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Az értekezésben elé6fordulé 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 (véddcsoport)
ACN acetonitril, CH;CN
AcOH ecetsav

Ac,0 ecetsavanhidrid
ATCUN Amino Terminal Cu and Ni binding site (aminoterminalis

réz- és nikkelkotdhely)

CD cirkularis dikroizmus

CT sav toltésatviteli sav (Charge Transfer)
Boc t-butoxi-karbonil (véd6csoport)
Bzl benzil (véd6csoport)

DCM diklormetan

DIEA N,N-diizopropil-etilamin

DMF N,imetil-formamid



EDT etan-1,2-ditiol
DODT 2,2'-(etiléndioxi)-dietantiol
elektron paramagneses rezonancia (elektronspin-

EPR (ESR) ) .
rezonancia spektroszkopia)
Et,O dietil-éter
Fmoc 9-fluorenil-metoxi-karbonil (véd6csoport)

Met109Ser 4 109. pozicidban metionin helyett szerin talalhato

Asn22 az aminosav-szekvenciaban az adott szamt pozicidban

1év0 pl. aszparagin

HOBt N-hidroxi-benztriazol

HPLC nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

hIAPP emberi (human) amilin

Me metilcsoport

N~ deprotonalt amidnitrogén

Nim imidazolnitrogén

NMP N-metil-2-pirrolidon

NMR magmagneses rezonancia

Oxarbonil karboniloxigén

Oyarboxilir karboxilatoxigén

rIAPP patkany amylin

RP-HPLC  forditott fazisu nagyhatékonysagt folyadékkromatografia

SOD szuperoxid-dizmutaz (enzim)

TBTU 2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium-
tetrafluoroborat

tBu terc-butil (védScsoport)

TFA trifluorecetsav

TIS triizopropil-szilan

Trt tritil (védécesoport)

UV-vis ultraibolya — 1athaté

z benziloxi-karbonil (védécsoport)



1. tablazat: A human és a patkany amilinben el6fordulé aminosavak
roviditései és oldallancaik szerkezete
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1. BEVEZETES

A Debreceni Egyetem Bioszervetlen ¢és Koordinaciés Kémiai
Kutatdcsoportjaban évtizedek ota folynak olyan kutatasok, melyek a kiilonbzo
hormonrendszeri ¢és idegrendszeri elvaltozasokban, megbetegedésekben szerepet
jatszo peptidfehérjék ¢s az élettani szempontbol fontos fémionok kozott
kialakul6 komplex kolcsonhatasok megértését célozzak. Az Alzheimer-kor és a
prionbetegség mellett ilyen a cukorbetegség is.

A WHO 2014-re vonatkozé adatai szerint a korabbi becsléshez képest
nagyobb mértékben névekedett a cukorbetegek szama, abban az évben ugyanis
mar 422 millié cukorbeteget tartottak szamon, 2012-ben pedig 1,5 millio
halaleset oka volt a diabétesz.

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

Gyakran hozzak kapcsolatba a neurodegenerativ megbetegedésekkel, hiszen
kozos  szovettani  ,,nyomuk” bizonyos viasszeri, attetsz0 lerakodasok
megjelenése, az n. amiloidozis jelensége.

Az egyik ok gyakorta valamilyen kiilsé behatas (oxidativ stressz, fémionok
helyi  feldisulasa, a fémionok koordinacidja miatt bekdvetkezd
konformécidvaltozas), de lehet mutacid kovetkezménye is az alfa-hélix
atrendezddése.

A 2-es tipusi cukorbetegségben szenvedék hasnyalmirigyének bonctani
vizsgalatat kovetéen 90-95 szazalékuknal neurodegenerativ megbetegedésekre
jellemzd, amiloid tipust lerakodasokat mutattak ki. Idével az is érdekelte a téma
kutatéit, hogy mely fehérje megvaltozasa vezet a hasnyalmirigy amiloid
lerakodasainak képzddéséhez. Cooper és csoportja azt kozolték, hogy az
aggregatumok legfébb fehérjealkotoja a 37 aminosavbol allo6 huméan amilin
peptidhormon (amylin, amilin, human islet amyloid polypeptide, hIAPP).

A hIAPP az inzulinhoz hasonléan a hasnyalmirigy bétasejtjeiben keletkezik,
csokkenti a gyomoriiriilés sebességét és ezaltal mérsékli az étkezés utani
vércukor-emelkedést. Az amilin peptidlanc  aggregacidjanak oka és
mechanizmusa ugyanakkor mindmaig kérdés maradt.

A patkany amilinjét vizsgalva viszont megallapithattak, nem mutat hajlamot
ilyen plakkok képzésére. A patkanybdl és az emberbdl izolalt amilin a 18., 23.,
25.,26.,28. és 29. aminosavban tér el egymastol (2. tablazat).

Azt mar kordbban is tudtdk, hogy az ideg- illetve hormonrendszeri
betegségek kialakulasa alapvetden a fehérjemolekulak konformaciovaltozasaval,
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nagy fémionaffinitasa és igy a fémionok ezen folyamatokban betdltétt szerepe
csak az ujabb kutatasok alapjan valt egyértelmiivé.

Hogy a fémionok szerepe valoban relevans, arra egyértelmii eredmények
mutatnak, hiszen a Cu(ll), Fe(Ill) és Zn(Il) kiugréan nagy koncentracidoban
vannak jelen az amiloid lerakddasokban.

Kutatocsoportunkban mar folytak elézetes mérések a patkany amilin
(rlAPP) (17-29) fragmens ¢és a Cu(Il)-ion kélcsonhatasanak feltérképezésére.

Annak ellenére azonban, hogy a patkany amilin (17-29) szekvenciajaban
talalhatd aminosavak oldallancaikban nem tartalmaznak olyan donoratomot,
amelyekhez a fémion koordinalddni tudna, mégis azt tapasztaltak, hogy képes a
Cu(ll)-ionok oldatban tartasara.

Kérdés maradt tehat, hogy a molekula mely része koti meg a Cu(ll)-iont,
illetve mely csoport(ok) és milyen aranytl kozremiikddése jatszik ebben az
egyedi koordinacios folyamatban szerepet.

2. tablazat: A human és a patkany amilin szekvencija

(Az eltérd tagokat kiemeltem.)

e[l B EEEELELL
Hu KIC/IN| T/ A|T|C|A T|Q|R|/L/A/N|F|L|V|H
Rat KIC/IN|IT|A|T|C|A T|Q|R|L|A/N|F|L|V|IR
112|222 |2|2|22|2|2 (3|33 |3|3|3)|3]3
9(/0|1|2|3|4|5|6|7|8|9|0|212|2|3|4|5/|6/|7
SIS NN/ F|G|A|Il |L|S|S|T|N|V|G|S|N|T|Y
SIS NIN|L|G|P|V|L|P|P|T|N|V|G|S|N|T|Y
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2. CELKITUZESEK

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

Munkam els6 szegmense a patkany amilin human amilint6l eltérd
szakaszanak (rlIAPP 17-29) vizsgalata soran nyert, korabbi irodalmi adatok
kiegészitése volt. Az egyes oldallancok szerepének és a fémion megkitésének
modjat vizsgalando rovidebb, terminalisan védett fragmensek és mutansok pH-
potenciometrias és spektroszkopiai vizsgalatat végeztiik el.

Tovabbi munkank soran arra voltunk kivancsiak, hogy az egyes
oldallancoknak szamszeriisithetéen milyen és mekkora szerepe lehet a szokatlan
komplexképzésben, emiatt elvégeztiik néhany N-terminalisan nem védett
patkany amilin fragmens szintézisét, valamint fémionkomplexeiknek pH-
potenciometrias és spektroszkopiai vizsgalatat.

Munkank harmadik szakaszaban arra kerestiik a valaszt, hogy mads, erdsen
koordinalo fémkotéhely mellett milyen szerepe lehet a poldris oldallancok
alkotta szekvenciaszakasznak a fémion, avagy egy masodik ekvivalens fémion
megkotésében.

Ugyanezen fragmensek egy jelentds részét az egyes oldallancok sajatos
komplexkémiai szerepének felderitésére, illetéleg megerdsitd és dsszehasonlitd
informaciok nyerésének céljabol az élettani szempontbol jelentés Ni(ll)-ion és
Zn(ll)-ion jeleniétében is terveztiik tanulmanyozni

A negyedik vizsgalati csoportot a terminalisan védett Aumdan amilin
fragmensek (Ac-AAAHSSNN-NH,, Ac-AAAHAAAA-NH,) képezték, melyek
Cu(ll)-komplexeinek tanulmanyozasaval szerettink volna vélaszt kapni a
patkany és a human amilin eltérd koordinacids és plakk-képzési hajlamanak
okaira.

Munkank soran az emberi szervezetet jellemzd vizes rendszerek
tanulmanyozasara torekedtiink minden vizsgalatunk esetében. Kiilondsen
érdekelt minket az, hogy a hasnyalmirigy pH-viszonyai ko6zott hogyan
viselkednek és milyen szerkezetiiek komplexeink.
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3. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

A vizsgalt peptidek egyik felét szilardfazisu peptidszintézissel
kutatocsoportunkban, a masik felét pedig egy olaszorszagi egyiittmiikodés
keretében a Catania Egyetemen allitottuk el6. Munkank soran az &sszes
ligandum szintézisét automatizalt moddon, egy mikrohullami Liberty
peptidszintetizal6 késziilékkel (CEM, Matthews, NC) végeztiik.

A peptid gyantarol vald lehasitasat szobahdmérsékleten végeztiik 94,0 %
TFA, 1,0 % DODT, 2,5% TIS, 2,5% H,O elegyével 1-1,5 ora alatt. Ez alatt
nem csak a gyantarél vald hasitds, hanem az oldallancbeli véddcsoportok
eltavolitasa is megtortént. A hideg, dietiléterben torténd kicsapas utan kaptuk
meg a nyers termékeket. A csapadékot centrifugalassal valasztottuk el és
ilepitettik, majd 1jboli hideg dietil-éterrel vald mosast kovetd szaritas
kovetkezett. Az igy kapott anyagot 4 ml vizben feloldottuk, majd liofilizaltuk.

Az eloallitott és liofilizalt oligopeptidek tisztasagdt minden esetben
nagynyomdsiu folyadékkromatogrdfidaval (HPLC) ¢és ESI-MS  analizissel
ellendriztiink.

Munkank soran valamennyi ligandum esetében az els6 alkalmazott technika
a pH-potenciometrias mddszer volt, mely az oldatfazisban lejatsz6do
komplexképzédési  folyamatok egyensulyi vizsgalatanak legaltalanosabb
kisérleti modszere. A pH-potenciometrias mérések segitségével hataroztuk meg
A Kkisérleti adatokbol a fémkomplexekre meghatarozott stabilitasi szorzatokat a
PSEQUAD és a SUPERQUAD nevi szamitogépes programokkal szamitottuk
ki.

UV-Vis spektrofotometrias méréseinket 200-900 nm-es hullamhossz
tartomanyban végeztiik. A spektrumokat Hewlett-Packard HP 8453 tipusu
egysugaras, diddasoros, illetve Perkin Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras
fotométereken, 1,000 cm-es kiivettaban vettiik fel kiillonb6z6 pH-értékeken,
kiilonb6z6 fémion-ligandum aranyoknal. Utobbiakat minden esetben a pH-
potenciometrias méréseink alapjan valasztottuk meg.

Miutan a A Cu(ll)- és Ni(Il)—peptid rendszerek komplexeinek képzédése jol
vizsgalhatd CD spektroszkdpidval, ezért CD méréseket is végeztiink a Debreceni
Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén egy JASCO J-810 spektrométeren. A
spektrumokat szobahdmérsékletli vizes oldatokban vettikk fel kiilonbdzé pH-
értékeknél és kiilonbozd fémion-ligandum aranyokat alkalmazva. Méréseinkhez
0,1 és 1,0 cm uthosszusagu kiivettakat hasznaltunk, a spektrumokat 220-800 nm
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hullamhossz tartomanyban rogzitettiik. A spektrumok elemzésével a képzodott
komplexek szerkezetére, geometriajara, a koordinalodé donoratomok szamara és
mindségére lehetett kdvetkeztetni.

A spektrumok kiértékeléséhez a CCA+ ¢és a PSEQUAD programot
hasznaltuk. A ,,Convex Constraint Analysis” (CCA+) program alapja, hogy a
mar meglévd spektrumsorozatot matematikai elven Osszetevdire bontja, igy
megkiilonboztethetdvé valnak a sorozatot meghatarozé néhany komponens
jellemz6 spektrumai. A spektrumok mellett bemeneti adatnak csak a
fényelnyeléssel rendelkezd részecskék szamat sziikséges megadni. A modszerrel
egyedi spektrumok, eloszlasi diagramok nyerhete6ek.

Az elektrospin-rezonancia spektroszkopia (ESR, EPR) moédszere olyan
részecskék tanulmanyozasara alkalmas, amelyek parositatlan elektront
tartalmaznak, azaz paramagneses sajatsagiak. A Cu(ll)-ion paramagneses volta
miatt ez a modszer kivaloan alkalmas komplexei vizsgalatara.

A szamitott paraméterekb6l a mar ismert szerkezeti komplexek
paramétereivel valé Osszehasonlitas alapjan a fémion koriill kialakuld
koordinaciés modra és a koordinaldodd atomok kémiai mindségére lehet
kovetkeztetni.

A méréseket Olaszorszagban (Department of Chemistry, University of
Sassari) a kutatocsoportunkkal szakmai egylittmiikodésben allo kutatdocsoport
tagjai végezték. A spektrumokat Bruker EMX spektrométeren, etilén-glikol
hozzaadasa utan 120 K homérsékletiire lehiitdtt oldatokban vették fel kiilonbozo
pH-értékeknél, illetve kiilonb6zé fémion/ligandum aranynal. A mérésekhez
hasznalt fémtérzsoldat ®Cu izotdpot tartalmazott, koncentracidja a mintdban 5
mM volt. Kiilsé standardként difenil-pikril-hidrazint hasznaltak, melyre a gloI
értéke 2,0028.
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4. A VIZSGALT LIGANDUMOK SZERKEZETI KEPLETEI
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

|. APATKANY AMILIN (17-29) FEMIONKOTOHELYENEK MODELEZESE

Termindlisan védett természetes fragmensek Vizsgdlata Cu(Il)-ion
Jjelenlétében

1. 4 ligandumkoncentraciok ismeretében, melyeket egy mar irodalomban
leirt modszer optimdlasaval hataroztuk meg, le tudtuk irni a patkany amilin
(17-29) Cu(ll)-komplexeinek eddig még nem jellemzett stabilitasi dllandéit
és azok pH szerinti eloszldsat, valamint azonositottuk a képz6ds komplexek
egyedi UV-Vis spektrumait is.

» Tovabbi 6t, uj amilinfragmens (Ac-VRSSNN-NH,, Ac-VRSS-
NH,,  Ac-SSNN-NH,,  Ac-VRAA-NH,,  Ac-VASS-NH,)
koordinacios kémiai viselkedését is ugyanilyen mddszerrel irtuk
le, azonositottuk egyedi spektrumaikat, és meghataroztuk a
Cu(ll)-komplexek stabilitasi allandoit.

/A tovabbiakban nem jel16m kiilon a védett C-terminust, a kdvetkezd roviditést alkalmazom:
példaul Ac-VRSSNN./

2. Bizonyitottuk, hogy a korabbi feltevésekkel ellentétben nem az arginin tagnak,
hanem a szerin és az aszparagin tagoknak van szerepe a fémion
koordindlasaban.

A pH-potenciometrias, iletve a spektroszkopiai mérések eredményeként
informacidt nyertiink arr6l, hogy egy

révidebb, csupan kétféle polaris " Vs

oldallancot tartalmazo fragmens (Ac- o7

VRSS) és annak egyféle polaris 02 M

oldallancot tartalmaz6 mutansai (Ac-  |ac o o — SRR
; \/

VRAA, AC-VASS) a 6 és 9 kozotti |

pH-tartomanyban nem voltak 08 N
képesek oldatban tartani a Cu(Il)- 7 nAPP(17:29)
iont, igy Cu(OH), csapadék valt ki 1. 4bra
az oldatokbol. Kimutattuk azt, hogy | -1
a szerin jelenléte lagos pH-

rminalisan védett patkany
amilin fragmensek Cu(l1)-

komplexeinek CD-spektrumai
tartomanyban eldsegiti a csapadék

visszaoldodasat, a fémion részbeni k6tddését a peptidlanchoz.
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3. Azonositottuk a Cu(ll)-ion megkotéséért felelds legrévidebb motivumot, a Ser-

Ser-Asn-Asn szekvencidt.

Osszehasonlitva a hat peptid (Ac-VRSSNN, Ac-VRSS, Ac-SSNN-, amilin
17-29, Ac-VRAA, Ac-VASS) megfeleld spektrumait megallapithattuk, hogy
kétféle spektrumtipust kiilonboztethetiink meg (1. abra). Az egyik tipusba az
AC-VRSS, a Ac-VRAA ¢és a Ac-VASS tetrapeptidek tartoznak. A masik
tipushoz az Ac-SSNN és a Ac—VRSSNN fragmensek rendelhetSek. Abbol
kiindulva, hogy az rlIAPP (17-29) spektralis viselkedése az SSNN-tipustiakhoz
mutat hasonlésagot, bizonyitottuk, hogy a Cu(ll)-iont koté legrovidebb
szenvenciaszakasz az SSNN-szakasz, igy ezzel modellezhetd a fémion

kotéhelye a legjobban.

4. Kimutattuk, hogy a 22-es poziciéban 1évé aszparagin-oldallinc mdr

fiziologids pH-n is képes deprotondlédni és koordindlédni a Cu(ll)-ionhoz.

DFT-szamitasok és az ESR paraméterek alapjan kimutattuk, hogy a
poléris oldallancok (szerin, aszparagin) kozott kialakuld kolcsonhatasok
egy olyan molekuléris kdrnyezetet hoznak létre, melyben a C-terminalis
aszparagin-oldallanc horgonycsoporként indukéalja a fémion megkstését,
valamint a peptidvazbeli amidnitrogének egymast kovetd deprotonalddasat

¢és koordinacidjat (2. dbra).

» Azt is demonstraltuk, hogy az aszparagin-oldallanc koordinacioja
jol jellemezhet6 egy karakteres, 480 nm-nél megjelené CD-savval

(1. dabra).

Eredményeinkkel alatamasztottuk, hogy a hormon kiilonleges fémion-

koordinalo képességéért
elsésorban az aszparagin-
oldallanc a felelds, illetve
maga az SSNN szekvencia
altal kialakitott kiilonleges
koérnyezet. Az aszparagin
oldallanca a ciszteinhez vagy

hisztidinhez hasonl6éan
elsédleges fémkotohely
lehet. Eredményeink

j

c
0/ \CHz o
o cIH—:f

komplexének szerkezete (pH~8,5)

N

o
C,

HO HO W
2. dbra: az Ac-SSNN [CuLH_3] dsszetételii

Jjelentdsége abban dll, hogy az eddigi irodalmak alapjan eleddig csak az erésen

lugos kozegben tudtik csak kimutatni az aszparagin-oldallanc deprotonalodasat

és koordindciojat.
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II. A POLARIS OLDALLANCOK EGYMASHOZ VISZONYITOTT RESZVETELE
(Cu(II)-KOMPLEXEK ESETEBEN)

Termindlisan nem védett, szabad aminocsoporttal rendelkezd mutinsok
oldategyensulyi vizsgdlata Cu(Il)-ion jelenlétében

1. Szilardfdzisu peptidszintézissel elédllitottam 8 1j, szabad aminocsoporttal
rendelkezé amilinfragmens mutdnst (NH,—VRSSNN, NHy—VRSSAA, NH,—
VRAANN, NH»-VRSS, NH,-SSNN, NH,~AANN, NH,-SSNA, NH,~GGHSSNN),
melyek pH-potenciometrids és spektroszkdpids vizsgdlatdval tisztaztuk a poldris
oldallancok és a termindlis aminocsoport egymdshoz képesti szerepét immdr
szamszeriisitve is. Osszehasonlitasként két tovabbi, kereskedelmi forgalomban
elérhetd egyszeriibb oligopeptid—Cu(Il) rendszert is tanulmanyoztunk.

2. lgazoltuk, hogy a termindlis aminocsoport szerepe messze foliilmilja az
aszparagin oldallinc szerepét a fémion megkotésében. Ugyanakkor a tetra- és
hexapeptidek koordinacios kémiai viselkedése kissé eltért egymastol.

» A tetrapeptidek esetében, amikor az aszparagin-oldallincok kozel
helyezkedtek el a koordinalodé peptidvaz-szakaszhoz, akkor
jelentékeny stabilitdsndvekedés volt tapasztalhatdé — habar a kdtésmod
alapvetden megegyezett az egyszeribb oligopeptidekével. A
hexapeptidek esetében a horgonycsoporttdol mar igen tdvol esik az
aszparagin-oldallanc, igy szerepét ezen ligandumok komplexeinél nem
tudtuk kimutatni.

»  Masrészrél azonban megallapitottuk, hogy ha az aszparagin-oldallanc
a harmadik pozicioban (réviden: NH,-xxNy) helyezkedik el, akkor a
haromnitrogénes, kdzbensé  komplexek  stabilitdsa  kiugrdéan
megnodvekedik.

» Vizsgalt peptidjeinkben azonban nem az aszparagin oldallanca az
elsédleges horgonycsoport, hanem a N-terminalis aminocsoport,
ugyanakkor az aszparagin-oldallancnak jelentGsebb szerkezetalakito
szerepét bizonyitjak a nyert pH-potenciometrias adatok, stabilitasi
allandok.

3. A CD-, UV- és ESR-spektroszkopiai adatok elemzésével bizonyitottuk, hogy az

aszparagin-oldallinc még szabad N-terminus mellett is részt vesz a Cu(ll)-ion
koordinaldsaban.
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Osszehasonlitva az NH,-xxNy ligandumaink komplexeinek és az Ac-SSNN
ligandum komplexeinek paramétereit (UV-Vis, CD, ESR) nem zarhato ki, hogy
az aminoterminuson torténé féminon megkotédést koveten a 3. helyen 1évo
aszparagin-oldallanc

deprotonalodasa és

. . . NH,-SSNN-NH, «+++
koordinacidja kovetkezik

pH=7.03 NH,;-VRSS-NH, =—
be ennek a 0.30 w

ligandumcsoportnak  az | ¢
esetében is. A védett | £.020300 :
terminusokkal rendelkezé § A (am)
patkany amilin -0.70 pH=6.86
fragmensek CD- -~

120 pH=10.49 pH=10.49

spektrumaiban jelentkez6
karakteres sav (pozitiv
Cotton-effektus 480 nm
koriil) ezen ligandumok

3. abra: Kiilonb6z6 ekvimolaris Cu(Il)—
tetrapeptidek rendszerek harom- illetve
négynitrogénes komplexeinek CD-spektrumai

komplexeinek is jellemzéje volt (3. abra).

4. Kisérleteinkkel demonstraltuk, hogy a szabad aminoterminussal rendelkezd
ligandumok esetében még szerin-oldallancok hianyaban (NH,-AANN) is volt
stabilitasnovekedés ¢és az aszparagin-oldallanc részvételére utalé Cotton-
effektus is jelentkezett. Ugyanakkor szerin-oldallancok jelenlétében (NH,-SSNN,
NH,-SSNA) kifejezettebb volt a hatds, nagyobb volt a stabilitasndvekedés és
intezivebb a pozitiv Cotton-effektus is.

5. Bizonyitottuk, hogy az —~SSNN— domén még a termindlis aminocsoport
mellett is mdsodlagos kétéhelyként funkciondlhat:

A fémiont foloslegben tartalmazé mintaink mérése soran azt talaltuk, hogy
csupan az NH,-VRSSNN ligandum képes két ekvivalens fémiont oldatban
tartani, a mutansok esetében (NH,—VRSSAA, NH,—VRAANN) ez csak 11-es
pH folott valosulhat meg. Az NH,—-VRSSNN ligandum kétmagva Cu(Il)-
komplexeinek jelenlétét tomegspektrometris és ESR modszerrel is igazoltuk,
mig a mutansok esetében nem tudtunk kimutatni kétmagvu részecskéket. CD-
spektroszkopids vizsgalatokkal igazoltuk az ESR paraméterek alapjan
feltételezett két egyenértékii, haromnitrogénes centrum meglétét pH~8-9 koriili
pH értéken (4. abra).
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4. abra: R - /_,f’\ V4
Kiilonboz Cu(l1)-NH,- N~ /1
£} R — p— /|
VRSSNN-NH, rendszerek ESR - ~ A~ /s
: (b) NN //
spektrumai —
(a) pH = 6.86 (Cu:L=1:1), /ﬁ,/
(b) pH=10.08 (Cu:L=1:1), (/‘
(c) pH=9.17 (Cu:L=2:1) @
250 260 270 28{)}” 219;) 300 310 320

6. A mutinsok vizsgdlatival megallapitottuk azt is, hogy sem a szerin
oldallancok, sem az aszparagin oldallancok kiilon-kiilon, énmagukban nem
képesek a féemion szamdra mdsodlagos kotohelyet kialakitani, sziikséges mind a
négy aminosav (SSNN) jelenléte a koordindciéhoz.

7. Az SSNN-kotéhely tovabbi bizonyitasahoz eldallitottuk az albumin- és SSNN-
szekvenciat is magaba  foglalo NH,-GGHSSNN  ligandumot  annak
tanulmdnyozasdara, hogy vajon az albumin-kotéhely mellett is funkciondalhat-e
kétéhelyként az SSNN-domén.

» Igazoltuk, hogy az ekvimolaris rendszerben varakozasainkkal
megegyezben mindosszesen az albumin-szakasz (NH,-GGH) vesz
részt a fémion koordinalasaban.

» A fémiont kétszeres mennyiségben tartalmazo rendszer Cu(Il)-
komplexének CD-spektrumait elemezve azonban azt is bizonyitottuk,
hogy az SSNN rész az irodalombol jol ismert, nagy hatékonysagu
albumin-kotéhely mellett is képes a masodlagos kotOhely szerepét
betolteni.

» Ezen eredmények alatamasztjak a korabbi ligandumok aszparagin-
oldallancainak részvételét is a fémion megkdtésében (NH,-SSNN,
NH,-SSNA, NH,—~AANN).
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I1l. A POLARIS OLDALLANCOK EGYMASHOZ VISZONYITOTT RESZVETELE
(N1(IT)- VAGY ZN(II)-IONT TARTALMAZO RENDSZEREKBEN)

Ni(Il)-komplexek

1. Kimutattuk, hogy az SSNN-szekvencia és az aszparagin-oldallanc szokatlan
hatdsa a Ni(Il)-ion komplexeiben is érvényesiil:
» Megallapithattuk, hogy az aszparagin-oldallanc jelenlétében a
komplexképz6dési folyamatok kisebb pH-n mentek végbe. Mar
pH 8-8,5 koril négynitrogénes komplexek dominaltak a
rendszerekben, mig a polaris oldallancokkal nem rendelkez6
tetraalanin négynitrogénes Ni(IT)-komplexei csak ~10-es pH-n
képzddtek az elébbivel 6sszemérheté mennyiségben.

2. lgazoltuk az aszparagin-oldallanc jelentds részvételét a Ni(Il)-ion
koordinacios  szférajanak  kialakitasaban — egy  jellemzé6 ~ CD-sav
hozzarendelésével.

A NH,-xxNy-NH, —Ni(ll) komplexek egyedi spektrumait mas Ni(II)-peptid
rendszerek (NH,-GGHSSNN, NH,-VRSSNN, NH,-AAAA-OH, NH,-GTHS',
NH,-MKHM!  NH,-DAEF?)
megfelelé pH-n felvett
spektrumaival Gsszevetve jol
latszik, hogy ha az oldallanc
(hisztidin, aszparagin) részt

. NH,-GGHSSNN
NH,-GTHS [1]
NH,-MKHM [1]

Ag(Mem™)
=
E)
2

vesz a fémion megkdtésében,
akkor megjelenik a pozitiv sav
400-420 nm kortl (5. abra).

NH,-AAAA-OH
-4 NH,-DAEF [2]

Oldallanccal nem A o .
o . 5. abra: Kiilonb6z6 ligandum—Ni(11)
koordinalodo ligandumok .
R . N . rendszerek spektrumai (pH>11)
esetében pedig egyontetiien
csak negativ Cotton-

effektusokkal jellemezheték a folyamatok.

L. Turi; D. Sanna; E. Garribba; G. Pappalardo, I. Sévago; Polyhedron, 62, 7-17. (2013)

2 Jozsa Eva, Tudoményos Diakkéri dolgozat, Az Alzheimer-korért felelds amiloid- El -163
Jozsa Eva, Tudomanyos Diakkori dolgozat, Az Alzheimer-korért felelos amiloid-B(1-16

fragmenseinek Ni(Il)-, Cd(11)- és Co(II)-komplexei. (2008)
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3. Bizonyitottuk, hogy az aszparagin-oldallanc okozza a fragmensek/mutansok
szokatlan viselkedését, de a szerin-oldallincok befolydsolé/médosité hatdssal
birnak.

» Négy mutans (NH,-AANN, NH,—SSNA, NH,-VRSSNN, NH,—
SSS-OH) vizsgalataval demonstraltuk, hogy (hasonléan a Cu(I)-
rendszerekhez) az aszparagin-oldallancok kiemeltebb és a szerin
oldallancok masodlagos szerepét.

» Azt is bemutattuk, hogy ha az SSNN-szakasz a horgonyként
szolgalo terminalis aminocsoporttdl tavolabb helyezkedik el, akkor
hatasa a Ni(ll)-tartalmi rendszerekben sem mutathatdo ki
hasonléan a Cu(II)-rendszerekhez.

4. Demonstraltuk, hogy a Cu(ll)-ionnal ellentétben a Ni(Il)-ion szamdra nem
szolgadlhat madsodlagos kotéhelyként az SSNN-szakasz termindlisan nem védett
aminocsoport és/vagy albumin-tipusii kothely jelenlétében.

» A Ni(ll)-iont foloslegben tartalmazd mintaink mérése soran
mindkét ligandum (NH,-VRSSNN és NH,-GGHSSNN) esetén azt
talaltuk, hogy Ni(OH),-csapadék valt ki oldatbol, tehat a masodik
ekvivalens fémion szdméara nem adddott wjabb, masodlagos
kotdhely.

»  Megallapitottuk, hogy — szemben a Cu(ll)-ionnal- a Ni(ll)-ion
nem képes eldidézni a C-termindlis aszparagin-oldallanc
deprotonalodasat és koordinaciojat.

»  Egyéb, er6sen koordinalodd csoport (pl. terminalis aminocsoport)
jelenlétében az SSNN-domén noveli a komplexek stabilitasat.
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Az NH,-GGHSSNN-Zn(11) és az NH,-SSNA-Zn(11) rendszer vizsgdlata

Irodalmi el6zményekbdl kiindulva arra kerestiik a valaszt, hogy képes-e az
aszparagin oldallancbeli amidcsoportja a hisztidin imidazolcsoportjahoz
hasonléan részt venni a Zn(Il)-ion megkotésében, valamint hogy ez
megtorténhet-e az enyhén ligos pH-tartomanyban is.

5. Kimutattuk, hogy a Zn(Il) (hasonléan a Ni(ll)-ionhoz) nem képes erds
kolesonhatast — kialakitani az SSNN-szakasszal. A polaris  oldallincok
stabilitasnéveld hatasat nem tudtuk kimutatni.

» A Zn(I)-NH,—SSNA rendszerekben varakozasainknak megfeleléen az
enyhén savas pH-tartomanyban, pH 5 folott [ML] 0sszetételi
komplexek képzddtek az aminocsoport és a szomszédos
karboniloxigén részvételével. Ennél nagyobb pH-n azonban a fémion
hidroxidcsapadékként kivalt az oldatbol.

6. Igazoltuk, hogy a Zn(ll) sem képes elbsegiteni a aszparagin-oldallincok
deprotondlodasat és koordinaciojat.

7. Sem az aszparagin-oldallancok, sem az SSNN-szekvencia, sem pedig az
albumin-SSNN motivumok egyiittesen nem elégségesek a Zn(Il)-ion fiziologids és
enyhén ligos (pH 8-9) tartomanyban torténd koordindldasara.
» Az NHp-GGHSSNN-Zn(Il) rendszerben sem mutattuk ki az SSNx-
szakasz extra hatasat, csupan az irodalomban mar leirt (NHj, Nip)
tipusi komplexek képzOdését igazoltuk. A 7-es pH folott ebben a
rendszerben is Zn(OH), csapadék valt ki az oldatbol.

16



David Agnes PhD tézisek (2017)

IV. A HUMAN AMILIN Cu(II)-1ON KOTOHELYENEK/KOTOHELYEINEK
MODELEZESE

A humdn amilin (15-22) szakaszat modelezd mutins Cu(Il)-kitéhelyének
vizsgdlata

Minthogy a természetes szekvencianak a 15-22 szakaszaban nincs
szabad aminocsoport, ezért az Ac-AAAHSSNN ligandum vizsgalataval a human
hormon és patkany hormon, valamint a két kotohely valodi Gsszehasonlitasat
végezhettiik el.

1. 4 nativ szekvencia (hIAPP (15-22); Ac-ANFLVHSSNN) kis vizoldékonysaga
miatt szintetizaltam egy mutansat, az Ac-AAAHSSNN ligandumot. A ligandum
ket kotéhellyel rendelkezik;, az egy hisztidint tartalmazoval és az SSNN-
doménnel. Osszehasonlitasi célbél a csak egy hisztidint tartalmazé (Nim, 3N7)
modellezé mutanst (az Ac-AAAHAAAA ligandumot) is eléallitottuk.

2. Demonstraltuk, hogy ekvimolaris rendszerekben a Cu(ll)-ion nem csak a
hisztidin-kotéhelyhez, hanem az SSNN-szakaszhoz is koordindlodik.

»  Kimutattuk, hogy pH 7 koriil az egyhisztidines kot6helyhez (AAAH
domén) koordinalddik a fémion, de enyhén ligos kozegben (pH 8-9)
és affolott mar az SSNN-kotéhely valik kedvezményezetté. A Cu(Il)-
komplexek pH szerinti eloszlasa és azok sztochiometridja alapjan
koordinaciés izomerek jelenlétére kovetkeztettiink a lugos pH-
tartomanyban.

» Mindezek mellett a CD-spektrumok Osszegzésével, illetSleg
kiilonb6z6 aranyt kombinalasaval igazoltuk, hogy az SSNN-ko6tdhely
(az eddigi tapasztalatokkal egyezéen) a pH 8-115 kozotti
tartomanyban egyre nagyobb szerepet kap, illetve né az SSNN-részhez
kot6do izomerek mennyisége.

3. Cirkularis dikroizmus, UV-Vis és ESR mddszerrel is bizonyitottuk, hogy a
Cu(ll)-iont tartalmazod rendszerekben kétmagvii komplexek képzddnek, azaz az
SSNN-szakasz a hisztidint tartalmazo kétéhely mellett egy uj fémion-koordindlo
helyként szolgal a human amilin esetében.
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6. AZ EREDMENYEK HASZNOSITHATOSAGANAK LEHETOSEGEI

A Bioszervetlen és Koordinaciés Kémiai Kutatocsoportban évtizedek ota
tanulmanyozzuk in vitro koriilmények kozott a kiilonbozd, biologiai
szempontbol fontos fémionok és peptidek komplexeinek koordinacios kémiai
viselkedését, ezaltal tudomanyosan tisztazott alapokat nyujthatunk akéar a
biologiai/orvosi kutatasok in vivo vizsgalataihoz is.

Munkam soran az amiloidplakkok képzésére nem hajlamos patkany és az
amiloidképz0 human amilin hormonok fémionko6td képességét vizsgaltam ¢€s
hasonlitottam  dssze  kiillonb6z6  modellvegyiileteken  keresztiil. Az
amiloidplakkok képzddése, a peptidlanc konformacidvaltozasa, valamint a
fémionok megkotése kdzotti szoros Osszefiiggés jol ismert a szakirodalomban,
igy fontos lehet a komplexek koordinacios moédjanak feltérképezése.

Eredményeink jelentdsége abban all, hogy méréseinkkel kimutattuk, az
SSNN-szekvencia is fémion-koordinalé helyként szolgalhat a ligos kozegben
(pH 9 koriil) a Cu(Il)-ion szamara.

A patkany amilin esetében ugyanis csak egy kotdhely kinalkozik a Cu(1l)-
ion szamara; az SSNN-domén. A human amilin hIAPP 15-22 szekvencijat
modellezé Ac-AAAHSSNN peptidnél egy ennél bonyolultabb rendszer jon/johet
létre, hiszen izomerek vagy kétmagvi komplexek egyarant jelen lehetnek a
rendszerben. Mivel a hasnyalmirigy szovetei nem tekinthetéek homogén
oldatrendszereknek és a fémionok akar lokalisan feldusulhatnak, ezért mind az
izomerek, mind a kétmagvi komplexek képzddésére valodi esély van. Az utdbbi
rendszerben igy egészen mas tipusti konformaciovaltozas varhatdé, mint a
patkany amilin esetében. Munkank soran egyértelmii kiillonbséget talaltunk a
human és a patkany amilin Cu(ll)-k6téhelye(i)ben és a Cu(Il)-ion megkotés
modjaban.

Noha vizsgalataink alapkutatas jellegiiek, a kapott eredmények lehetévé
teszik nagyobb biomolekuldk, hormonok és fémionok ko6zotti kdlesonhatasok
szamszer jellemzését és modellek felallitasat.
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