorrendet modellez6 peptideket szintetizaltunk ¢és vizsgaltuk a
komplexképz6 sajatsagaikat Cu(ll)-, Ni(I)- és Zn(II)-ionnal. Az egyes hisztidinek
korili, a koordinacidoban kozvetlen részt vevd aminosav-szekvenciat
(MetLys'''HisMet, GlyThr’*HisSer és Pro*HisAlaAlaAla) tartalmazd peptidek
szisztematikus vizsgalata soran kapott eredményeket részletezi az értekezés
masodik része. A 17. abra vazlatosan mutatja be a vizsgalt ligandumokat.

Vizsgalataink elsé 1épéseként valamennyi esetben a ligandumok protonalddasi
allandoit hataroztuk meg, majd a fémiont is tartalmazo rendszerekben a képz6do
komplexek stabilitasi allandoit. Az egy hisztidint tartalmazé tetrapeptidek allandoéit
a 7. tablazat tartalmazza, illetve a tobb hisztidint tartalmazé modellpeptidekre
szamolt stabilitasi alladok alapjan koncentracio-eloszlasi gorbéket szerkesztettiink,
valamint a komplexekben megvalosuld szerkezetek és kotésmodok felderitésére
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tovabbi mérési modszereket is alkalmaztunk (UV-vis spektrofotometria, CD, NMR
és ESR spektroszkopia).

N-terminus C-terminus
23 126 230
oktarepeat neurotoxikus B o B o o
tartomany (60-91) tartomany
g,PH?(,GG}VGg)A 96y 111 1407y 155py 17747 187
H, ®H, "H, ¥H H, 'H H, *H, ""H,""'H
Ac-PHAAA-NH, Ac-GTHS-NH, Ac-MKHM-NH,

H,N-GTHS-NH,  H,N-MKHM-NH,
— h— — g

Y
H:N-MKHMGTHS-NH,
HN-GTHSMKHM-NH,
Ac-GTHSMKHM-NH,
S— — — —

———
Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH,

17. abra: A prion fehérje f6 fémionkotohelyeit modellezd peptidek

7. Tablazat: Egy hisztidint tartalmazo tetrapeptidek protonaldodasi és deprotonalodasi
allando6i, valamint a Cu(Il)-, Ni(Il)- és Zn(II)-komplexeinek stabilitasi allandéi (logp),
1=0,2 mol/dm’, T=25°C (a zar6jelben 16v6 értékek a standard deviacié értékét mutatjak)

részecske Ac-GTHS-NH,'**  Ac-MKHM-NH,'*  H,N-GTHS-NH,  H,N-MKHM-NH,
HL 6,35 10,28 7,95(1) 10,18(2)
HL - 16,5 14,22(2) 17,39(3)
HsL - - - 23,40(3)
pK(Im) 6,35 6,22 6,27 6,01
pK(amino) - - 7,95 7,21
pK(Lys) - 10,28 - 10,18
CuHL - 13,98 - 17,70(3)
CuL 3,94 - 7,72(5) -
CuH L -2,59 2,7 - 9,76(1)
CuH_,L -8,21 -6,26 -0,75(1) -0,71(2)
CuH_;L -16,18 -16,32 -12,21(3) -12,02(1)
logK(Cu+L) 3,94 3,6 7,72 7,52
NiHL - 13,09 - 13,2(28)
NiL 2,82 5,08 4,67(12) -
NiH_,L - - - 2,62(6)
NiH_,L - - ~6,45(1) -7,51(9)
NiH ;L - - -17,6(2) -
logK(Ni+L) 2,82 2,81 4,67 3,02
ZnHL - 12,99 - 12,41(12)
ZnL 2,80(7) 5,47 4,46(12) 5,65(4)
ZnH_|L —4,96(6) - -3,29(14) -
logK(Zn+L) 2,8 2,71 4,46 2,23
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4.2.1. Az egy hisztidint tartalmazo modellpeptidek fémkomplexei

Korabban az Ac-GT**HS-NH, és Ac-MK''"HM-NH, Cu(II),"**"*5- és Ni(II)-
komplexeit mar jellemezték,"* igy ezek esetében kiegészité méréseket végeztiink,
amelyeket az Osszehasonlito  elemzésekhez hasznaltunk fel, valamint
meghatéroztuk a  Ac-GT’°HS-NH, tetrapeptid Zn(II)-kompexeinek stabilitasi
allandoit.

A 7. tablazatban talalhaté deprotonalodasi allandok a H,N-GTHS-NH, esetében
ketté, a HON-MKHM-NH, esetében harom deprotonalodasi helyet mutatnak. A
legnagyobb pK-érték (amely csak HoN-MKHM-NH, esetén jelentkezik)
hatarozottan a lizil-oldallanc e-aminocsoportjanak deprotonalodasahoz rendelhetd,
mig a masik két deprotonalodas atfed egymassal. A szabad ligandumok pH-fiiggd
NMR spektrumai (/8. dabra) azonban egyértelmiien mutatjak az imidazolprotonok
kémiai eltolédas valtozasat pH 5,5-8,0 kozott, illetve a glicin o-protonjainak
eltolodas valtozasat pH 6,5-9,0 kozott. Ezen adatok szerint az imidazolcsoport
deprotonalodasa kovetkezik be alacsonyabb pH-értéken.

His-Im(C2) His-Im(C5)
b) \ I\ D

1,0 8,80

a

) 0,9 4+ -=---3 L
£ 08 ., HL
e 08 + 8,30
E 0,7 - N
~ 0,6 1 .
= 1 -2 5 HisCQH R 1 —~
~ 0S1 5 His COH A e
@ 0,4

Z 031
S 024

= 0.1 N N
0,0 T T T T T 6,80

4 5 6 7 8 9 10
H 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 2,0 15
p {(ppm)

18. abra: A H,N-GTHS-NH, szabad ligandum a) kiilonbdz6 protonaltsagi foka

formainak  koncentracio-eloszlasa az  imidazolprotonok  eltolodasértékeinek
feltiintetésével egyiitt; b) 'H NMR spektrumai a pH fiiggvényében

|

A szabad N-terminussal rendelkezé tetrapeptidek aminosav-szekvenciaja
nagyon hasonlit a human szérum albumin N-terminusédhoz, ami kivalo réz(Il)- és
nikkel(II)ion-kotoképességet biztosit (ATCUN motivum, Amino Terminal Cu and
Ni binding Site). A varakozasoknak megfelelden a védett tetrapeptidekkel
Osszehasonlitva kiugréan nagy stabilitasu réz(Il)- és nikkel(I)komplexeket képez
mindkét tetrapeptid. A 19. dbran 1évé fémion koncentracio-eloszlasi gorbéket
elemezve, hasonlosdg figyelhet6 meg a két fémion komplexképzodési
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folyamataiban. Mindkét esetben 10,0-es pH alatt csak két részecske van jelen
mérheté koncentracioban. A [Cul] és [NiL] részecskék (H,N-MKHM-NH,
szekvencia esetében a sztdchiometria [MHL] a protonalt lizil-oldallanc miatt)
ugyan kis koncentracioban vannak jelen, bar nagyobb stabilitdsi allandéval
rendelkeznek, mint a koézonséges peptidek. Ez a tény arra enged kovetkeztetni,
hogy a horgonycsoportként viselkedd aminocsoport, valamint a szomszédos
karbonilcsoport mellett az imidazolnitrogén is részt vesz a fémion-koordinacioban
(NH2,Oxarbonit,Nim)  kOtésmodot kialakitva. Ezt a megallapitast tovabb erdsiti a
Cu(Il)-komplexek abszorpcios spektrumaban 750 nm koriil megjelend igen kis
intenzitasu sav €s a Ni(Il)-komplexek nagyon kis intenzitasi abszorpcios €s CD

spektruma.
1,0 1,0
a) [ minden Cu(il) - H,N-MKHM-NH, komplex (B) | b)
Cu(II .
- 0,8 K% CuBl 0,8 1 NN et
S y b= NAH,, et
E 06+ \. T, 5 06 - | minden Ni(LT) — H,N-GTHS-NH, komplex (A) |
—~ ‘minden Cu(IT) — H,N-GTHS-NH, komplex (A) |\ E - -
50,4 L e e =041 minden Ni(II) - H;N-MKHM-NH, komplex (B) |
= N e =
© cBH [\ Y z
(155 I VA Wy 02
“—CuAH, CuBH_,
o CuA
0.0 L, . . i - 0,0 +
3 4 5 6 pn 7 8 9 10 5 6 7 pH 8 9 10
19. abra: A réz(Il)ion (a) és a nikkel(Il)ion (b) eloszlasa a két szabad N-terminust
tetrapeptid kOZOtt, HzN;GTHS-NHz (A) és HzN-MKHM-NHz (B) (CCu(ll) = CNiany =
ca = cg = 0,002 mol/dm”)

A H;N-GTHS-NH, esetében [MH-,L], illetve a H,N-MKHM-NH, esetében
[MH_,L] sztochiometriaji részecske széles pH-tartomanyban van jelen
(réz(Il)komplex pH 5,0-10,0; nikkel(I)komplex pH 7,0-10,0).

A Cu(Il)-iont tartalmazé mintak abszorpcios spektrumaban lathato kékeltolodas
novekedés, valamint a  CD spektrumokban is megfigyelhet§ N — Cu®’
toltésatviteli savok jelenléte (An.x = 240-345 nm) egylittesen alatdmasztjak azt,
hogy az amidnitrogének kooperativ modon koordinalodnak a réz(Il)ionhoz. Ez a
kooperativitas biologiai koriilmények kozott lehet igazédn fontos, ugyanis azt
jelenti, hogy a pH kismértékli valtozasa jelentOs valtozast idéz elé a szabad és a
kotott réz(Il)ionok ardnyaban. Mas hisztidintartalmt peptidkomplexek esetében is
beszamoltak hasonlé kooperativitasrol.™ > '3
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A Ni(Il)-iont tartalmaz6é mintak szine a titralas soran pH 6,0 koriil sargulni
kezdett és extra bazist fogyasztd folyamat indult el. Ez az abszorpcios spektrumban
425 és 480 nm hullamhosszértéknél megjelend két egymast atfedd abszorpcios sav
megjelenésével egyiitt a siknégyzetes Ni(Il)-komplexek képzOdésére utal. A
412 nm-nél megjelend pozitiv, és 480 nm-nél megjelend negativ Cotton-effektus
valtozatlansaga kooperativ amidnitrogén koordinaciojat jelzi.

A 4N-es komplexekben (NH,,2N",Ny,,) kotésmod valdsul meg és (5,5,6)-tagli
csatolt kelatrendszerrel rendelkeznek. A komplexek spektralis paramétereit a &.
tablazat tartalmazza, amelyek alatamasztjak az elobb emlitett kdtésmod jelenlétét.

8. tablazat: H,N-GTHS-NH, ¢és H,N-MKHM-NH, esetében képz6dé 4N-es
réz(ID)- és nikkel(Il)komplexek spektralis adatai (Aye [nm], € [dm’mol 'cm™], A
[10*cm™))

Cu(II)-komplexek Ni(II)-komplexek
H,N-GTHS-NH,  H,N-MKHM-NH, H,N-GTHS-NH, H,N-MKHM-NH,

UVvis 480/88(+ vall) 480/59(+ vall)
/) 3307125 S25/11 425/142 425/76
cD 572/-1,04 560/-0,85 480/-2,93 475/-2,17

Do/ A 488/+0,54 485/+0,52 412/+1,68 410/+1,48
(Amar/A€) 309/+1,94 310/+41,15
EPR

200/2,192 202/2,191
(Ayg)

A 19. abrarol egyrészt kitlinik, hogy a kiillonb6zd ligandumokkal képzddo
fémkomplexek aranya pH-fiiggd, ami konnyen magyarazhato a képzddo
komplexek toltésével. A H,N-GTHS-NH, ligandum esetében a (NH,,2N ,Nj,)
koordinacios moddal rendelkezé [MH-,L] komplex toltése nulla, azaz semleges
részecske a teljes pH-tartomanyban. Ezzel szemben az H,N-MKHM-NH, esetében
ugyanez a koordinaciés mod kétféle sztochiometriaju részecskében is megvalosul:
[MH_|L] és [MH.,,L], és ez a toltéssemlegesités hatassal van a termodinamikai
stabilitasra is. Masrészt, a réz(Il)- és nikkel(Il)ionok H,N-GTHS-NH, és
H,N-MKHM-NH, tetrapeptidek kozotti koncentracio-eloszlasa (/9. dbra) arra is
ramutat, hogy a két peptid kiilonbozé affinitdssal rendelkezik a két fémion
iranyaba. Nevezetesen a réz(Il)ion kotdodése az HoN-MKHM-NH, felé
kedvezményezett a teljes pH-tartomanyban, mig a nikkel(II)ionhoz kedvezébben
koordinalodik a H,N-GTHS-NH, tetrapeptid. Ez a trend j6 egyezésben van a prion
peptidfragmenseknél tapasztaltakkal is.

Mindkét tetrapeptid siknégyzetes geometridji diamagneses tulajdonsagi
nikkel(Il)komplexei esetében lehetéség nyilt 'H NMR vizsgalatok kivitelezésére is,
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a Ni(II)-H,N-GTHS-NH, rendszer adatait a 9. tdblazat tartalmazza. Az
imidazolgyiirii protonok eltoloédas értékei csokkenek a nikkel(Il)iont tartalmazo
rendszerekben a szabad liganduméhoz képest, amely bizonyiték arra, hogy a
nikkel(IT)ionhoz imidazolnitrogén koordinalédik. Ezen kiviil a treonin -CH;
jelének eltolodasértéke arra enged kovetkeztetni, hogy az amidnitrogének is részt
vesznek a nikkel(II)ionhoz vald koordinacidban.

9. tablazat: Az Ni(II)~H,N-GTHS-NH, rendszer 'H NMR vizsgalata soran
mért eltolodasértékek (5, ppm)
Imidazol C2 p" (His)  Imidazol C5p' (His)  —CH; (Thr) (5, ppm)

(8, ppm) (8, ppm)
Szabad  Komplex  Szabad  Komplex  Szabad  komplex
pD ligandum ligandum ligandum
3,50 8,62 - 7,32 - 1,18 -
9,00 7,67 7,42 6,97 6,89 1,16 1,34
11,50 7,67 7,21 6,97 6,79 1,16 1,34

A szabad aminoterminusu tetrapeptidek cink(II)ionokkal valé kdlcsonhatasat
pH-potenciometria és 'H NMR spektroszkopia segitségével tanulmanyoztuk. A
szabad aminoterminussal rendelkez6 tetrapeptidek csak ligandumfelesleg mellett
képesek oldatban tartani a cink(Il)ionokat, ahol a koordinacidban egy amino- €s
egy imidazolnitrogén vesz részt. A vizsgdlatok soran nem tapasztaltunk
amiddeprotonalodasra és -koordinaciora utald bizonyitékokat, igy a protonvesztés
kovetkeztében kialakuld cink(Il)komplexek vegyes hidroxidokomplexek. Tehat a
cink(Il)ion nem segiti eld az amidnitrogének deprotonalodasat és koordinacidjat,
igy a pH emelkedésével elérve a cink(Il)ion hidrolizisének tartomanyat, a fémion
hidrolizal.

Az Ac-PHAAA-NH, pentapeptid egyetlen disszociabilis protont tartalmaz,
amely luggal titrdlva wvalik le ¢és a hisztidin imidazolil-csoportjanak

deprotonalodasahoz ~ rendelhetd. A makroszkopikus termodinamikai
(deprotonalodasi) allando értéke: pK(His) = 6,43(1), amely jo egyezésben van az
oktarepeatbeli hisztidin pK-értékével.*" '

Az Ac-PHAAA-NH, pentapeptid esetében a hisztidin imidazolnitrogénje tolt be
horgonydonor szerepet, amely enyhén savas pH-tartomanyban koordinalodik a
réz(Il)ionhoz. A pH emelkedésével azonban a hisztidin el6tti prolin kovetkeztében
(7,5,5)-tagt csatolt kelatrendszer képzédik az amidnitrogének koordinacidjaval
(20.b dbra). Ez azonban kisebb stabilitdsu és kialakuldsa is nagyobb

-61 -



Fariné Turi Ildiko Margit doktori (PhD) értekezés

pH-tartomanyba tolédik el, mint az (5,5,6)-tagi kelatrendszereké. Ennek
kovetkezményeként a hidrolizis és a komplexképzddés egymassal konkurald
folyamat ¢€s parhuzamosan zajlik. Azaz titralas soran pH 6,0 koriil a vilagoskék
szinli mintaban finomeloszlasu csapadék figyelhetd meg. Azonban ha a titralast
forditott iranybol végezziik el, azaz ligos tartomanybdl haladva a savas felé, nem
tapasztalhatdo csapadékképzodés. Valoszinlileg a lugos tartomanyban azonnal
telitddik a réz(Il)ion koordinacios szférdja, és a kialakulé (3N,Ny,,) kotésmodu
4N-es komplex, valamint a fokozatosan csokkend szamu koordinalddott
N-donoratomot  tartalmazd  komplexek elég stabilisak ahhoz, hogy
megakadalyozzak a réz(II)ionok hidrolizisét.

b) Q\/

N
\___ o
=N
N _N®
,\Cu“/
HoN W
N
! ! } ! S
400 500 600 700 800 o [¢]
A (nm) o

20. abra: A Cu(II):Ac-PHAAA-NH, = 1:2 rendszer (a) pH-fliggd abszorpcios
spektruma (cc,=0,001 mol/dm®, ¢;=0,002 mol/dm3) ¢és (b) a 4N-es komplexben
megvaldsuld kotésmod

A 20.a abran a lathato abszorpcios spektrumok pH-fiiggését lathatjuk, amelyek
felvétele nagy pH-rol folyamatos visszasavanyitas mellett tortént. Két abszorpcios
sav figyelhetd meg, amelyek viszonylag élesen elkiiloniilnek egymastol. 520 nm-
nél talalhatdé maximum jellegzetesen a koordinacios szférajaban négy nitrogén-
donoratomot tartalmazo réz(Il)komplex jelenlétére utal. A sav intenzitasa a pH
csokkenésével 10,0-es pH-ig csokken, majd tovabb csokkentve a pH-t fokozatosan
a nagyobb hullamhosszak felé tolodik el (vordseltolodas). Ebbol arra
kovetkeztethetiink, hogy a réz(II)ion koriili koordinaciés szféraban folyamatosan a
nitrogén-donoratomok vizmolekulak oxigénjeire cserélédnek, valamint a peptidvaz
amidnitrogénjei folyamatosan protonaléodnak. A masodik abszorpciés sav 630 nm-
nél figyelheté meg. A An.x €rtékbol és a nagy intenzitas alapjan ebben a
pH-tartomédnyban uralkodé komplex még mindig tartalmaz amidnitrogént. A pH
tovabbi csokkentése intenzitascsokkenést és a A, vOrdseltolodasat eredményezi.
A 6,5-0s pH-n megjelend 650-700 nm koriili kis intenzitdst maximum azt jelzi,
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hogy ebben a pH-tartomanyban csak az imidazolnitrogén maradt a réz(Il)ion
koordinacios szférajaban.

A 21.dbran a Cu(ll):Ac-PHAAA-NH,=1:2 rendszer pH-fiiggdé CD
spektrumait figyelhetjiik meg,

amelyben a N” — Cu’" toltésatviteli
sav  jelenléte  (Apax = 305-310 nm)
tovabb  er6siti az  amidnitrogén
jelenlétét a réz(Il)ion koordinacios

Ag (dm3mol"cm'l)

szférajaban.

A képz6ddé  réz(Il)komplexek

300 400 700 sw| csokkent stabilitdsa Osszecseng azzal,

500 Py (nm)600

21. abra: A Cu(Il):Ac-PHAAA-NH, =
1:2 rendszer pH-fiiggd CD spektruma
(ccy=0,001 mol/dm’, ¢;=0,002 mol/dm’) tapasztaltak. Azaz ha a szekvencidban

amit kutatocsoportunkban, valamint
Kozlowski és  munkatarsai is

a hisztidin koriili aminosavak helyett
alanin talalhato, akkor azonos sztochiometria, kotésmod és geometria ellenére
kisebb stabilitasi komplexek keletkeznek.'” '

Az Ac-PHAAA-NH, pentapeptid Ni(Il)-ionokkal valdé kdlcsonhatasa
elhanyagolhat6, amely egyuttal jol modellezi a prion fehérje oktarepeat
tartomanyanak kedvezétlen nikkel(II)ion-megkdtését, és 0sszhangban van azzal,
amit a 4. 1. fejezetben is lathattunk.
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4.2.2. A két hisztidint tartalmazoé oktapeptidek

10. Tablazat: A két hisztidint tartalmazd peptidek protonalodési és deprotonalddasi
allandoéi, valamint a Cu(Il)-, Ni(Il)- és Zn(Il)-komplexeinek stabilitasi allandoi (logf3),
1=0,2 mol/dm’, T=25°C (a zar6jelben 16v6 értékek a standard deviacio értékét mutatjak)

részecske H,N-GTHSMKHM-NH, H,N-MKHMGTHS-NH, Ac-GTHSMKHM-NH,

HL 10,25(2) 10,18(2) 10,19(2)
H,L 18,09(3) 17,42(4) 16,80(3)
HiL 24,56(3) 23,89(4) 22,60(3)
HL 30,36(3) 29,66(4) -
pK(Im1) 5,80 5,77 5,80
pK(Im2) 6,47 6,47 6,61
pK(NH,) 7,84 7,24 -
pK(c-NH,) 10,25 10,18 10,19
CuHL 19,60(3) 19,46(10) 15,72(1)
CuL 15,49(1) 16,33(1) 9,16(4)
CuH L 9,19(4) 9,88(5) 2,67(3)
CuHL,L ~1,19(6) -0,50(7) -5,50(5)
CuH ;L ~12,51(6) ~11,58(6) ~15,78(6)
CuH ,L 6,82(4) 7,76(5) 0,18(3)
Cu,H 5L 0,50(3) 1,34(4) -6,32(2)
CuH L ~7,33(4) -5,89(5) ~14,00(3)
Cu,H sL ~17,28(5) ~16,06(4) ~22,86(3)
CuH (L - - -33,43(3)
NiHL - - 13,71(3)
NiL 9,97(6) 9,40(4) -
NiH L 3,49(8) 2,93(4) -
NiH ,L ~6,59(11) ~7,35(7) ~10,92(3)
NiH ;L ~17,50(9) ~18,32(5) -20,62(3)
Ni,H ,L ~2,29(22) ~2,34(12) ~7,99(4)
Ni,H L ~18,53(8) ~18,18(5) -
Ni,H 5L ~27,89(8) ~28,04(6) -3322(3)
Ni,H (L - - —43,59(6)
ZnHL 14,38(5) 14,07(5) 13,16(2)
ZnL 5,89(22) 6,07(13) -
ZnH L ~1,58(5) ~1,68(6) -

A H,N-MKHMGTHS-NH,, H,N-GTHSMKHM-NH, és

Ac-GTHSMKHM-NH, oktapeptidekkel a két oktarepeat tartomanyon kiviili
kothelyet (H96 és HI111) kivantuk modellezni a két tetrapeptid-szekvencia
Osszekapcsolasaval, amelyek felvilagositdst adhatnak a tavoli oldallancok
szerepére. A potenciometrias titralas adatai alapjan szamolt protonalodasi
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allandokat és a képzodo fémkomplexek stabilitasi allandoit a 10. tdblazat
tartalmazza.

Az oldategyensulyi vizsgalatokbol kideriilt, hogy mindharom oktapeptid két
ekvivalens Cu(Il)- vagy Ni(I[)-iont tud megkotni, azonban Zn(II)-ionokat csak
ligandumfelesleg mellett képes oldatban tartani. Az egyes fémkomplexek
stabilitdisanak Osszehasonlitdsa alapjan elmondhatd, hogy a képz6ddé réz(Il)-,
nikkel(II)- és cink(Il)komplexek stabilitasa az Irving-Williams sort kdveti.

4.2.2.1. A szabad aminoterminusu oktapeptidek fémkomplexei

Az HN-MKHMGTHS-NH, ¢és H,N-GTHSMKHM-NH, oktapeptidek /0.
tablazatban 06sszefoglalt allandoibol is latszik, hogy ez a két ligandum négy
deprotonalodasi allandoval rendelkezik. A két hisztidil-oldallanc protonalt
imidazolnitrogénjének deprotonaldodasa pH 5,0 és 7,0 kozott egymassal atfedo
folyamatban kovetkezik be; a két legkisebb allandé azonban nem rendelhetd
egyértelmiien az egyes hisztidil-oldallancokhoz, azaz  makroszkopikus
termodinamikai allandoként kell kezelni. A kozepes érték a lancvégi
ammoniumcsoport deprotondlodasahoz rendelhetd, a legnagyobb érték pedig
mindkét esetben a lizil-oldallanc e-aminocsoportjanak deprotonalodasahoz tartozik.
A szabad ligandumok "H NMR spektrumaban a pH emelkedés hatasara megjelend
eltolodasértékek valtozasa egyértelmiien alatdimasztja az el6bbi megallapitasokat.
A két oktapeptid esetében hasonld kdvetkeztetésekre jutottunk, ezért az ismétlések
elkeriilése végett a két oktapeptid eredményeit egyiitt targyaljuk és a szemléltetd
abrakat nem tiintettiik fel mindkét ligandumra kiilon-kiilon.

Réz(Il)komplexek

A képz6d6 rézkomplexek stabilitdsi allandoi alapjan szerkesztett fémion
koncentracid-eloszlasi gorbék lathatéak a 22. dbran két killonbdzd fémion-
ligandum aranynal (a és b diagram). Titralas soran mindkét arany esetében a minta
szine 4,5-6s pH-nal halvany lilas-r6zsaszin, amely a pH emelkedésével
fokozatosan erdsodik. Az ekkor megjelend komplex sztochiometridja [CuHL] és
meglehetdsen kis mennyiségben képzddik. Egy protonvesztés a [CuL] komplexet
eredményezi, amely pH 5,0 és 6,0 kozott uralkodd részecske. Az abszorpcids
spektrum (22.c abra) azonban egyetlen szerkezet kialakuldsat mutatja, amely 4,5-
0s pH-t6]l mar jelen van, és annak csak a mennyisége névekszik. Ez arra utal, hogy
mar ekkorra bekovetkezik az amidnitrogének deprotonalédasa, valamint az egyik
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hisztidin és a lizin még protonalt formaban van jelen (22.d dbra). Tehat a valodi
sztochiometria tulajdonképpen [(CuH-,L)H,]. pH 7,0 és 9,0 kozott egy tovabbi
deprotondlodasi folyamat kovetkeztében megjelend komplex sztochiometriaja
[CuH-,L]. Az abszorpcios spektrum valtozatlansaga alapjan itt ugyanaz a kotésmod
valésul meg és bekovetkezik a protonalt formaju imidazolnitrogén
deprotonalodasa, viszont a lizil-oldallanc még protonalt formaban van jelen. A CD
spektrumokban is lathato a N” — Cu?" toltésatviteli savok jelenléte (Ap.x = 240-

345 nm) tovabb erdsiti a rézionhoz koordinalddott amidnitrogének jelenlétét (/1.
tablazat).

; ; :
400 500 600 700 800
A (nm)

H
22. abra: A Cu(Il)-H,N-GTHSMKHM-NH, rendszer fémion koncentracid-eloszlasi
gorbéje két kiilonbozd fémion-ligandum ardnynal: (a) ccyan= cL = 2x107 mol/dm’, (b)
Ceu(ny = 4x107° mol/dm’, ¢; = 2x10~> mol/dm®; valamint (c) az 1:1 fémion-ligandum
aranyl rendszer abszorpcids spektrumai a pH-fiiggvényében, illetve (d) az
(NH,,2N ,Ny,,) kotésmod megvaldsulasa

a) 10 p) 1.0
Cu,H L CuH L)
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11-es pH-ra kialakuldo f6 részecske sztochiometriaja [CuH-,L], azonban a
spektralis paraméterek valtozatlansdga alapjan ez a protonvesztés a lizin e-
aminocsoportjanak deprotonalodasahoz rendelhetd és nem okoz valtozast a
kotésmodban, illetve a geometriaban. A tovabbi deprotonalodas nagyon lagos pH-n

kovetkezik be és valoszinlileg egy pirrol-tipusi nitrogén deprotonalddasahoz
rendelheto.
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11. Tablazat: A szabad N-terminusu oktapeptidek réz(Il)rendszereiben képz6dd 6
részecskék spektralis adatai (Apg, [nm], & [dm’mol 'em™], A [10* ecm™'])

T T
2 % Z
2] 5 F
2 2 é &)
Q
g z =
S : = i
g @ =
. Z Z
T T
UV-vis (Amax/€) 530/58 520/108
) 570/-0,91 560/-0,79
(NH3,2N"Ni,) CD (Amar/A€) 480/+0,51 482/+0,62
311/+1,83 308/+1,27
EPR (A)/g) 202/2,188  201/2,192
UV-vis (Amax/€) 528/121 530/108
(NH2,2N",Nyy,) 655/+0,52 582/-0,86
+ (3N Ni) CD (Amax/A€) 550/-0,70 492/+1,03
315/+1,48 335/+0,12

A 23. dbran az (NH,,2N",Ny,) koordinacidju 4N-es Cu(Il)-komplexek CD

spektruma  lathat6  H,N-GTHS-NH,

2,0

T
700

T
400

500 600 800
A (nm)

23. abra: A (NH»,2N Nj,,) kdtésmodu
egymagvi Cu(Il)komplexek CD spektruma
H,N-GTHS-NH, (a), Ac-MKHM-NH, (b)

H,N-GTHSMKHM-NH; (¢) esetén, és a
kétmagvi Cu(Il)komplexeké
H,N-GTHSMKHM-NH, (d) esetén

az ESR paraméterek is
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(a), Ac-MKHM-NH, (b) ¢és
H,N-GTHSMKHM-NH, (c¢) ligandum
esetén, valamint a kétmagva Cu(Il)-
komplexeké H,N-GTHSMKHM-NH,
(d) A CD
Osszehasonlitasaval  a

esetén. spektrumok
lehetséges
koordinacids izomereket
vizsgalhatjuk, amelyek
megallapitottuk, hogy
H,N-GTHSMKHM-NH, oktapeptid
[CuH_ L] sztochiometriaju komplexé-
ben a réz(Il)ionok 100 %-ban az N-
terminus fel6li hisztidinhez kotodnek,
és ott (NH»,2N",Ny,,) kotésmod alakul
ki. Az N-terminus feldli koordinaciot

(11 tablazat). A

alapjan
az
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Cu(Il):H,N-GTHSMKHM-NH, =2:1 rendszer esetében is az elsé ekvivalens
réz(Il)ion az N-terminuson kotddik, a masodik ekvivalens réz(Il)ion pedig az
-MKHM- részhez keriil (3N",Ny,,) kotésmoddal.

Tehat a prion peptidfragmenseknél megallapitott preferencia itt nem érvényesiil,
ami magyarazhaté a kétféle koordinacios mod stabilitdsdval. Azonban a két
peptidet 6sszehasonlitva kiillonbség figyelhetd meg a logp-értékekben.

Nikkel(Il) komplexek

A H,N-GTHSMKHM-NH, ¢és a H,N-MKHMGTHS-NH, oktapeptidek Ni(II)-
rendszereinek vizsgalatanal a titralas soran a mintak szine valamivel 7,0-es pH alatt
sargulni kezdett, amely a lathatd abszorpcios, valamint CD spektrumokkal egyfitt,
az amidnitrogének deprotonalddasara €s ezzel egylitt a siknégyzetes diamagneses
Ni(Il)-komplexek kialakulasara utal (12. tablazat).

12. Tablazat: A szabad N-terminust oktapeptidek nikkel(II)rendszereiben képz6dd
£6 részecskék spektralis adatai (Ape, [nm], € [dm’mol 'em '], 8 [ppm])

koordinacios mod
moddszer
H,N-GTHSMKHM-NH,
H,N-MKHMGTHS-NH,

UV-vis () 480/95 (vall)  480/66 (vall)

425/154 423/137

NEAND ooy 02T S0
'"H NMR (H5,/H3,) 7,39/6,89 7,49/6,93

Ny O LA OS]4
OO g m s

Titralas soran 7,0-es pH-t6l extra lugfogyasztas figyelhetd meg. Azonban
elengedhetetlen megjegyezni, hogy pH 6,0 és 7,0 kozott nagyon lassti volt az
egyensuly bedallasa, amelyet az amidkotésti részecskék lassu képzodésével
bekdvetkezd geometriavaltozassal magyarazhatunk. A fémion koncentracio-
eloszlasi gorbe alapjan (24.a és 24.b abra) a komplexképzédést a pH
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fliggvényében elemezve azt mondhatjuk, hogy az pH 6,0 koriil kezdédik a [NiL]
részecske megjelenésével.

a) 1.0 b) 1.0
0,9 ; 0,9 g
> i NiH_,L NiH_.L ’ Ni,H_sL
0,8 1 Nidh s 0,8 - Ni(Il
£ 0,7 ‘g 0,7 - Ni,H_,L
Z 064 NiL NiH_,L = 06
£ 0,51 E 0,51
=
= 04 =
g o4 S 04 NiL ™
E 0,3 Z 031
0,2 - Ni;H_,L
0,1
0,0

5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0

=

»
e

»
=

T
600

! ! .
0 550 600 300 400 500
A (nm)

24. abra: A Ni(I)-H,N-GTHSMKHM-NH, rendszer fémion koncentracio-
eloszlasi gorbéje két kiilonbozd fémion-ligandum aranynal: (a) cniay=cL =
2x10~ mol/dm’, (b) cxigry = 4x10~° mol/dm’, ¢, = 2x10> mol/dm”, valamint (c)
az 1:1 aranyu rendszer kiilonb6z6 pH-értékeken regisztralt lathatd spektrumai
(d) A (NH,,2N Njp,) kotésmodu 4N-es egymagva Ni(Il)-komplexek CD
spektruma  H,N-GTHS-NH, (1), H,N-GTHSMKHM-NH, (2) ¢és
Ac-KTNMKHMAG-NH, (3) esetén, valamint a kétmagva Ni(II)-komplex CD
spektruma H,N-GTHSMKHM-NH, (4) esetén

Az elemzéshez nem hagyhatjuk figyelmen kivill a rendszer abszorpcios
spektrumait. pH 2,25 és 5,35 kozott egy kis intenzitast csucs lathatdo 395 nm-nél,
majd a pH emelkedésével ez folyamatosan eltolodik 425 nm-re, pH 6,5 felett pedig
csak az intenzitasok nének. Ezt a tapasztalatot azzal értelmezhetjiik, hogy 5,35-6s
pH-n oktaéderes [Ni(H,0)s]*" komplex van jelen, majd a Ni(Il)-ion koordinacids
szférajaban a pH novekedésével az O-donoratomok folyamatosan cserélddnek le
N-donoratomokra. 6,5-6s pH felett siknégyzetes, diamagneses Ni(Il)-komplexek
képzdédnek (NH,,2N",Ny,,) koordinacios moddal. Tehat ez alapjan a [NiL] részecske
pontos sztochiometridja: [(NiH ,L)H,], azaz mar bekdvetkezett a két amidnitrogén
kooperativ deprotonalddasa, de egy hisztidil- és a lizil-oldallanc még protonalt
formaju. A spektralis adatok (/2. tdblazat) is alatamasztjadk a feltételezett
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koordinacios modot. Ebbdl egy protonvesztéssel képzddd  részecske
sztochimetridgja: [NiH L] (azaz [(NiH,L)H]). pH 9,5 felett pedig egy 0jabb
protonvesztés a lizil-oldallanc  deprotonalodasahoz  rendelhet6, amely
kovetkeztében kialakuld komplex [NiH L] Osszetétell, és a spektralis adatok
valtozatlansagara alapozva valtozatlan kotésmoddal rendelkezik. A lizin
deprotonalodasat tamasztja ala az is, hogy a deprotonalodasra jellemzo pK-érték
([NiH_,L]-[NiH ,L]=10,08 és 10,28 a két oktapeptidre) megfelel a szabad
ligandum esetében a lizin deprotonalodasat jellemzoé pK-értéknek (10,28 és 10,10).
Még lugosabb pH-n bekdvetkezo protonvesztés minden valdszintiséggel egy pirrol-
tipust nitrogén deprotonalodasahoz tartozik.

A 24.d abra a (NH,,2N",Nj,,) kotésmodu 4N-es egymagvu Ni(Il)-komplexek
CD spektrumat mutatja H,N-GTHS-NH, (/), H.N-GTHSMKHM-NH, (2) és
Ac-KTNMKHMAG-NH, (3), valamint kétmagva  Ni(Il)-komplexekét
H,N-GTHSMKHM-NH, (4) esetén. Ezzel az 0Osszehasonlitassal a képzddo
koordinacids izomereket tanulmanyozhatjuk, amely szerint az els6¢ ekvivalens
nikkel(IT)ion 100 %-ban az N-terminushoz kotédik, majd 2:1 fémion-ligandum
arany esetén az N-terminus felOli hisztidin ,telitédése” utdn a masodik hisztidinhez
kotddnek a nikkel(IT)ionok (3N",Nj,,) koordinacioés modot kialakitva.

Tehat a kétféle koordinaciés mod eltérd stabilitisa miatt a prion
peptidfragmenseknél megallapitott preferencia itt sem érvényesiil.

Réz(1D)- és nikkel(Il)komplexek stabilitasanak osszehasonlitisa

Az eltéré koordinacios modok eltérd stabilitdssal rendelkeznek, igy az elsé
ekvivalens fémiont (Cu(Il)- vagy Ni(Il)-iont) a nagyobb stabilitast, (NH,,2N",Ny,,)
kotésmod kialakitasara képes N-terminus koordinalja mindkét oktapeptid esetében.
Ennek kovetkeztében a két peptid azonos koordindcidos moddal rendelkezo
komplexeinek stabilitasat is 0sszehasonlitottuk. A réz(Il)- és nikkel(Il)komplexek
stabilitasanak Osszehasonlitdsat a 25. dbra szemlélteti, amelyet a képz6do
komplexek stabilitasi allanddja alapjan szerkesztettiink. A két diagram a Cu(Il)- (a)
és a Ni(Il)-ion (b) két oktapeptid kozotti megoszlasat mutatja a pH fiiggvényében.
Vilagosan latszik, hogy a réz(Il)ion stabilisabb komplexeket képez azzal a
peptiddel, amely N-terminusan -MKHM- talalhatd, azaz a 111-es hisztidinnek
megfelelé szekvencia; a nikkel(Il)ion esetén viszont akkor képzddnek stabilisabb
komplexek, ha az N-terminus oldalon -GTHS- szekvencia talalhato, azaz a H96-ot
modellez6. Fontos kiemelni, hogy bar a kialakul6 koordinaciés mod nem ugyan az,
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mint a nagy tagszamu prion fragmenseknél, mégis kozvetett modon érzékelhetok a

kotéhelyek iranyaba megmutatkozd kiilonbségek.
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25. abra: Cu(ll)- és  Ni(ll)-ionok  koncentracio-eloszlasa a
H,N-GTHSMKHM-NH, (A) és H,N-MKHMGTHS-NH, (B) oktapeptidek
kozdtt a pH fiiggvényében. ccyary = cnigry= ca = ¢g = 0,002 mol/dm’>

Cink(IDkomplexek

A szabad aminoterminusi peptidek cink(II)ionokkal valé kdolcsdnhatasat
pH-potenciometria és '"H NMR spektroszkopia segitségével tanulmanyoztuk. 1:1
fémion-ligandum aranynal pH 6,5 felett cink(Il)-hidroxid csapadék képzodése
figyelhetd meg, azonban ligandumfelesleg mellett képesek oldatban tartani a
fémiont. Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy az oktapeptidek nagyobb affinitast
mutatnak a cink(Il)ionok felé, mint a tetrapeptidek (4.2.1. fejezet). Ezzel
kapcsolatban, az irodalomban is taldlunk hasonlosdgokat, amely szerint a
cink(Il)ion stabil megkotéséhez két vagy tobb horgony sziikséges.” A
potenciometrias adatok szamitdégépes kiértékelése
képzbédésével tudtuk a rendszert modellezni, amelyek stabilitasi allandoja a 70.
tablazatban talalhaté. pH 7,0 koriil a [ZnHL] komplex képzodik, amelyben a lizil-
oldallanc még protonalt formaban van jelen és valoszinlileg az amino- és az
imidazolnitrogének koordinaciojaval valdésul meg. Figyelembe véve a lizin
deprotonalodasi allandojat, a kovetkezd logK = 4,13 (H,N-GTHSMKHM-NH,) és
logk =3,89 (H,N-MKHMGTHS-NH,) szarmaztatott allandok szamolhatéak az
imidazolkoordinacio jellemzésére. Ezek az értékek nagyobbak, mint a monodentat
imidazolkoordinaciora irodalomban fellelhet6 adat, kozvetve alatamasztva ezzel az
aminocsoport részvételét a koordinacioban, valamint a [ZnHL] részecske
a cink(Il)ionhoz mindkét imidazolnitrogén

soran harom részecske

makrokelat jellegét is,
koordinalodik. Az imidazolnitrogén donoratomok koordinacidban valo részvételét

a '"H NMR spektrumok is megerésitik, azonban a deprotonalodott amidnitrogének

azaz,
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koordinacidjara semmiféle utalds nem mutatkozik. Ennek kovetkeztében a szamolt
[ZnL] és [ZnH- L] sztdchiometridji részecskék nagy valoszinliséggel vegyes
hidroxidokomplexek lehetnek.

4.2.2.2. A védett aminoterminusu oktapeptid fémkomplexei

A védett N-terminust oktapeptid koordinacids kémiai szempontbdl két azonos
kotohellyel rendelkezik, ahol (3N,Ny,) koordinaciés mod alakulhat ki a 4N-es
fémkomplexekben (26. abra). A ligandum sav-bazis tulajdonsagait tekintve harom
deprotonalodasi helyet tartalmaz, ami két hisztidil- €s egy lizil-aminosavrésznek
felel meg. El6szor a protonalt allapotu hisztidil-oldallancok imidazolnitrogénje
deprotonalodik pH 5,0 és 7,0 kozott két egymassal atfedd 1€épésben, a pK-értékek
kozotti kis kiillonbség is erre utal (hisztidin atlag pK-értéke 6,21). Ezt ala is
tamasztjadk a pH fiiggvényében regisztralt 'H NMR spektrumok is, ahol
pH 5,0 és 7,0 kozott megfigyelhetd az imidazolgyliri protonjainak, valamint a
-CH,- protonok jeleinek eltolédasa. Az 'HNMR spektrumokban a lizin
g-aminocsoportja melletti -CH- proton eltolodasa értéke pH 8,7 és 11,0 kdzott
valtozik, amely igazolja, hogy a 10,19-es pK-érték valoban a lizin
g-ammoniumcsoport deprotonaldodasahoz tartozik. Ez a korabbi tapasztalatokkal és

tanulmanyokkal is j6 egyezésben van."" '
o o o o o [o] o o [¢]
1 O P 1 ) RO ' Y 1 YO ' W I
IL %H—OH lH; (:FH; %H; %H; LH; %H;
CH, OH CH, CH, CH,
1 G
s CH, s
NH | | NH |
CH, tle, CH,
H3 NHa H7
26. abra: Az Ac-GTHSMKHM-NH, oktapeptid 4N-es komplexének egyes
izomerjeiben k&t6dé donoratomok

Réz(I)komplexek

A Cu(Il)-komplexek stabilitasi allandoit (10. tablazat) pH-potenciometrias
modszerrel hataroztuk meg két kiilonbozo (1:1, 2:1) fémion-ligandum aranyt
rendszer titralasa soran. A ligandum a teljes pH-tartomanyban képes volt oldatban
tartani a réz(Il)ionokat, csapadék (Cu(OH),) jelenlétét egyik arany esetén sem
tapasztaltuk, amelyet az abszorpcids spektrumok is alatamasztanak (27. abra). Ez
a megfigyelés dsszhangban van az eddigi tapasztalatokkal, amelyek szerint a prion
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peptidfragmensek annyi  ekvivalens
_ réz(Il)ion megkdtésére képesek, ahany
s hisztidint tartalmaznak a
TE szekvencidjukban. A titralas folyaman
E pH 5,0 kériil halvanykék szin jelenik
: meg a mintdban, amely a pH

emelkedésével fokozatosan er0sodik és
pH 8,5 felett lilara valtozik. Ezt a

27. abra: A Cu(1I)- o . o

Ac-GTHSMKHM-NH, = 1:1  rendszer szinvaltozast  kékeltolodasként az
kiilonboz6  pH-értékeken  regisztralt | abszorpcids spektrumokon is
abszorpcids — spektrumai  (ccun=CcL= | megfigyelhetjiik (27. dbra) és amely a

1x107° mol/dm”)

réz(Il)ion koordinacios szférajaban 1évo
nitrogénatomok mindségének és szamanak valtozasaval magyarazhato.

A szemléltetésére a  képz6dod
réz(Il)komplexek stabilitasi allandoit alapul véve szerkesztettiik meg a réz(Il)ion
koncentracio-eloszlasi gorbéjét két kiillonboz6 fémion-ligandum aranynal, amelyet
a 28. abra szemléltet. A pH fliggvényében kovetve a komplexképzddést, azt latjuk,
hogy a szabad N-terminusu szdrmazékokhoz képest a komplexképzodés magasabb
pH-értékekre tolodik. pH 5,0 és 6,0 kozott nagy mennyiségben van jelen a
protonalt [CuHL]*" 6sszetételii részecske. Az ebben a pH-tartomanyban jelentkezd
kis intenzitdsu abszorpcids spektrumok 650-700 nm koriili maximuma (27. dbra)
és a CD aktivitas (29. dbra) hianya alatdmasztja azt a feltevést, amely szerint ebben
a

komplexképzddés  értelmezésének

pH-tartoméanyban  kizardlag
réz(Il)ionhoz.
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28. abra: A Cu(I)~Ac-GTHSMKHM-NH, rendszer fémion koncentracio-

két

kiilonb6z6

fémion-ligandum

aranynal:

(a)

ceuan = €L = 2x107° mol/dm’, (b) ceyay = 4%10~ mol/dm?, ¢, = 2x10™> mol/dm’

az imidazolnitrogének koordinalédnak a
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Tehat ebben az esetben a horgonydonor szerepét a hisztidil-oldallancok
imidazolnitrogénjei toltik be. A sztochiometriat figyelembe véve, a lizin
ammoniumcsoportja még protonalt formaban van jelen.

Az imidazolkoordinacié jellemzésére szamolt logK(Cu+Ny,) szarmaztatott
alland6 értéke 5,53, ami beleesik a 2Ny, koordinacioja altal létrejovo
makrokelatokra jellemzé tartoméanyba (logK(Cu+Ny,) = 4,55-6,90).°* Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy két hisztidin vesz részt a fémion-koordinacioban, valamint két
kiilonb6z6 formaji komplex 1étezik. Az egyik az Ugynevezett ,zart” forma,
amelyben mindkét imidazolnitrogén a fémionhoz kotott, a masik a ,,nyitott” forma,
ahol csak az egyik hisztidin koordinalodik, de a masik is deprotonalt allapotban
van. Ezek aranyat az allando6 értékek alapjan nem lehet pontosan megadni, viszont
lehet becsiilni fotometrias vizsgalatok €s mas hasonlé ligandumok logK(Cu+Ny,,)
értékeivel vald Osszehasonlitas alapjan. Ebben az esetben azonban a hisztidinek
viszonylag kozeli pozicioja kedvez a masodik hisztidin koordinacidjanak.

A 7,0-es pH koriill uralkodd részecske sztochiometridja [CuH_L]". Az
abszorpcios spektrumban (27. dbra) lathatd kékeltolodas a réz(Il)ionhoz
koordinalodott nitrogénatomok szdmanak emelkedését  jelzi. Az
intenzitasnévekedés és eltolodas pH 6,0 felett jelentésebb, ahol ugyanis a
[CuH_,L]" részecske képzédik. Ez azt jelenti, hogy az imidazolnitrogénhez vald
koordinalodas lehetévé teszi a hisztidint megel6z6 két amidnitrogén
deprotondlodasat ¢€s ezt kovetden annak réz(Il)ionhoz valé koordinacioja
o8 kovetkezik be. A spektralis jellemzok (27.

0,6 1

és 29. abra), és a sztdchiometria alapjan
ebben a komplexben (2N ,Nm)
koordinacios mod valosul meg. Az

4
=3

amidnitrogén koordinacios szféraban vald

Ae (dm’mol™'em™)
Lo s
S

jelenlététre a CD  spektrumok is

bizonyitékot szolgaltatnak. Az 1:1 arany

CD spektrumat figyelve 6-os pH-ig

29. abra: kialakult spektrum lefutdsa megvaltozik
Cu(Il)~Ac-GTHSMKHM-NH, = 1:1 (6sszhangban az abszorpcios
rendszer CD spektrumai kiilonb6z6

pH-kon (ceu = ¢, = 1x10° mol/dm®) spektrumokkal is), innent6l kezdve egyre

jelentésebbé valik az amidnitrogének
deprotonalodasa, illetve koordinacidja, €s a koordinacidos szféraban 1évo
donoratomok megvaltoznak. A [CuL]*" részecske kis mennyiségét azzal
magyarazhatjuk, hogy az els6 két amidnitrogén deprotonalédasa kooperativ
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folyamatban jatszodik le, amely egyébként a szekvenciajukban belsé hisztidint
tartalmazo peptidek altalanos jellemzdje.

pH 8,0 és 10,0 kozotti tartomanyban [CuH,L] Osszetételli részecske jelenléte a
meghatarozd, amely egy 4N-es (3N ,Np,) kotésmod valdsziniisithetd az
abszorpcios spektrumban lathato tovabbi jelentds kékeltolodassal 6sszhangban (27.
dbra). igy egy (5,5,6)-tagi csatolt kelatrendszer alakul ki. pH 10,0 koriil egy
kovetkezd deprotonalodast kovetden [CuH ;L] részecske képzddik, amelyben
tulajdonképpen a koordinacios mod és geometria valtozatlan, csupan a lizin
g-ammoniumcsoport deprotonalodasa kovetkezik be. Erre adnak bizonyitékot az
abszorpcios és CD spektrumok is, amelyek valtozatlanok, csak az intenzitasok
nének. Fémionfelesleg esetében a tobbmagvi fémkomplexek jelenléte a
meghatarozd, ahol szintén az el6bb emlitett koordinacidés mod valosul meg.

Az egymagvi komplexek esetében a (3N ,Ny,,) koordinacios mod kialakulhat a
H3 és H7 helyen is (26. dbra). A két hisztidin jelenléte kovetkeztében kialakulo
koordinacios izomerek vizsgalatara a CD spektroszkopia alkalmas eszkoz, mert a
3N és 4N-es komplexek lathatd spektrumat nagymértékben befolyasolja a
koordinacioban résztvevo aminosavak mindsége. A két hisztidin koriili aminosav-
szekvencia eltér egymastol (-GTH-, -MKH-), igy a kialakuld koordinacids
izomerek tanulmanyozhatéak a kiilonb6zé Cotton-effektusok Osszehasonlitasa
alapjan. A 30. dbra az Ac-GTHSMKHM-NH, [CuH ;L] és [Cqu,éL]zf
sztochiometriaji komplexeinek CD

1,0
spektrumat  hasonlitia  GOssze az

Ac-GTHS-NH, és Ac-MKHM-NH,
tetrapeptidek 4N-es Cu(1D)-
komplexeinek CD spektrumaval. Az
abran a két tetrapeptid Cu(I)-
komplexének CD-spektrumanak
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i _ ... ... | is fel van tiintetve. A CD spektrumok
30. dbra: A (3N ,Np,) kotésmodu

réz(Ikomplexek lathaté CD spektrumai Osszehasonlitasabol vilagosan latszik,
az Ac-GTHS-NH, (a) és | hogy Cu(Il)-ionok  Osszemérhetd

Ac-MKHM-NH,  (b)  tetrapeptidek | mennyiségben vannak jelen mindkét
esetében; és az Ac-GTHSMKHM-NH,
[CuH sL]™ (c) valamint [Cu,H ¢L]* (d)
komplexeinek mért CD spektrumai; | Osszehasonlitashoz hasznalt tetrapep-
illetve az (e) spektrum az (a) és (b) | tidekkel modellezhetd az 1:1 aranya
szuperpozicidjabol szamolt spektrum

kotohelyen, erre utal az is, hogy az

rendszer CD spektruma, valamint a
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2:1 fémion-ligandum aranyu rendszer CD spektrumanak lefutadsa az 1:1 ardnyéhoz
képest jelentésen nem valtozik. Tehat kijelenthetjik, hogy a prion
peptidfragmensektol eltérden, az Ac-GTHSMKHM-NH, oktapeptid esetén a
Cu(Il)-ion nem mutat preferenciat a H111 iranyaba.

Nikkel(Il)komplexek

A nikkel(IT)ionokat tartalmazo
rendszerekben a komplexképzddési
folyamat a réz(Il)ionokat tartalmazo-
akhoz nagyon hasonl6. pH 6,0 és 8,0

kozott uralkodd részecske [NiHL]

30 sztochiometriaji és oktaéderes
:z = : : : geometriaval rendelkezik, amelyben a
30 o nikkel(Il)ionhoz csak imidazolnitro-

4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

-1,0

2,0

Ag (dm3mol'1cm'l)

0 500
A (nm)
31. 4abra: Az Ac-GTHS-NH, (a), | gének koordinalodnak, ezt a CD
Ac-KTNMKHMAG-NH, (b) és | aktivitdas hidnya is alatamasztja. Az
Ac-GTHSMKHM-NH, (c) ligandumok | jpiqaz0lkoordindcio  jellemzésére

(3N ,Nji) kotésmoda Ni(II)-komplexeinek ) ,

lathaté CD spektrumai, valamint az (a) és bevezetett logK(Ni+Nip) szarmaztatott
(b) spektrumok 9:1 aranyt | allando értéke (3,52) megfelel a két
szuperpozicidjabol szamolt (d) spektrum imidazolnitrogént tartalmazo
makrokelatok  értékeinek.” pH 8,0
felett a minta sargulni kezdett, illetve az abszorpcids spektrumban két egymast
atfedé abszorpcids sav jelenik meg 410 és 490 nm-nél, amelyeknek csak az
intenzitasa ndvekszik a pH tovabbi emelésével. Ez arra utal, hogy a megjelend
egyetlen koordinaciés moéd (3N ,Np,). Az imidazolnitrogénnel kelatképzo
helyzetben 1évé amidnitrogének kooperativ deprotonaldédasaval és koordinaciojaval

egy szerkezeti atrendezodést kovetéen siknégyzetes geometriaju, diamagneses
[NiH,L] részecske képzodik. Hasonld kooperativitast tapasztaltak olyan
deprotonalodas a lizil-oldallanchoz rendelhetd és nincs hatdsa a nikkel(II)ion
koordinacios szférajara.

Nikkel(ITl)ion feleslege esetén a kétmagva komplexek képzddése a
meghatarozd. A {6 részecskék sztochiometridja a lizil-oldallanc protonaltsaganak
megfeleléen [Ni,HsL] és [NipH-¢L], amelyben mindkét nikkel(Il)ion koriil
(3N ,Nj,,) kotésmod alakul ki.
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A nikkel(Il)ion rendelkezésre allo6 kotohelyek kozotti eloszlasa eltér a
réz(Il)ionétdl. A 2:1 fémion-ligandum aranyu mintdk CD abszorpcidja a kétmagvu
komplexek képzddeésével parhuzamosan csdkken, azonban figyelembe véve, hogy
az eltér6 helyen koordinalodd nikkel(Il)ionok ellenkez6 CD  aktivitast
eredményeznek, nem meglepd ez a tapasztalat. A koordindciés izomerek
vizsgalatdhoz a 31. dbra nyujt segitséget, amely az Ac-GTHS-NH, (a),
Ac-KTNMKHMAG-NH; (b) és Ac-GTHSMKHM-NH, (c) ligandumok (3N ",Ny,,)
kotésmoda nikkel(Il)komplexek lathato CD spektrumait, valamint az (a) és (b)
az Ac-GTHSMKHM-NH, (3N",Np,) kotésmoda nikkel(Il)komplexeinek lathato
CD spektruma az Ac-GTHS-NH, (azaz a H96-t modellezd) liganduméhoz hasonlo
lefutasq, illetve intenzitasu. Ez a megfigyelés igazolja azt, hogy az oktapeptid H3
kotohelye a kedvezo a nikkel(Il)ionok szamara, a nikkel(Il)ionok 90 %-a a -GTHS-
szekvencianal talalhaté. Ez a megallapitds Osszhangban van a szamolt (d)
spektrum, illetve a prion peptidfragmensek eredményeivel (4.1.1. fejezet). Tehat a
nikkel(IT)ion esetében mindig mutatkozik preferencia a H96 irdnyaba, amely
Osszefiiggésben lehet a H96 koriil elhelyezkedd rovid oldallanccal rendelkezd
aminosavak jelenlétével, és ezek kovetkeztében szigortian siknégyzetes geometria
kialakulasara van lehet6ség.

Cink(IDkomplexek

Az Ac-GTHSMKHM-NH, oktapeptidek cink(II)ionokkal valé koélcsonhatasat
pH-potenciometria és '"H NMR spektroszkopia segitségével tanulmanyoztuk. Azt
tapasztaltuk, hogy a ligandumfelesleg képes megkotni a fémiont. A
potenciometrias adatok szamitogépes kiértékelése soran egyetlen részecske
képzddésével tudtuk a rendszert modellezni, amely stabilitasi allandéja a 70.
tablazatban talalhato. pH 6,5 koriil a [ZnHL] komplex képzddik, amelyben a lizil-
oldallanc még protonalt formaban van jelen ¢és valdszinlileg csak az
imidazolnitrogének koordinacidja valosul meg. Figyelembe véve a lizin
deprotonalodasi allanddjat (pK), a kdvetkezd logK = 2,97 szarmaztatott allando
szamolhatd az imidazolkoordinacié jellemzésére. Ez az ¢érték a két
imidazolnitrogén koordinécidjara jellemzo tartomanyba esik
[logK(Zn+2Nyy,) = 2,55-3,96],% kozvetve alatamasztva ezzel a [ZnHL] részecske
makrokelat jellegét, azaz, a cink(Il)ionhoz mindkét imidazolnitrogén
koordinalodik. Ez az allando6 kisebb, mint a szabad N-terminusti oktapeptideknél
képz6d6 [ZnLH] makrokelatra szamolhatd érték, amely megerdsiti azt, hogy a
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szabad N-terminusu oktapeptideknél az aminocsoport is részt vesz a
komplexképzddésben (4.2.2.1. fejezef). Az imidazolnitrogén donoratomok
koordinacioban valo részvételét a "H NMR spektrumok is megerdsitik, azonban
semmiféle utalds nem mutatkozik a cink(Il)ion altal indukalt amidnitrogének
deprotondlodasara és koordinacidjara. A Zn(Il)-ion jelenlétében kialakuld [ZnHL]
komplex nem elég stabilis ahhoz, hogy megakadalyozza a fémion hidrolizisét, igy
a lugos pH-tartomanyban csapadékképzddés volt megfigyelhetd.

4.2.2.3. Az oktapeptidek nikkel(IT)/réz(II) vegyes fémkomplexei

A torzsrendszerek eredményei nagy fémion-szelektivitast mutatnak. Mindharom
oktapeptid stabilis egy- ¢és kétmagvii komplexeket képez réz(Il)- ¢és
nikkel(IT)ionokkal, viszont csak kis stabilitasu egymagvi komplexeket detektaltunk
cink(Il)ionokkal. Ennek kovetkeztében csak a nikkel(Il)/réz(Il) vegyes fém-peptid
rendszereket tanulmanyoztuk pH-potenciometrias és spektroszkopias modszerek
kombinalt alkalmazéséaval.

Korabban a szabad aminoterminusti oktapeptideknél azt tapasztaltuk (4.2.2.1.
fejezet), hogy az els6 ekvivalens fémion (akar réz(Il)-, akar nikkel(Il)ion) az
aminoterminus fel6li részen kotodik, fliggetleniil a szekvenciatol. Vegyes
rendszereknél a réz(Il)ion kotodését kovetéen megjelend nikkel(II)-hidroxid
csapadék megakadalyozta a képzddo vegyes fémkomplexek stabilitasi allanddjanak
meghatarozasat. Mivel a réz(Il)ion stabilisabb komplexeket képez, a nikkel(Il)ion a
maradék még szabad koordinacids
helyre képes kotédni. Ennek a
folyamatnak a pH-tartoméanya pH 8,0
felett van, amely egyben atfed a
nikkel(Il)ion hidrolizisével is. Ez a
kevés csapadék a pH emelésével
visszaoldodik és a f6 részecskék

& (dm’mol”'em™)

spektrumai nagy pH-értékeken R P W
regisztralhatova valnak. 32. abra: A
Ni(IT)/Cu(1l)~H,N-MKHMGTHS-NH,
rendszer lathato abszorpcids spektrumai
a pH fiiggvényében
spektrumok alapjan csak a réz(Il)ionok (Ccuan = Cnian = cL = 0,002 mol/dm’)
kotddnek a ligandumhoz, mig a

nikkel(Il)ionok szamottevé mértékben csak pH 7,0 felett. A nikkelkoordinédcioval a

A vegyes rendszerek esetében savas
pHn az ESR ¢és az abszorpcids
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vegyes magvu komplexek képzodése is elkezdddik, amelyben mindkét fémionhoz
nitrogénatomok koordinaldédnak. Ezt a megallapitast az abszorpcios spektrumok is
meger6sitik, a 32. dbra a nikkel(Il)/réz(11)-H,N-MKHMGTHS-NH, rendszer mért
lathatd abszorpcids spektrumait szemlélteti a pH fliggvényében. Ezen kivill a
vegyes rendszerek ESR spektrumai egyértelmiien a (NH,,2N",Ny,) kotésmodot
jeleznek a réz(Il)ion koriil, ami a pH tovabbi novelése soran is valtozatlan marad
mindkét szabad N-terminust oktapeptid esetén. Ez azt jelenti, hogy a nikkel(Il)ion
siknégyzetes és diamagneses kdrnyezetben van, és ez nem zavarja a paramagneses
rézcentrumok ESR detektalhatosagat. A CD spektrumok Osszehasonlitdsa (33.
abra) is egyértelmien mutatja, hogy a réz(Il)ionhoz az aminocsoporthoz kozeli
hisztidil-oldallanc (H3) koordindlodik, majd a szabadon maradt helyre (H7)
kotodik a nikkel(ID)ion.

a) 20 b) 50

N A £

~
= 00
S g 1,0
L =
g-10 g 00
"g “E-1,04
S 50 <3
g 2 -2,0
—1 304 —4
-3,0 -2 - -5
“3 401 @
40 . T T -5,0 T T T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
A (nm) A (nm)

33. abra: a) A Ni(ll)/Cu(ll)-H,N-GTHSMKHM-NH, rendszer (1) CD
spektrumanak  Osszehasonlitasa ~a  Cu(I)-H,N-GTHS-NH, 2) és
Ni(I)-Ac-MKHM-NH, (3) rendszerekével (pH = 11)

b) A Ni(Il)/Cu(I)~H,N-MKHMGTHS-NH, rendszer (4) CD spektruméanak
Osszehasonlitasa a Cu(Il)-H,N-MKHM-NH, (5) ¢s Ni(I)-Ac-GTHS-NH, (6)
rendszerekével (pH = 11)

Az eloz6 fejezetben (4.2.2.2. fejezet) az Ac-GTHSMKHM-NH, ligandum
torzskomplexei esetén megallapitottuk, hogy a réz(Il)ionok azonos mértékben
oszlanak el a rendelkezésre allo kotohelyek kozott, viszont a nikkel(Il)ionok
90 %-a a H3 kdotohelyen talalhatd. A Ni(Il)/Cu(Il)=Ac-GTHSMKHM-NH, vegyes
rendszer esetében a ligandum egy egyszeriisitett koncentracio-eloszlasi gorbéjét
mutatja a 34. dbra az abszorpcidés maximumok valtozdsaval egyiitt abrazolva.
Egyértelmiien latszik, hogy ebben a vegyes rendszerben savas pH-tartomanyban
csak a réz(Il)komplexek detektalhatéak, ahol a folyamatos kékeltolodas a
nitrogénatomok szamanak novekedését jelzi a réz(Il)ion koordinacids szférajaban.
pH 7,0 felett a nikkelkoordinacidval parhuzamosan vegyes fémkomplexek
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képzodése is egyre

szamottevobb mértékii a pH novekedésével, ahol a

1,0 800
° osszes Cu(II)-
0,9
B komplex 750
08 7 ligandum\ *® l Jemves
:g 071 o omplexek | 799
=
g 061 % 650
£ 05 %,
3 04l L 600
= 0,
S 03 | A) dsszes Ni(I)-
= ° komplex T 550
0,2 4
0,11 eces e 0o
0,0 ; : ; ; ; . ; =L 450
3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

34. abra: Egyszer(sitett ligandum
koncentracio-eloszlasi gorbe a
Ni(II)/Cu(Il)~Ac-GTHSMKHM-NH,
rendszer esetén (cc, = Cnj = CL =
1x10°* mol/dm”*) egyiitt dbrazolva az
abszorpcidés maximum valtozasaval

fémionokhoz imidazol- és

amidnitrogének koordinalodnak,
amelyet az ESR és spektrofotometrias
paraméterek is alatamasztanak.

A keletkezé koordinaciés izomerek
CD

eredményeit

spektroszkopids  vizsgalatanak
35. lathato
Osszehasonlitas segit értelmezni. Az a)

a abran

diagramon az ekvimolaris
mennyiségben réz(Il)- és nikkel(Il)iont,
valamint ligandumot tartalmazo
lathatd CD

valtozasat lathatjuk a pH fiiggvényében.

rendszer spektrumainak

Savas pH-n csak a réz(Il)komplexek

spektrumai lathatdak, amely alapjan azt

mondhatjuk, hogy a réz(Il)ion a két kotéhely kozott (H3, H7) azonos mértékben

oszlik el. A pH emelkedésével pedig

a Ni(Il)-komplexekre jellemz6 intenziv CD

aktivitas figyelhetd meg. A 11,0-es pH-ra kialakult Cotton-effektus a [NiCuH-¢L]

részecskéhez rendelhetd, amelyben a
donoratomok talalhatoak.

réz(Il)- és a nikkel(I)ion kordl is (3N ,Ny,)

=
-~

Ag (dm3mol"cm'l)

0,
300 400

500 600

700

600
A (nm)

4(;0 5(‘)0 700
spektrumai, a jobb alsé sarokban
(ccu = Cni = ¢ = 1107 mol/dm’)

35. abra: a) A Ni(Il)/Cu(Il)~Ac-GTHSMKHM-NH, rendszer pH-fliggé CD

b) A Ni(Il)/Cu(Il)~Ac-GTHSMKHM-NH, rendszer (pH = 11) mért CD spektruma
(vastagitott vonal) és az Ac-MKHM-NH,, illetve Ac-GTHS-NH, Cu(Il)- és Ni(II)-
komplexeinek CD spektrumaibol szamolt spektrum (vékony vonal)

500 600 700
A (nm)

800 400 80/

kiemelve a 4,3-7,5 kozotti pH-tartomanyt
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A 35.b abran a 11,0-es pH-n mért CD spektrumot 0sszehasonlitva lathatjuk az
egyes hisztidinek koriili aminosav-szekvenciat tartalmazo peptidek réz(Il)- és
nikkel(Il)komplexeinek CD spektrumaval. Azt talaltuk, hogy akkor kapjuk a
legjobb illesztést a szamolt spektrumra, ha azt feltételezziik, hogy a Cu(Il)-ionok
90 %-a az -MKHM- szekvencianal (H111), illetve a Ni(I)-ionok 90 %-a a -GTHS-
szekvencianal (H96) kotédik. Ez az eredmény jo egyezésben van olyan prion
peptidfragmensek esetében tapasztaltakkal (4.1.2. fejezet), amelyek a H96 és H111
hisztidineket tartalmazzak,'®' azaz a Ni(Il)-ionok nem tudjak kiszoritani a Cu(Il)-
ionokat, azonban képesek modositani annak eloszlasat a rendelkezésre allo
kotohelyek kozott.
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4.2.3. A harom hisztidint tartalmazé tridekapeptid

rrrrr

allandoi, valamint a réz(II)- és nikkel(Il)komplexeinek stabilitasi allandéi (logf), /=0,2
mol/dm’®, T=25°C (a zardjelben 16v6 értékek a standard deviacié értékét mutatjak)

részecske Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH,
HL 10,06(6)
H,L 17,01(3)
H;L 23,21(3)
H4L 28,80(3)
pK(Iml) 5,59
pK(Im2) 6,20
pK(Im3) 6,95
pK(NH,) -
pK(e-NH,) 10,06

Cu(Il) Ni(1I)
MH,L 22,10(2) -
MHL 16,89(2) 14,19(2)
ML 9,88(8) 5,83(8)
MH_,L 2,60(6) -
MH_,L =5,10(5) —11,12(5)
MH ;L —15,26(5) -20,95(6)
M,H_,L 7,13(8) -
M,H ,L 1,26(2) -7,31(5)
M,H ;L —6,03(4) -
M,H 4L —13,68(3) —24,48(5)
M,H 5L -22,14(3) —-33,36(4)
M,H (L -31,17(2) —43,73(6)
M;H ;L -1,89(12) -
M;H 4L -8,45(13) -
M;H 5L —-15,27(9) —
M;H L —23,23(13) -
M;H ;L -31,70(10) -
M;H 4L —42,59(28) -
M;H L —52,96(10) —

crer

modellezé szekvenciak 0Osszekapcsolasaval a Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH,
tridekapeptidet kaptuk, amely igy harom hisztidint tartalmaz (H2, HS, H12). Els6
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Iépésként itt is a ligandum sav-bazis tulajdonsagait jellemeztik. A
pH-potenciometrias titralas adataibol szamolt deprotonalddasi allandok a 3.
tablazatban vannak feltiintetve. Lathato, hogy a peptid négy deprotonalddasi helyet
tartalmaz, ami harom hisztidil- és egy lizil-aminosavrészhez rendelhetd. El6szor a
hisztidil-oldallancok imidazolnitrogénjei veszitenek protont pH 5,0 és 7,0 kozott
egymassal atfedé folyamatban (a hisztidinek atlag pK-értéke: 6,58). Ezt kdvetden
egy elkiiloniild 1épésben a lizil-oldallanc e-ammodniumcsoportja deprotonalodik. A
lépcsdzetes allandok nem rendelheték egyértelmilen az egyes hisztidil-
oldallancokhoz ¢és minden adatot egyszerli makroszkopikus allandoként kell
kezelni.

Réz(IT)komplexek

Az Cu(Il)-Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, rendszert harom kiilonb6z6 fémion-
ligandum aranynal vizsgaltuk, a képz6d6 réz(Il)komplexek stabilitasi allandoja a
13. tabldzatban talalhatd, valamint az allandok alapjan szerkesztett fémion
koncentracio-eloszlasi gorbéket a 36.a és 36.b dbra szemlélteti. A tridekapeptid
harom ekvivalens réz(Il)iont képes oldatban tartani. Mindharom fémion-ligandum
aranynal az abszorpcios spektrumban pH 4,0 és 6,0 kozott kis intenzitast sav
lathato 650-700 nm koriili maximummal (pl. 36.d dabran is szemléltetve), amely az
imidazolnitrogének kizarolagos koordinacidjat tamasztja ala, illetve ezt tovabb
er6siti a CD aktivitas hidnya ebben a pH-tartoméanyban. A [CuH,L] részecskében a
lizil-oldallancon kiviil valdsziniileg az egyik imidazolnitrogén is protonalt
formaban van jelen, a masik két imidazolnitrogén donoratom pedig horgonyként a
réz(Il)ionhoz koordinalédik. Ezzel a részecskével majdnem parhuzamosan
képzdédik a [CuHL] sztochiometriaji komplex, amely logK(Cu(Il)+Ny,) értéke
6,83. Ez az érték a harom és két imidazolnitrogén koordinacidjara jellemzd értékek
kozé esik,”” ami arra enged kovetkeztetni, hogy féként a kettd és harom
imidazolnitrogén koordinacidjaval megvaldsuld makrokelat részecskék vannak
jelen.

A pH emelkedésével az abszorpcids maximumok folyamatosan a kisebb
hullamhosszak iranyaba tolédnak el. Ez a folyamatos kékeltolodas a nitrogén-
donoratomok szamanak emelkedését jelzi a réz(Il)ion koordinacios szférajaban. Az
intenzitasndvekedés ¢€s eltolddas jelentdsebb pH 6,0 felett, ahol, figyelembe véve a
képz6dé komplex sztdchiometridjat is, a deprotonalt amidnitrogének
koordinalédnak a fémionhoz. A pH novekedésével fokozatosan deprotonalddnak és
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koordinalodnak az amidnitrogének, amely kdvetkeztében képzddik a 2N-es [Cul],
a 3N-es [CuH-L], majd a 4N-es [CuH,L] részecske (3N ,Ny,) kotésmoddal,
amely nagy stabilitassal rendelkezik és uralkodo jellegii pH 8,0 és 10,0 kdzott. Az
amidkoordinaciét a CD spektrumban 310 nm-nél megjelend toltésatviteli sav is
meger6siti (37. abra). A pH tovabbi novekedése nincs hatassal a koordinacios
szférara, a bekovetkezd protonvesztési folyamat a lizin e-ammoniumcsoportjanak
deprotonalodasahoz rendelhetd.

Mar 1:1 réz(I)ion-ligandum aranynal szamottevd mértékli a kétmagvi
komplexek képzddése (36.a dbra). A kétmagvia komplexek képzddésének
statisztikus valoszinlisége harom kotéhely és egy fémion esetén 44 %. Ennél
valamivel kisebb aranyban (30%) képzddnek kétmagva komplexek, ami arra enged
els6 korben kovetkeztetni, hogy a harom kotdhely nem teljesen ekvivalens
egymassal. Viszont még mindig nagyobb mértékben képzddnek kétmagva
komplexek, mint a két hisztidint tartalmazdo Ac-GTHSMKHM-NH, esetében
(20 %, 28. abra).

a) 1,0 b) 1,0
Cu(II)
0,8 0,8 'Cu,H 4L
z z :
% 0.6 1 % 0,6 1 dimer
£ g monomer
g 04 g 041 CuHL Wu%H(,,Lqu%Cuz o
L = H, = Gy,
] o} H A
0,2 CulL 0,2 =Y trimer
LH
0,0 " 0,0 -
3 4 5 6 7 8 9 10 11 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH pH
1,0
© trimer g@@ww Cu,H L D 1]
08 Cu :f _
£ Tz 90
% 06 £ CuHL _IE
E f gL é 60
= 04 « -
5 mO“O:: qus at /. CuH,L g
021 P { CuyH_ w 307
2 €
0,0 = - 0 T T T
400 500 600 700 800
3 4 5 6 pH 7 8 9 10 11 )\‘ (nm)
36. abra: A Cu(Il)-Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, rendszer fémion
koncentracié-eloszlasi gorbéje harom kiilonboz6 fémion-ligandum aranynal:
(8 coun=cL= 110 mol/dm’, (b)  ccuan=2x 107° mol/dm®, ¢, =
110 mol/dm?; (b) ccumy= 3%107° mol/dm®, ¢, = 1x107 mol/dm®; (d) a
Cu(Il)-Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, = 1:1 rendszer abszorpcios
spektrumai
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Erdemes megjegyezni azt is, hogy pH 10,0 felett, ahol mar a lizil-oldallanc is
deprotonalt, 6sszemérheté mennyiségben van jelen az egymagva és a kétmagvi
4N-es komplex. A réz(Il)ion mennyiségének novelésével a tobbmagvi komplexek
dominalnak.

A 37. abran 7,5-0s pH-n Osszehasonlitva lathato a
Cu(Il)-Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, rendszer harom kiilonb6ozé fémion-
ligandum aranynal felvett CD spektruma a Cu(Il)-Ac-GTHSMKHM-NH, = 1:1
rendszerével. A CD gorbék lefutdsat tanulmanyozva, elsé ranézésre azt

mondhatjuk, hogy az 1:1 és 2:1 fémion-
ligandum arany gorbéje megegyezik,

=] =] =]
[S) = [
v
D
q
.
’ >
.
SE
~ p
‘.

ami arra utal, hogy a réz(Il)ion
. ugyanarra a helyre kotddik. Ezeket

Ag (dmsmol'lcm'l)
Ly 4 g
* -

R /,/' Osszehasonlitva a réz(1I)—

08) —d Ac-GTHSMKHM-NH, rendszer CD
1’0300 4(;0 5(;0 6(;0 760 800 spektmmaival, nagyon nagy
A (nm) hasonldosagot talalunk pH 7,0 és 8,0

3,7’ dbra: A (,3 N ’N‘m) kOtesmOdl} ko6zott. EbbOl kovetkeztethetiink arra,
réz(I)komplexek lathatdé CD spektrumai ; R ;
az alabbi rendszerekben (pH=7,5): hogy a két hisztidint tartalmazo
Cu(Il) : Ac-PHAAA-NH, = 1:1 (a), | ligandumhoz hasonlé médon kotddik az
Cu(Il) : Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, =

1:1 (b), 2:1 (c), 3:1 (d); , .,
Cu(Il) : Ac-GTHSMHKM-NH, = 1:1 (e) -GTHS- ¢és -MKHM- szekvenciak

els6 két ekvivalens réz(Il)ion, azaz a

Osszemérhetd mértékben koordinaldd-
nak a réz(Il)ionhoz. A 3:1 aranynal viszont valtozasokat tapasztaltunk, az elobbi
kettéhoz képest, amelyet a -PHAAA- szekvenciahoz vald kotédés okoz.

Tehat a rézmegkotésben mutatkozo preferencia a H12 ~ H8 > H2 sorrendnek
adodott. Azaz az oktarepeat tartomanyon kiviili kotéhelyeket modellez6 hisztidinek
azonos mértékben kotik a réz(Il)ionokat és az oktarepeatbelieket modellezok
csokkent affinitassal rendelkeznek a réz(Il)ionok felé.

Nikkel(IT)komplexek

Az  Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, tridekapeptid  Ni(Il)-rendszereinek
vizsgalata soran kideriilt, hogy a harom hisztidin ellenére csak két ekvivalens
nikkel(II)ion megkotésére képes. Ez a megallapitds dsszhangban van olyan prion
peptidfragmensek Ni(Il)-rendszereinél tapasztaltakkal, amelyek tartalmaznak
oktarepeat tartomanybeli hisztidineket (lasd: a 4.1.1. fejezetben targyalt
HuPrP(84-114)H96A). A képz6dé komplexek pH-potenciometrias titralassal
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meghatarozott stabilitasi allandoit a /3. tabldzat tartalmazza, valamint az allandok
alapjan szerkesztett koncentracio-eloszlasi gorbéket a 38. dbra szemlélteti. A 6,0 és
8,0 kozotti pH-tartomanyban a [NiHL] sztochiometriaju részecske képzédik. A CD
aktivitds hidnya arra enged kovetkeztetni, hogy ebben a pH-tartomanyban
imidazolnitrogének

oktaéderes amely az

koordinacioja altal megvalosulé makrokelat jellegii részecske. A [NiHL] komplex

geometridju  komplex van jelen,

viszonylag nagy stabilitasat az imidazolkoordinaci6 jellemzésére szamolt allando
(logK(Ni(II)+Ny,) = 4,13) is mutatja. Hiszen a koordinalodott imidazolnitrogének
szamaval a makrokelatok stabilitasa is novekszik,”> 7 valamint ez az érték azt is
jelzi, hogy a nikkel(Il)ionhoz legalabb két imidazolnitrogén koordinalodik.”

a) 10 b) 1.0
. dimer,
oL NOD) NiHL_,L s Ni(It Ni,H_L]
e monomer@»»V‘”&)WWX - g NpHL
= 1] 5
S f
=06 NiHL \ M % 0,6 7
NiH_,L : 0
i e E monomer NipHL1/ NiH_L
S04 . = 04 NN AL
Z Ni Ni,H_ dimer =
0,2 Ni;H_,L 0,2 .
NiH_L: > Ni
i, H g
0,0 4 ! 0,0 ‘ ‘
5 6 7 3 9 10 11 5 6 7 3 9 10 11
pH pH

38. abra: A Ni(I)-Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, rendszer fémion koncentracio-
eloszlasi  gorbéje  két  kiillonbozo  fémion-ligandum  ardnynal:  (a)
enian = ¢ = 1107 mol/dm?, (b) cjary = 2x10~° mol/dm’, ¢, = 1x10~> mol/dm’

Titralas soran valamivel pH 8,0 felett a mintak sargulni kezdtek, illetve extra
lugfogyasztd folyamat zajlott. Ez a 430 és 480 nm hullimhosszértéknél talalhato
abszorpcidos maximumokkal egylitt egyértelmien siknégyzetes, diamagneses
komplexek képzddését jelzi. Figyelembe véve a részecskék sztdchimetrigjat is,
megallapithatjuk, hogy az amidnitrogének deprotonaldédasa és koordinacidja
kovetkezik be. Az els6 képz6dd amidkotésii részecske Osszetétele [NiL], azonban a
pontos sztochiometridja a protonalt lizil-oldallanc figyelembe vételével
[(NiH-,L)H]. Az itt feltételezheté koordinacios mdéd (N ,Ny,,), de nem kizart a
(N",2Nj,,) sem. Ennél a ligandumnal a harom imidazolnitrogén miatt nem teljesen
kooperativ az amidnitrogének deprotonalddasa és koordinacidja. A pH 8,8 és 10,0
kozott uralkodo {6 részecske sztochiometridja [NiH-,L] (azaz [(NiH-;L)H]). Az
abszorpcids spektrumokat szemlélve az lathatd, hogy a hullamhosszmaximumok
nem valtoznak, csak az intenzitdsok ndvekednek. Ezek alapjan egyetlen
koordinacios méd (3N ,Ny,) azonosithatd, amely kovetkeztében (5,5,6)-tagu
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csatolt kelatrendszer alakul ki. pH 10,0 felett egy tovabbi protonvesztés
kovetkeztében [NiH ;L] sztdchiometriaju részecske kialakuldsa nem jar spektralis
valtozassal és ez a lizil-oldallinc e-aminocsoportjanak deprotonalédasahoz
rendelhetd.

Mar 1:1 nikkel(Il)ion-ligandum aranynal a kétmagvi komplexek mennyisége
korilbeliil 20 %, fémionfelesleg esetén pedig jelenlétiik kizarolagos az amidkotési
részecskék képzodésekor, amelyekben szintén az elobb emlitett kotésmod valosul
meg.

A tobb hisztidin jelenléte kovetkeztében lehetdség van koordinacids izomerek
képzddésére, amelyek aranyardl a CD spektrumok nytjtanak felvilagositast. A 39.
abra azt mutatja, hogyan valtozik a Ni(ll)~Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH,
rendszer CD spektruma novekvé nikkel(Il)ion-koncentracional pH 10,5-n.
Megfigyelhetd, hogy 1:1 aranynal a goOrbe alakja ¢és intenzitasa a
Ni(II)-Ac-GTHS-NH, rendszeréhez
hasonlo, ami arra enged

kovetkeztetni, hogy az  elsé
ekvivalens nikkel(Il)ion a H96-t
reprezentald ~-GTHS- szekvenciahoz
kotédik. Az egyre  ndvekvo

nikkel(IT)ion koncentracié hatasara

‘ ‘ ‘ az Intenzitasok csOkkennek, amit
300 400 3 (nm) 500 600

39. 4b azzal magyarazhatunk, hogy az

. abra: . o 1

Ni(Il)-Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, -MKHM- szekvencidhoz kot6do

rendszer CD spektrumanak valtozasa nikkel(II)ion ellentétes CD

névekvo Ni(Il)ion koncentracid hatasara aktivitast eredményez, igy csokkenti
(pH = 10,5)

a jelek intenzitasat.

Nikkel(II)/réz(Il) vegyes fémkomplexek

Az Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, tridekapeptid Cu(Il)- és Ni(Il)-toérzsrend-
szerein¢l azt tapasztaltuk, hogy a réz(Il)ionbdl képes harom ekvivalensnyit
megkotni, a  nikkel(Il)ionbol azonban csak  kett6t. Részletesen a
Ni(Il):Cu(Il):L = 1:1:1 rendszer vegyes fémkomplexeit tanulmanyoztuk, mivel a
ligandum nem tudja oldatban tartani a harom ekvivalens fémiont, ha az nem csupan
Cu(ID)-ion. A 8,0-as pH felett megjelend, valdsziniileg nikkel(Il)-hidroxid csapadék
megjelenése miatt a képzddd komplexek stabilitasi allandoit nem tudtuk
meghatarozni. Azonban a pH emelkedésével a csapadék visszaoldodott és nagy
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pH-értékeken a  spektroszkopias
vizsgalatok kivitelezhetévé valtak. Az

ekvimolaris mennyiségben réz(Il)- és
nikkel(IT)iont, valamint ligandumot
tartalmazo rendszerben a megjelend
csapadék mar pH 9,5-t61
visszaoldodik. A 40. dbran a
Cu(Il):L=1:1 rendszer pH 10,5-n

Ag (dm’mol ' em™)

300 44;0 5(‘!0 6[;0 7(‘]0
40. fibra: »om) g .
Cu(I)-Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, = | Ni(ll)-ionokkal val6 titralasa soran
1:1 rendszer (pH = 10,5) Ni(I)-oldattal | felvett CD spektrumai lathatoak. A

val¢ titralasa soran mért CD-spektrumok

kiindulasi  réz(Il)komplexek  CD
spektruma szerint a réz(Il)ion 6sszemérheté mennyiségben van jelen a két kiilsé
hisztidint modellez6 aminosav-szekvencianal (-GTHS-, -MKHM-), a megvalosuld
szerkezeteket a 41. abra szemlélteti (bal oldali szerkezetek).

\%\\%S)NH </j N
NZWQ%

0 ¢
41. abra: A Cu(Il):Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, = 1:1 rendszer esetén képz6do
4N-es koordinacidés izomerek szerkezete (bal alsé és felsG szerkezet) és a

Ni(Il):Cu(Il):Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, = 1:1:1  rendszerben = megvaldsuld
kotésmod (jobb oldal).
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A 40. abran megfigyelhetd, hogy a jelenlevd réz(Il)komplexek CD spektrumara
fokozatosan raépiil a sokkal nagyobb intenzitasu nikkel(II)-koordinaciora jellemz6
CD jel. Az uralkod¢ jellegli vegyes fémkomplexben megvalosuld kétésmodokat a
41. dabra jobb oldalan lathatjuk. A nikkel(Il)ion nem szoritja ki a réz(Il)ionokat,
viszont atrendezi az eloszlasat a rendelkezésre allo kdtohelyek kozott.

4.2.4. DFT szamitasok

Egy nemzetkozi egyiittmiikddés keretein beliill az ESR mérések mellett DFT
szamolasokra is lehet6ség nyilt, amelyek segitettek megérteni ennek a fémion-
szelektivitasnak az eredetét. A DFT szamitasokat Olaszorszagban a Sassari
Egyetemen végezték a kutatocsoportunkkal szakmai egyliittmiikodésben allo
bioszervetlen kutatdcsoport tagjai, Dr. Eugenio Garribba és Dr. Daniele Sanna.

A szamitasok siknégyzetes ¢és (torzult) négyzetes piramisos geometriaji
nikkel(I)- ¢és réz(IDkomplexek esetén torténtek, ahol a ligandumok
H,N-GTHS-NH, (A) és H,N-MKHM-NH, (B) tetrapeptidek, valamint a kérdéses
komplexekben (NH,,2N ,Nj,,) koordinaciés mod valosul meg.

14. Tablazat: DFT szamolasok eredménye
(A = H,N-GTHS-NH,; B = H,N-MKHM-NH,)

A Gtota]
REAKCIOK

(kJ/mol)
[NiH,A] + H,0 5 [NiH,A(H,0)] 35,1
[NiH_;B] + H,O S [NiH_;B(H,0)] 7,0

[NiHL,A] + [BH] +H,0 S [NiHB(H,0)] + [A] 14,2

[CuH ,A] + H,O 5 [CuH ,A(H,0)] 20,1
[CuH ,B] + H,0 S [CuH_,B(H,0)] 21,5

[CuH ,A] + [BH] + H,0 S [CuH ,B(H,0)] + [A] 9,9

A [4. tablazatban lathato adatokat roviden Osszefoglalva elmondhat6, hogy a
Ni(IT)-komplexeknél nagyon kedvezdtlen hatassal van egy vizmolekula hozzaadasa
a siknégyzetes komplexhez (a AG*,, értékek alapjan), H,N-GTHS-NH, esetén
sokkal kedvezodtlenebben hat, mint H,N-MKHM-NH, ligandum esetén. A Cu(II)-
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komplexeket illetéen az értékek azt mutatjak, hogy egy vizmolekula hozzdadasa a
siknégyzetes komplexhez kedvezétleniil hat a H,N-GTHS-NH, ligandummal
képz6d6 [CuH ,A] részecskére, viszont kedvez6é a [CuH B] esetén, ahol a
ligandum H,N-MKHM-NH, . A szamitasokat kovetden meghatarozott optimalizalt
szerkezetet lathatjuk a 42. abran.

Azt tapasztaltuk, hogy a -GTHS- szekvencia jobban megfelel a
Ni(Il)-komplexekre jellemz6 szabalyos siknégyzetes geometria kialakulasdhoz. A
42.a abran is lathato, hogy a nikkel(Il)ion koril ilyen modon helyezkednek el a
donoratomok. Ezzel szemben az -MKHM- szekvencia jobban kedvez olyan
Cu(Il)-komplexek kialakulasanak, ahol a Cu(Il)-ion koriil 6t donoratom talalhaté a
koordinacios szféraban, ebbdl az ekvatorialis sikban egy amino-, két amid- és egy
imidazolnitrogén, valamint axidlisan egy (az intramolekularis hidrogénkotés-
rendszerbe beépiilt) vizmolekula oxigénje (42.b dbra).

4

42. abra: DFT szamitasok soran kapott optimalizalt szerkezet: (a) [NiH,,L] (L =
H,N-GTHS-NH,); (b) [CuH,,L] (L = H,N-MKHM-NH,)
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4.2.5. A modellpeptidek vizsgalata soran kapott eredmények osszefoglalasa

A prion peptidfragmensek komplexkémiai viselkedését modellez6 egy, kettd,
illetve harom hisztidint tartalmazoé peptidek Cu(Il)-, Ni(II)- és Zn(II)-rendszereinek
vizsgalata soran kimutattuk, hogy a peptidek fémion-szelektivitdsat az aminosav-
szekvencia lényegesen befolyasolja és a képzddé komplexek stabilitasa megfelel az
Irving-Williams sornak. A vizsgalt peptidek Cu(Il)-, Ni(I[)- és Zn(II)-ionokat
tartalmazo rendszerében fiziologids pH-tartomanyban az imidazolnitrogének
koordinaciojaval megvaldsuld komplexek stabilitasi allanddinak Gsszehasonlitasat
mutatja a 43. dbra. Ez az Osszehasonlitas tovabb erésiti az irodalomban is
fellelhetd eddigi tapasztalatokat, amely szerint (/) az imidazolnitrogének szama
befolydsolja a fémkomplexek stabilitdsat (minél nagyobb, anndl stabilisabb),
valamint (2) a kettds horgony donor (NH,Ny,) jelenléte megnoveli a képzodo
komplex stabilitasat.

]
J
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43. abra: A vizsgalt ligandumok esetén az imidazolnitrogén koordinacio
kovetkeztében kialakulo Cu(Il)-, Ni(II)- és Zn(II)-komplexek stabilitasi allandoinak
Osszehasonlitdsa

A szabad N-terminussal rendelkez6 peptidek nagy affinitast mutatnak a Cu(Il)-
és Ni(Il)-ionok felé, mivel szekvencidjuk megfelel az ATCUN motivumnak, azaz
albuminszer(i szekvenciaval rendelkeznek (terminalis -NH, csoport és 3.
pozicidban hisztidin). Ezekben az esetekben az elsddleges fémionkdtohely az
aminocsoport és az ahhoz legkozelebbi hisztidil-oldallanc, az igy kialakulo
komplexekben (NH;,2N ,Ny,) kotédmod alakul ki az amidnitrogének
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o MM koordinaciojat kovetden. Az oktapep-
iL tidek esetében a 7. pozicioban 1évo
HN ¢ | hisztidin  koéril az el6z6tdl  eltérd
j)§°0 N | koordinacios kornyezet alakul ki, a
:
E "/1+

H;

C
o OH HNj\ \f\/\) masodik ekvivalens Cu(ll)-, illetve
ek o wo NEL ¢ Ni(Il)-ion ~ (3N Nj,)  kotésmoddal
N .
N\H\\ j\("ﬁo kotédik ezen a részen.
N

- C“\Z:N b, 10 Vegyes fémiontartalmi rendszerek-
</ j/ S ben a Cu(ll)-ion teljes mértékben az
N N-terminalis aminocsoporthoz kozelebbi
44. 4bra: A 4N-es kotésmod a | hisztidinhez  kotddik  (NH,,2N ,Nyy,)
Cu(ID):Ni(Il):H,N-GTHSMKHM-NH, = | koordinaciés moddal, mig a tavolabbi

1:1:1 rendszerben képz6dd vegyes

fémkomplex esetén hisztidinhez a Ni(Il)-ion (3N ,Ny,)

kotésmoddal (44. dbra). Fontos
kiemelni, hogy a kiilonb6zé koordinacios mod ellenére, ugyanaz a fémion-

preferencia valdosul meg, mint a nagy tagszamu prion peptidfragmensek esetén.
Azaz a Ni(Il)-ionok a H96-t tartalmazé szekvenciaval, a Cu(Il)-ionok a H111-et
modellez6 szekvenciaval képeznek stabilisabb komplexeket.

Az N-terminuson védett szarmazékok esetén csak egyféle koordinacios
kornyezet valosulhat meg a 4N-es komplexekben (3N ,Ni,). Ezek eredményeit
Osszefoglalva megallapitottuk, hogy a kiils6 hisztidinek (H96 ¢s H111) a réz(Il)ion
szamara az elsOdleges, a nikkel(Il)ion részére pedig kizardlagos kotShelyek,
amelyek egyben fiiggetlen kotohelyeknek is mindsiilnek. A fémeket ¢és
ligandumokat azonos aranyban tartalmazo rendszereket tanulmanyozva kideriilt,
hogy preferencia figyelhetd meg a kotéhelyek iranyaban. Nevezetesen a
nikkel(IT)ion kedvezményezett kotdhelye mindig a H96-t modellez6 -GTHS-
szekvencia, mig a réz(Il)ion azonos mértékben oszlik meg a -GTHS- ¢s -MKHM-
szekvenciak kdzott.

A preferencia elsddleges okaként a két fém kozotti koordinacios geometriaban
megnyilvanulé kiilonbséget emlithetjiik. Amig a nikkel(Il)ion a siknégyzetes
geometriat, addig a réz(Il)ion a siknégyzeteshez ugyan hasonlo, de torzult
oktaéderes geometriat kedveli, tehat érthetd, hogy a nikkel(Il)ion kedvezébben
kotodik a rovidebb oldallancokat tartalmazd -GTHS- szekvenciandl; a réz pedig
elényben részesiti az axialis koordinaciora hajlamos, hosszabb oldallancokat
tartalmazo -MKHM- szekvenciat. Ezeket a megallapitasokat a DFT szamolasok is
alatdmasztottak.
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A két fémion konkrét szazalékos eloszlasa a modellpeptidek kotohelyei kdzott
nem teljesen ugyanaz, mint a prion peptidfragmenseknél, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy nem kizardlag a kozvetlen kapcsolatot biztositd aminosav-
szekvenciatol fiigg a fémion-szelektivitds, hanem a tavoli oldallancok is
befolyasolo szerephez jutnak. Azaz a réz(Il)ion kotddése egyarant fiigg a kdzvetlen
és a tavoli aminosavaktdl is. Ennek feltérképezése egy tovabbi lehetséges kutatasi
utvonalat nyithat meg.
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4.3. A hat hisztidint tartalmazé prion peptidfragmens réz(II)komplexei

A prion peptidfragmensek ¢és a modellpeptidek komplexképzodési
vizsgalataibol levont kovetkeztetések minden esetben olyan peptidekre
vonatkoznak, amelyek a kotohelyeknek csak egy részét tartalmazzak. Ezért olyan
prion peptidfragmens feltérképezd vizsgalatat kezdtiik el, amely a prion fehérje
rendezetlen tartomanyéaban 1é6v6 valamennyi kotohelyet tartalmazza. Igy keriilt sor
az Osszesen hat hisztidint tartalmazé HuPrP(60-114) prion peptidfragmens
szintézisére egy kiilfoldi tanulmanyut soran (Catania, Olaszorszag). Ez a ligandum
tartalmazza mind a négy oktarepeat tartomanybeli hisztidint (H61, H69, H77,
HS85), valamint az ezen kiviili két hisztidint (H96, H111).

A ligandummal kapcsolatban elsé lehetséges probléma az oldékonysag kérdése
volt. Korabban az oktarepeat tartomany vizsgalatanal kidertilt, hogy ez a rész nem
olddédik vizben. Ezzel szemben azok a prion peptidfragmensek, amelyek kiilso
hisztidint is tartalmaznak, nagyon jol oldodtak vizben. Esetlinkben az oktarepeat
tartomanyon kiviili rész jelenléte ellenére is vizoldhatosagi problémaba iitkdztiink.
Ennek kikiiszobolésére a szekvencia polietilén-glikol lanccal ellatott N-terminalis
véggel rendelkezd szarmazékara volt sziikkség, amely eldsegiti a peptid oldddasat
vizben. Tobbszori  szintézis utdn az  Ac-(PEGy;);-HuPrP(60-114)-NH,
peptidszarmazék mutatott megfelel6 oldékonysagot a vizsgalataink kivitelezéséhez.
Mindezek ellenére a konkrét oldategyenstlyi viszonyokat nem allt médunkban
jellemezni, mert a ligandum csak savas pH-tartomanyban olddédik jol vizben,
pH 5,0 felett az imidazolnitrogének deprotonalodasaval egyidejileg finomeloszlasu
csapadék jelenik meg az oldatban, amely nem oldédik vissza a lagos
pH-tartomanyban. A  csapadék ellenére a spektroszkopiai vizsgalatok
kivitelezhetéek voltak. A 45. abran a Cu(ll)-Ac-(PEG;);-HuPrP(60-114)-NH,
rendszer abszorpciés (a, ¢, e) és CD (b, d, f) spektrumai lathatoak ndvekvo
réz(I)ion koncentracié mellett (a, b, ¢, d), illetve a 6:1 rézion-ligandum arany
esetén a pH fliggvényében (e, f). Az 1:1 réz(IDion-ligandum arany 7,5-0s
pH-értéknél (@) megjelend 600 nm koriili, kis intenzitasti abszorpciés maximuma
arra utal, hogy imidazolnitrogén donoratomok talalhatoak a réz(Il)ion koordinacios
szférajaban. Ez Osszhangban van a csekély CD aktivitassal is (b). 10,5-0s
pH-értéknél (c) lathatod abszorpcids sav a réz(Il)ionhoz koordinalt amidnitrogének
jelenlétét tamasztja ala, amelyet a CD (d) spektrumok is tovabb erdsitenek. A
Cu(Il)-Ac-(PEGy,);-HuPrP(60-114)-NH, = 6:1 rendszer pH-fliggd abszorpcios (e)
és CD spektruma (f) szerint a pH novekedésével egy szerkezeti atrendezdodés
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kovetkezik be. Az abszorpcidos maximum folyamatos kékeltolodasa és a CD
spektrumban megjelend jelek egyértelmilen a deprotonalodott amidnitrogének
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45. abra: A Cu(Il)~Ac-(PEGy,);-HuPrP(60-114)-NH, rendszer abszorpcios (a, c, €) és
CD (b, d, f) spektrumai lathatéak névekvo réz(Il)ion-koncentracioé mellett (a, b, c, d),
illetve 6:1 rézion-ligandum aranynal a pH fiiggvényében (e, f)

Az elobb emlitett vizsgalatokbol megallapithatjuk, hogy a réz(Il)komplexek
szerkezete erdsen fiigg a pH-tdl és a réz(Il)ion-koncentraciojatol. Kis réz(Il)ion-
koncentraci6 mellett fiziologias pH-tartomanyban makrokelat szerkezetli
részecskék jelenléte a meghatarozo, ahol egyszerre tobb imidazolnitrogén
koordinalodik egyetlen fémionhoz. Ezek az imidazolnitrogének egyarant lehetnek
oktarepeatbeli ¢és kiilsé hisztidinek funkcids csoportjai. A makrokelat ezen
koordinacios izomereit a jelenleg rendelkezésre all6 modszerekkel nem all
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moédunkban tanulmanyozni. A makrokelat szerkezet nagy stabilitdsa kovetkeztében
széles pH-tartomanyban uralkodé jellegii, és az amidnitrogének deprotonalddasa
nagyobb pH-értékekre tolodik el. A réz(Il)ion-koncentracié novelése megtori ezt a
makrokelat szerkezetet, és az amidnitrogének deprotonalodasa és koordinacidja
semleges, majd savas pH-tartomanyban kovetkezik be, a réz(Il)ionok
mennyiségének ndovekedésével parhuzamosan.

A CD spektrumok Osszehasonlitdisa a  korabban vizsgalt prion
peptidfragmensek, illetve modellpeptidek CD spektrumaival lehetdséget nyajtanak
a koordinacios izomerek vizsgalatara. A 46. dabra a) diagramjan 10,5-0s
pH-értéken, kiilonb6zé hullamhosszakon mért CD intenzitasok lathatoak a
réz(Il)ion-ligandum arany fiiggvényében. A b) diagramon az Osszehasonlitashoz
hasznalt  rendszerek  (Cu(Il)-Ac-MKHM-NH, = 1:1 /Cu(ID)-H111/,
Cu(Il)-Ac-GTHS-NH, = 1:1 /Cu(II)-H96/ és Cu(Il)-Ac-(PHGGGWGQ)4-NH, =
4:1 /Cu(II)=Hokarepea’) CD spektrumai vannak feltiintetve 10,5-6s pH-értéken. A
650 nm-nél jelentkezd pozitiv Cotton-effektus a Cu(ll)-H111 koordinacidhoz
rendelhet6 (b) diagram. A 46.a dbra szerint a 650 nm-nél (@) jelentkez6 pozitiv
sav intenzitasa 2:1 réz(Il)ion-ligandum aranyig névekszik, majd tovabbi réz(II)ion-
ligandum arany novekedése nem okoz szamottevd valtozast, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a H111 kotohely az elsé két ekvivalens réz(Il)ion hozzaadasara
telitodik.
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46. abra: (a) A kiilonb6z6 hulliamhosszakon mért intenzitasok a Cu(II)ion-ligandum
arany fiiggvényében (pH = 10,5);
(b) A Cu(Il)>Ac-MKHM-NH, = 1:1 (Cu(Il)-H111), a Cu(Il)-Ac-GTHS-NH, =1:1
(Cu(II)-H96) és a Cu(Il)~Ac-(PHGGGWGQ)s-NH; = 4:1 (Cu(II)-Hoktarepear) Tendszerek
CD spektruma, pH=10,5)

A 46.a abran az 500 nm (o) hullamhossznal megjelend CD aktivitas eldszor
kissé pozitiv, majd fokozatosan csdkken. Ezen a hullamhosszon csak a Cu(I)-H96
kolcsonhatas  rendelkezik pozitiv  Cotton-effektussal, amibdl arra lehet
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kovetkeztetni, hogy az elsé ekvivalens réz(Il)ion a H96-hoz kotédik. Az is
megfigyelhetd, hogy 330 nm-nél (<) az intenzitas értékek 2:1 fémion-ligandum
arany felett nének jelentdsen. Ezen a hullimhosszon pozitiv csticsot ad a
Cu(II)-Hoktarepeat €¢s @ Cu(II)-H96, negativat pedig a Cu(II)-H111 kolcsonhatas. A
2:1 arany feletti intenzitdsnovekedés magyarazhatd azzal, hogy az elsé két
ekvivalens réz(Il)ion a H96 és H111 helyekhez kotédik, amelyek azonos nagysagu,
de ellentétes CD aktivitassal rendelkeznek, igy azok kioltjadk egymast, majd a
tovabbi réz(Il)ionok az oktarepeat tartomanybeli hisztidinekhez kétédnek, amelyek
330 nm-nél mutatnak pozitiv CD aktivitast. Hasonl6 kovetkeztetést vonhatunk le a
355 nm-nél (k) lathato CD jel intenzitasvaltozasabol, mivel itt a Cu(IT)-H96 mutat
negativ CD aktivitast, az oktarepeatbeli pedig pozitivat. Arra kovetkeztethetiink,
hogy el6szor a H96 és a H111 koordinalodik a réz(Il)ionhoz, majd ezt kdveten az
oktarepeat tartomanybeli hisztidinek is.

Ugyan az oldategyenstlyi viszonyok jellemzése nem tortént meg, de sszevetve
a tanszéken korabban vizsgalt prion peptidfragmensek eredményeivel, valamint a
vizsgalt modellpeptidek eredményeivel, megallapithatjuk, hogy alacsony
réz(Il)ion-koncentracié mellett (azaz 1:1 rézion-ligandum aranynal, ami a
hisztidinekre nézve valojaban 1:6 rézion-hisztidin aranyt jelent) fizioldégias pH-n
stabilis makrokelat szerkezetli komplexek képzddnek. Bioldgiai kdoriilmények
kozott is ez valoszinlisithetd, mivel a réz mennyisége altalaban kevesebb a
fehérjékhez viszonyitva. Ez a gombolyagszerii makrokelat szerkezet olyan stabilis,
hogy lugos pH-tartomanyba tolja el az amidnitrogének deprotonalodéasat és
koordinaciojat. Nagyobb réz(Il)ion-koncentracié mellett (azaz 1:1 rézion-hisztidin
aranynal) megfigyelhet6, hogy az amidnitrogének koordinacidja mar fiziologias
pH-ra bekovetkezik. Azaz a réz(Il)ion mennyiségének novelésével az
amiddeprotonalodas és koordinacio egyre kevésbé lugos, majd semleges pH-ra
tolodik el.

A CD spektroszkopias Osszehasonlitasok alapjan elmondhaté, hogy nagy
pH-értékeken a réz(Il)ionok kedvezébben kotddnek a kiilsé (H96, HI111)
hisztidinekhez.
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5. OSSZEFOGLALAS

A doktori munkdm soran a prion betegségekkel Osszefiiggésbe hozhatd prion
fehérje N-terminalis rendezetlen régidjaban talalhato kotéhelyek fémion-
szelektivitasat tanulmanyoztuk. Ehhez hisztidintartalmu prion peptidfragmensek
nikkel(IT)ionokkal, illetve nikkel(II)/réz(Il)ionokkal alkotott vegyes rendszereinek,
valamint a kdtohelyeket modellezo peptidek réz(Il)-, nikkel(IT)- és cink(Il)ionokkal
alkotott rendszereinek az oldategyensulyi vizsgalatat végeztiik el.

Munkank elsé részében célunk volt a prion peptidfragmensek nikkel-
kotoképességének vizsgalata, valamint a vegyes réz(Il)/nikkel(II) rendszereiben
zajlo komplexképzddési folyamatok tanulmanyozasa. A munka mdsodik részében
célul thztiik ki annak a tanulmanyozasat, hogy milyen tényezok befolyasoljak az
eltéré szelektivitast, illetve a réz(Il)-, nikkel(II)- és cink(Il)komplex, valamint
vegyes magvi nikkel(Il)/réz(Il)komplexek képzodését az egyes kotohelyeket
modellezd egy, kettd, illetve harom hisztidint tartalmazé modellpeptidekben.

A ligandumok protonalodasi allandoit és a kiilonbozd sztochiometriaju
fémkomplexek stabilitasi allando6it pH-potenciometrias modszerrel hataroztuk meg.
A kialakulo szerkezetek igazolasara spektrofotometriat, CD, 'H NMR és ESR
spektroszkopiat alkalmaztunk. A koordinacids izomerek tanulmanyozasdhoz CD
spektroszkopias Osszehasonlitasokat végeztiink.

A vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy réz(Il)- és nikkel(II)ionok szaméara
is az oktarepeaten kiviili hisztidinek (H96, H111) az els6dleges kot6helyek.
Mindkét fémion esetében jellemz6 a makrokeldt szerkezeti komplexek
megjelenése, majd a pH ndvekedésével az amidnitrogének deprotonalodasa és
koordinacidja, amely kovetkeztében a 4N-es komplexekben (3N ,Nj,)
koordinacios mod valdsul meg. A réz(Il)- és nikkel(Il)ion k6zott mutatkozo nagy
hasonlosag alapjan elmondhatd, hogy a nikkel(Il)ion valdéban alkalmazhato
szerkezeti modellként az egyes kotdhelyek tanulmanyozasara. Ugyanakkor a
kiilonbségeket sem szabad figyelmen kiviill hagyni. Példaul minden esetben a
réz(Il)ion képez stabilisabb komplexeket. Ezen kiviil a nikkel(II)ion esetén
minimum két hisztidin jelenléte sziikséges, hogy a stabilis makrokelat szerkezet
oldatban tudja tartani a fémiont. Tovabba a 4N-es komplexek a réz(Il)ion esetén
alacsonyabb pH-értéken képzddnek.

A réz(I)- és a nikkel(Il)ion esetén is a kiilsé hisztidinek jatszanak meghatarozo
szerepet a koordindcidban. Viszont ezeken belill egy forditott preferencia
figyelhetd meg a kotéhelyek iranyaban. Ez a forditott preferencia nem csak a prion
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peptidfragmenseknél jelentkezik, hanem az eldallitott modellpeptideknél is
hasonlot tapasztaltunk. Elsédleges okként a két fémion kozotti koordinacios
geometridban megnyilvanulé kiilonbség emlithetd. Amig a nikkel(II)ion mindig
szigoran a siknégyzetes geometriat, addig a réz(Il)ion a siknégyzeteshez hasonlo,
de torzult oktaéderes geometriat kedveli. Ennélfogva értheto, hogy a nikkel(Il)ion
kedvezébben kotddik a rovidebb oldallancokat tartalmazo -GTHS- szekvencidhoz;
ezzel szemben a réz(Il)ion elényben részesiti az axialis koordinaciora hajlamos,
hosszabb  oldallancokat tartalmazé6 -MKHM- szekvencidt. Ezeket a
megallapitasokat a DFT szamoldsok is aladtamasztottdk. A fémionok konkrét
szazalékos eloszlasa a modellpeptidek kotdhelyei kozott nem teljesen ugyanaz,
mint a prion peptidfragmenseknél, ami arra enged kovetkeztetni, hogy (foként a
réz(I)ion esetében) nem csak a kozvetlen kapcsolatot biztositdé aminosav-
szekvenciatol fiigg a fémion-szelektivitds, hanem a tavoli oldallancok is
befolyasolod szerephez jutnak.

A prion fehérje rendezetlen tartomanyaban 1évo Gsszes kotOhelyet tartalmazo
peptidfragmensének feltérképezd vizsgalata soran egyszerre tanulmanyozhattuk a
problémak miatt arra nem volt lehetdségiink, hogy az 6sszes hisztidint tartalmazo
prion peptidfragmens konkrét oldategyensulyi viszonyait jellemezziikk, de a
réz(Il)iont is tartalmazé mintak spektroszkopiai vizsgalatabol kideriilt, hogy a
képz6do komplexek Osszetételét a pH ¢és a fémion-koncentracié jelentdsen
befolyasolja; valamint ugyanazok a kotési preferenciak valosulnak meg, mint amit
korabban is tapasztaltunk a prion peptidfragmenseknél. A fizioldgias
pH-tartomanyban a makrokelat szerkezetli részecskék jelenléte a meghatarozo,
ahol a réz(Il)ion koordinacios szférajaban az oktarepeat és a kiilsd hisztidinek
egyarant részt vehetnek. A pH novekedésével parhuzamosan pedig bekovetkezik az
amidnitrogének deprotonaloddsa és koordinacidja. Ezen feliil itt is egy kotési
preferencia figyelhet6 meg a kiilsé hisztidinek iranyaba.

Ezen vizsgalatok alatamasztjak a prion peptidfragmensek kiugrd affinitasat a
réz(Il)ionok iranyaba, valamint a nikkel(Il)ion, mint szerkezeti modell jol
alkalmazhat6 az Osszehasonlitdsokhoz. Ugyanakkor a cink megkdtését barmely
prion peptidfragmens és modellpeptid esetén vizsgalva, csak nagyon gyenge
kolesonhatas volt kimutathat6. Ez tovabb erdsiti azt a feltételezést, amely szerint,
ha a fémionok részt vesznek a prion fehérje biologiai mikddésében, akkor a
réz(Il)ionoknak van elsddleges szerepiik ezen a téren.
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Eredményeink hozzajarulnak a kiilonbozd kotohelyek eltéré fémion-
affinitasanak értelmezéséhez, valamint ahhoz, hogy jobban megértsiik, milyen
tényezOk befolyasoljak a neurodegenerativ betegségekkel (pl. Alzheimer-korral,
Parkinson-korral, prion betegségekkel) Osszefiiggésbe hozhaté fehérjék
fémionmegkdtését. Ezek értékes informacidt nyujthatnak olyan biologiai
kutatasokhoz, amelyek célja a neurodegenerativ megbetegedések kivaltd okanak
felderitése. Ezen eredmények lehetévé teszik a jovOoben 1), hatékonyabb, a
neurodegenerativ betegségek kezelésére alkalmas gyogyszerek ¢és terapiak
kifejlesztését.
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6. SUMMARY

During my PhD work I studied the metal ion selectivity of the binding sites at
the unstructured N-terminal region of the prion protein related to prion diseases.
Solution equilibrium studies on complexes formed between four prion peptide
fragments and Ni(I), Ni(I)/Cu(II) or in one case Cu(Il) ions have been performed.
Afterwards we studied the interaction between nine histidine containing model
peptides and Cu(Il), Ni(Il) and Zn(II) ions and in the case of multihistidine
peptides the Ni(II)/Cu(Il) mixed metal systems also.

Our aims were to characterize the nickel(Il) binding affinity of the prion peptide
fragments and the complex formation processes in the Ni(I) and in the
Ni(IT)/Cu(Il) mixed metal — peptide systems. In the second phase of the work we
studied the factors influencing the metal selectivity and the Cu(Il), Ni(II), Zn(II)
and Ni(I)/Cu(Il) mixed complex formation processes with one, two and three
histidine containing peptides modelling the binding sites of the prion protein.

The protonation constants of the ligands and the stability constants of the
various copper(Il), nickel(Il) and zinc(Il) complexes were determined by
potentiometric titration. The structures of the complexes were confirmed by
UV-vis, CD, 'H NMR and EPR spectroscopy, and then we performed CD
spectroscopic comparisons to study the coordination isomers.

In our research we have stated that the histidines outside the octarepeat (H96,
H111) are the primary binding sites for Cu(Il) and Ni(II) ions. In the case of both
metal ions the formation of macrochelates is characteristic at low pH which is
followed by the deprotonation and coordination of amide nitrogens with increasing
pH resulting in 4N complexes with (3N ,Nj,) coordination mode. On the basis of
the high similarity between the Cu(Il) and Ni(II) ion we can state that the Ni(Il) ion
can be applied effectively as a model for Cu(Il) ion in the studies of certain binding
sites. At the same time we can not ignore the differences. For instance, in all cases
the Cu(Il) forms more stable complexes than Ni(Il), besides for Ni(Il) at least two
histidines are necessary for formig stable macrochelate while keeping the metal ion
in solution. Furthermore the 4N Cu(Il) complexes are formed at lower pH than that
of Ni(Il) complexes.

In the case of both metal ions the histidines outside the octarepeat play a key
role in the coordination, but within this a reverse preference can be observed
towards the direction of binding sites. This reverse preference exits not only in the
case of the prion fragments but also in the case of the model peptides also. Its
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primary cause can be the distinction between the coordination geometry of the two
metal ions. While the Ni(Il) ion prefers square planar geometry strictly, the Cu(Il)
ion prefers distorted octahedral that geometry similar to the square planar one.
Therefore it is understandable that Ni(Il) is bound more favourably to -GTHS-
sequence containing short side chains; in contrast Cu(Il) favours -MKHM-
sequence containing longer side chains that tend to coordinate axialy. These
statements are supported by DFT calculations. The concrete distribution of metal
ions among the binding sites of model peptides is not exactly the same, which led
us to the conclusion that in the case of Cu(Il) the selectivity depends not only on
the neighbouring amino acids but the distant amino acids also have an influencing
role.

With the study of the prion peptide fragment containing all the N-terminal
binding sites we had the opportunity to investigate the actual binding sites at the
same time. Because of the solubility problem we were not able to give the full
characterization of its solution equilibrium, but from the spectroscopic studies of
the Cu(Il) ion containing samples it is clear that the composition of the complexes
strongly depends on the pH and concentration of the metal ion. Furthermore the
same coordination preferences exist as found earlier in the case of the prion peptide
fragments. At physiological pH the presence of species containing macrochelate is
dominant, in the coordination sphere of Cu(Il) ion there are only imidazole
nitrogens of histidines both from inside and outside of octarepeat. Parallel with
increasing pH the deprotonation and coordination of amide nitrogens take place.
Moreover, a binding preference can be observed in the direction of histidines
outside the octarepeat.

These studies support the high Cu(Il) ion affinity of prion peptide fragments
and the Ni(Il) ion can be effectively applied as a structural model for the
comparisons. In the case of Zn(II) ion binding, however, only slight interaction can
be detected. This observation strengthens the assumption further, that if the metal
ions take part in the biological function of the prion protein, the Cu(Il) ion has a
primary role in this field.

Our results contribute to the better understanding of the factors influencing the
metal ion binding of the proteins related to the neurodegenerative disorders (e.g.
Alzheimer disease, Parkinson disease, prion disease). These can provide valuable
information for biological investigations aimed at determining the cause of

neurodegenerative diseases. They may also provide information for planning new
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and more efficient medicines and therapies for the treatment of patients suffering

from neurodegenerative disorders.
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