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Az értekezésben elofordulo roviditések jegyzéke

Ala, A alanin

Arg, R arginin

Asp, D aszparaginsav

GIn,Q glutamin

Glu, E glutaminsav

Gly, G glicin

His, H hisztidin

Lys, K lizin

Phe, F fenilalanin

Ser, S szerin

Tyr, Y tirozin

Val, V valin

AB (hAB) amiloid-B (human amiloid-f3)

Ac acetil

ACN acetonitril

AICD amiloid intercellularis domén

APP amiloid prekurzor protein

APPsq, o-szekretaz altal hasitott amiloid prekurzor
protein részlet

APPsf B-szekretaz altal hasitott amiloid prekurzor
protein részlet

ATCUN aminoterminalis réz- és nikkelkoto hely
(amino terminal Cu and Ni binding site)

Boc terc-butoxi-karbonil

Bzl benzil

CD cirkularis dikroizmus

CTFa o-szekretaz altal hasitott C-terminalis fragmens

CTFp [-szekretaz altal hasitott C-terminalis fragmens

(CO) karbonil

COO karboxilat

DCM diklérmetan

DIEA N,N-diizopropil-etilamin

DMF N,N-dimetil-formamid

DMT1 kétértéki fémion-transzporter 1

(divalent metal transporter 1)
DODT 2,2’-(etiléndioxi)-dietantiol
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Az Ap szdarmazékainak komplexképzédése Cu(Il)-, Ni(ll)- és Zn(1l)-ionokkal

1. Bevezetés

Napjainkban egyre novekszik azon betegségekben szenvedOk szama,
melyeket Osszefoglaldo néven neurodegenerativ elvaltozasoknak neveziink. Ezen
megbetegedések egyike az Alzheimer-kor, mely foként id6s korban gyakori és
kialakulasanak részletes mechanizmusa eddig ismeretlen. A rendellenesség
alapjat a 40-43 aminosavbol all6 un. amiloid-B peptid (AB) akkumulacioja és
aggregacioja jelenti, mely amiloid plakkok képzédéséhez vezet. A folyamat a
fehérje neurodegenerativ betegségekre altalanosan jellemz6 koros konformacio-
valtozasaval jar, melynek kivaltd tényezoit illetden szdmos hipotézis sziiletett.
A vizsgalatok altal leginkabb alatdmasztott a fémionok, kozottik a réz(Il)-,
cink(ll)- és vas(II/IlT)ionok szerepe, melyek az agyi szovetekben megnovekedett
koncentracioban vannak jelen az egészséges szinthez képest. A feltevést,
miszerint az amiloid-B peptid és a felhalmozodo fémionok kolcsonhatasa
alapvetd fontossagii a kor kialakuldsaban, megerdsiti a tény, hogy a peptid
szamos, fémion-koordinaciora alkalmas kdtohellyel rendelkezik.

Az idegsejt pusztulasat eredményez6 folyamat mechanizmusa tehat még
nem tisztazott, igy sziikségessé valt az emlitett fémionok és az amiloid-f peptid
komplexképzési folyamatainak vizsgalata. Ezaltal részletesebb képet kaphatunk a
fémionoknak a betegség kialakulasaban és lejatszodasaban betdltott szerepének
kémiai hatterér6l. A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékén, a Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportban mar tobb éve folynak
kutatasok ebben a problémakoérben. A peptid komplexképzodési reakcidinak
tanulmanyozasa azonban nehézségekbe titkozott, mivel annak egésze és nagyobb
fragmensei is rosszul oldédnak a kisérleti technikak alkalmazasahoz sziikséges
koriilmények kozott. Az olaszorszagi Cataniai Egyetemmel vald egytittmiikodés
révén a megoldast az jelentette, hogy a peptidhez polietilén-glikol lancot
kapcsoltak (pegilalas), ami novelte a molekula oldhatosagat, igy lehetévé tette a
rendelkezésre all6 moédszerek hasznalatat. A korabbi vizsgalatok eredménye
szerint a peptid fémionmegkdtésért felelds szakasza az 1-16 szekvencia, az ebben
a molekularészletben talalhatdo terminalis aminocsoport és harom tovabbi
hisztidin bizonyitottan stabil kdlcsonhatés kialakitasara képes a vizsgalt réz(1l)-,
cink(ll)- és nikkel(IT)ionokkal. Emellett az aszparaginsav, glutaminsav és egyéb,
poléris oldallancti aminosavak is szerepet jatszhatnak fémkomplex kialakitasaban
¢és stabilizalasaban. A vizsgalatok elsd 1épése tehat az amiloid-fB(1-16)-PEG
tanulmanyozasa volt, melynek eredményeként megallapitottak, hogy a peptid
maximalisan réz(I)ionokbdl négy, cink(Il)ionokbdl harom, nikkel(Il)ionokbdl
két ekvivalens megkotésére képes. A peptid kisebb fragmenseinek — 1-4, 1-6 és
8-16 — tanulmanyozasa soran a fémionok altal elfoglalt kot6helyeket mar
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tisztaztdk és a f6 koordinacios helyekként a termindlis aminocsoportot és a His6,
a Hisl3, valamint a His14 kornyezetét jellték meg, azonban a koordinacidban
részt vevd donoratomok pontositdsa még nem tortént meg.

A megvalosuld koordinacios modok megismerésének érdekében
modellpeptidek és a nativ peptid tovabbi fragmensei illetve mutansaik szintézise
és vizsgalata valt indokoltta. Az AB(1-16) szekvenciaban talalhaté elkiiloniilt
kotéhelyek — terminalis aminocsoport és hisztidinek — egy peptiden beliili
modellezésére alkalmas ligandumot allitottunk eld és vizsgaltuk a réz(Il)-,
nikkel(1l)- ¢és cink(Il)ionok megoszlasat. A természetes fragmensek esetén
lehetséges kotésmodok tobb kérdést is felvetettek: az emlitett fémionok
megkdtésében részt vevd donoratomok szamat, a koordinacid iranyat és a
kialakuldo izomerek aranyat illetéen. Ezek megvalaszolasahoz tovabbi
peptidfragmenseket illetve azok mutéansait allitottuk el6 és vizsgaltuk a felsorolt
fémionokkal.

A legutébbi tanulmdnyok aldtdmasztottdk, hogy az amiloid plakkok
kialakulasanak meghataroz6 1épése a konformacio-valtozast kovetd, az
aggregaciot megel6zo dimerképzodés. A Tanszéken elvégzett vizsgalataink soran
is hasonld megallapitasra jutottunk biszkomplexek azonositdsa révén.
A feltételezés megerdsitése érdekében keriilt sor a peptid dimer forméajanak
szintézisére olaszorszagi egylittmiikddés keretében, melyben két, az els6 tizenhat
aminosavbol all6 fragmenst kapcsoltunk dssze a C-terminuson és egészitettiink ki
egy PEG-lanccal, novelve ezzel a peptidszarmazék oldhatdsagat. Az igy kapott
ligandum kolcsonhatasat vizsgaltuk a kor lefolyasaban bizonyitottan nagy
szerepet jatszo réz(Il)- és cink(Il)ionokkal.
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2. Irodalmi el6zmények

2.1. Az amiloid-B peptid szerepe az Alzheimer-korban

Az Alzheimer-kér az egyik leggyakoribb neurodegenerativ
megbetegedés a nyugati tarsadalmakban, melynek klinikai tiinetei id6s korban
jelentkeznek, 20-30 évvel a folyamat megkezdédését kovetden.' Eléfordulasa
becslések szerint valtozo, de 1 és 5 % kozott van a 65 év feletti népesség
korében. Kezdetben memdriazavar jelentkezik, majd a kognitiv és motoros
funkcidk elvesztése kovetkezik be a Kiterjedt idegsejtpusztulds miatt a
hippocampusban és bizonyos agykéregbeli teriileteken.

A betegség kifejlédésében genetikai és kornyezeti tényezok is szerepet
jatszanak: az életkor elérehaladtaval és magas vérnyomds, cukorbetegség,
elhizas, valamint a fejet ért gyakori litések hatasara né a kor kialakulasanak
es¢lye. A betegség kockazatat csokkenti a mediterran étrend, a kavéfogyasztas, a
Bio-, Bs- és a C-vitamin bevitel, valamint a szellemi tevékenységek végzése.
A nék sokkal hajlamosabbak a rendellenesség kialakulasara, mely a szinaptikus
cink transzporter fehérje, a ZnT3 megndvekedett aktivitasahoz kéthetd.®

Az amiloid-B peptid az egészséges emberi agyban is megtalalhato,
élettani folyamatokban jatszott szerepe maig tisztazatlan. Ebben a kérdésben
leginkabb az antioxidansként bet6ltott funkcidjat tartjak valdszintinek, mint a
reaktiv oxigéntartalmii specieszek (ROS) képz6désének egyik szabalyozoja.*”
A redoxaktiv fémionok megkotése révén a szervezet védekezd mechanizmusanak
egyik eleme is lehet.

A kor létrejottének okdrdl tobb feltételezés is napvilagot latott:® a kolinerg-
hipotézis szerint az idegingeriilet-atvitelben szerepet jatsz6 acetilkolin
mennyiségének csokkenése®, mig a tauhipotézis alapjan a taufehérje normélisnal
jelentésen tobb foszfatcsoportot tartalmazo formaja indit be aggregacios
folyamatot és a képz0do oldhatatlan szalak szintén az idegsejtek kommunikacios
képességeinek karosodasat okozzak."® A neurotrofin fehérjékkel kapcsolatban is
folynak kutatasok, melyek kolcsonhatasat a réz(I)- ¢és cink(I)ionokkal
vizsgaljak.™*

A leginkabb elfogadott amiloidhipotézis szerint az amiloid-f plakkok
lerakodasa okozza a tiineteket; az amiloiddzis abnormalis fehérjemodosulast
jelent. Egy polipeptid lanc szerkezeti megvaltozasa torténik egy nativ szerkezetii
fehérjébol egy hibasan feltekeredett konformaciojuva. Az Alzheimer-kor esetén
az elvaltozasokért a 40-43 aminosavbol 4llo B-amiloid peptid a felelds. Az AB
kétféle biokémiai formaban van jelen az egészséges agyi szovetekben: foként
membranhoz kétve és kisebb mennyiségben (0,1-1 nM) oldott allapotban.™
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Az Alzheimer-korban szenvedd betegek esetében jelentésen megndvekedett
mennyiségli aggregalt és oldatbeli AP figyelheté meg a hippocampusban és az
agykéregben, ami az idegsejtek pusztulasahoz vezet."> **

Az amiloid-£ peptid keletkezése™: Az amiloid prekurzor protein (APP)
enzimatikus hasitasa végbemehet nemamiloidogén és amiloidogén tton. (1. dbra)
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1. dbra: Az amiloid-f prekurzor protein (APP) lebontdsa amiloidogén és

k nemamiloidogén iton™ /
Az APP egy 1. tipusi membranfehérje, amit egészséges folyamatban az
a-szekretdz enzim hasit a Lys687 ¢és a Leu688 kozott. Ennek eredményeként
APPso. és p3 peptidet tartalmazé C-terminalis rész keletkezik, igy az Af
képzédése mar nem kovetkezhet be. Az a-szekretdz aktivitasa azonban nagyobb
mennyiségli vas jelenlétében megvaltozhat: feltevések szerint a vas kofaktorként
vagy allosztérikus modositoként szerepelhet és csokkentheti az enzim hasitd
képességét.® A vy-szekretaz ezt kovetben a C-terminalis részt (CTFo) a
membranon beliil p3 peptidre és intracellularis APP doménre (AICD) hasitja.
Amiloidogenezis soran az APP-t a (-szekretaz hasitja a Met671 és az Asp672
kozott APPsP és CTFP fragmensekre, majd a y-szekretaz enzim az CTF-bol
képzi a toxikus AB-peptidet és az AICD-t."

Az oligomer-kaszkad hipotézis™ szerint az amiloid plakkok képzédésének
meghatarozd 1épése az APsqss peptid dimer formajanak kialakulasa.
A molekuléris szinten induld dimerképzodést mar al4 is tamasztottak,'® *° ez a
részecske alakitja ki az oligomerizacié magjat, amelyhez tovabbi peptidek
asszociacidjaval alakul ki az oligomer, majd ennek novekedésével az
aggregatum. A dimerszalak kialakulasat mar az amiloid prekurzor protein (APP)
esetében is leirtak réz(Il)ionok hatasara.”’
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Az amiloid fibrillumok elagazast nem tartalmazo, 7-12 nm vastag, tobb
mikron hosszi szalak, melyek nagyrészt P-redés szerkezettel rendelkeznek.”
A szalak kozott létrejovo intermolekularis hidrogén-kotések pedig kereszt-f3
szerkezetet eredményeznek.”” Kimutattdk tovabba, hogy az AP, forma
hajlamosabb az aggregaciora és megndvekedett aranyban B-redds szerkezettel
rendelkez6 oldhatatlan lerakodasok kialakitasara, mint az AB40.23

Az amiloid-szalak toxicitasdnak eredetérdl szamos elképzelés sziiletett.
A membran integritisinak megszakitasa az egyik ilyen feltételezés, melyet a
fibrillumok a kiilsé plazmamembrannal kolcsonhatasba 1épve érnek el.* Az AB
részvételével lejatszodd ROS-képzédés bizonyitja ezt a feltevést,” ugyanis
ezaltal a membranon lipidperoxidacié mehet végbe, melynek kovetkeztében a
lipidréteg elvékonyodik és porusok keletkezhetnek.”® Felmeriilt tovabba, hogy
SOD-aktivitast mutathat, megkotheti a koleszterint és a hemmel is kozvetleniil

kolcsonhatasba léphet, igy annak miikodési zavarat okozhatja.”?°

2.2. Fémionok szerepe az Alzheimer-kor kialakulasaban

A neurodegenerativ betegségekre altalanosan jellemzo, hogy a fehérjék
struktirdjaban valtozas kovetkezik be, ezaltal koros folyamatokat inditanak el.
A fémionok hatasara tobbféle mechanizmus szerint kdvetkezhet be a fehérjék
kicsapodasa:

e A fémionok konformaciés valtozast okozhatnak a fehérje harmadlagos
szerkezetének modositasa révén. >
e Intermolekularis keresztkotések alakulhatnak ki a fémionok hatasara a
fehérjeszalak kozott.®
e A fémion-fehérje komplex kialakulasakor annak nettd toltése neutralissa
valik és felgyorsul a fibrillumok képzédése.®
forma stabilizaldsa révén.*
e A fémion kotddése destabilizalhatja a fehérje nativ, nempatogén
szerkezetét, igy annak letekeredése energetikailag kedvez6bbé valhat.* *°

A betegség felismerését kovetden, tanulmanyozasanak korai fazisaban
megallapitast nyert, hogy bizonyos fémionoknak kiemelkedd jelentésége van a
kor lefolyasaban. A tovabbi kutatasok soran két csoport alakult ki: az elsd
elméletek egyike szerint az aluminium(lIl)ion a felelés az elvaltozas
kialakuldsaért, melynek tobb eredmény is hitelt adott.***® Az utobbi idében
azonban mar megddlni latszik az a tény, miszerint ennek az elemnek
tulajdonithatok a tiinetek, bar még mindig folynak vizsgalatok az aluminium ¢és
az amiloid peptidek in vivo kolcsonhatasanak bizonyitasa érdekében. Néhany
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crcr

emelkedése tapasztalhatd,”’ mig egy masik kutatcsoport megndvekedett
mértékli szabadgyok-képzOodésrdl és az aluminium(Ill)-AR4, komplex sejtvaz-
karositd hatasardl szamol be.” A betegség kezelésére potencialisan alkalmas
vegyiiletek kozott tehat az aluminium(Il)ionnal komplexet képzd molekuldk is
megtalalhatok.*®

A kutatok masik csoportja szerint harom atmenetifém-ionnak, a réz(II)-,
cink(Il)- és vas(I/TIT)ionoknak Iehet jelentds szerepe az amiloid-p
képzddésének és lerakdodasanak folyamatdban, a témaban tobb Osszefoglald
kozlemény is sziiletett.”™ # * “47 Amjloidogén folyamatban ezen ionok
homeosztazisanak felboruldsa figyelhetd meg, de mindmadig kérdés, hogy
mennyiséglik megnovekedése a kor kivdlto oka vagy tiinete.

Az Alzheimer-korban szenved6k agyaban a réz esetében ez a zavar
abban nyilvanul meg, hogy a szinaptikus résben megfigyelheté 15 uM
koncentracidhoz képest bizonyos teriileteken csokken, mig a plakkokban
emelkedik a koncentracidja.”® A neuropilban az egészséges 70 uM
koncentraciohoz képest 390 uM-ra né a mennyisége.*® Réz(Il)ionok hatésara az

AB modosul és felgyorsul az aggregacioja,” >

mely feltehetéen a bekovetkezd
oxidacio kovetkezménye,” de a ditirozin-keresztkotések kialakulasa is lehet az
oligomerizacios folyamat elsé 1épése.”® Mas kutatocsoportok szerint a réz
hatasara 1étrejovo hisztidinhidas oligomerek képesek athatolni a membranon, igy
a réz(Il)ion hisztidinnel valé kolcsonhatasa kiemelt jelentSséggel bir.*
A réz(I1)-AP komplex citotoxikus hatasat is kimutattdk, méghozza az AP, esetén
az APy formaénal nagyobb mértékben.® Az oxidativ stresszben is szerepet
jatszhat ez a komplex, mivel in vitro tanulmanyok szerint katalitikus ciklusban
hidrogén-peroxid képzédése volt megfigyelhets.”” Tobb tanulmany is feltételezi,
hogy a Cu(ll)-ionok hatdsa mar az amiloid prekurzor proteinnel (APP) vald
kélcsonhatasa soran megmutatkozik.?* %8

A szinapszisokba jelentés mennyiségii, 1-100 uM cink szabadulhat ki
torténd megvaltozasanak bizonyitasara irdnyuld korai probalkozasok még nem
jartak sikerrel, melynek a szovetek kivalasztasa és el6készitési modja lehetett az
oka.” Késébb pedig az agy egyes régioit illeten kiilonbozé megéllapitisok
szilettek, melyek azt bizonyitjak, hogy a fémion csak bizonyos teriileteken
halmozédik fel az agyban, mas helyeken csokken a mennyisége.® ®
Az amiloid lerakodasok megemelkedett cinktartalma mara mar elfogadott.”
Késobbi kutatasok szerint az egészséges 350 uM-hoz viszonyitva a plakkot
korilvevé neuropil allomanyban két-haromszoros, mig magaban a plakkban
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chhez képest harom-négyszeres (1050 pM) a fémion mennyisége.*
A cink(Il)ionok szerepét tekintve két, ellentétes elképzelés is jelen van a
szakirodalomban. Egyes kutatasok a cink protektiv hatasat tamasztottak ala, mas
eredmények szerint a cink felgyorsitia az amiloid-Bp aggregaciéjat.”®
Az ellentmondd eredmények magyardzataként a cink(Il) intermolekuléris
komplexeinek képzodését feltételezik, mely a szomszédos, Hisl3 és Hisl4
oldallancokon keresztiil jon létre.® A Cu(ll)-ionok tehat nem tudjik kifejteni
toxikus hatasukat amiloid-B-komplexiikként, mely reaktiv oxigén specieszek
képzédésében jatszik szerepet ugyanezen donorcsoportok koordinaciojaval.®

Az Alzheimer-kérban szenvedok agyaban megndvekedett
vaskoncentraciot mar tobb évtizede megfigyelték,®® késébb haromszoros
mennyiséget allapitottak meg a normalis szinthez képest: az egészséges neuropil
allomanyban 340 pM, mig a plakkban 940 pM a koncentracidja.*®
A rendellenesség kialakulasanak hatterében ebben az esetben is a fémion
homeosztazisanak zavara allhat: szamos vasszallité — transzferrin,®” ® DMT1% —,
-tarolo — ferritin® — ¢és ferroxidaz enzim — ceruloplazmin™ ™
illetve aktivitasa valtozott meg az egészségeshez képest. Az APP-nek is
ferroxidaz viselkedést tulajdonitanak és bar mennyisége nem valtozott, az

— mennyisége

aktivitas csokkenését tapasztaltak.”” Az enzimek aktivitasa a kor elérehaladtaval
bizonyitottan valtozik, de genetikai tényezOk is szerepet jatszhatnak a hibas
enzimmitkddés kialakulasdban. Az amiloid plakkok megjelenését a vas oxidativ
hatasanak is tulajdonitjadk, ami a Fenton-reakcid6 révén ROS képzodését
eredményezi, igy sejthalalt okoz.®*® ™ A peptid ugyanis a membranban
oxidalodhat, ami feltehetéen az agyban megnovekedett réz- és vaskoncentraciod
eredménye,”® ahol végiil oldott forméaba keriil, hogy amiloid plakkok formajaban
kicsapodjon.

crer

illetéen. Tobb kutatocsoport is igazolta, hogy a réz(Il)- és cink(Il)ionok az amorf
aggregatumok képzddését segitik els,”™ ™
gatoljak,”™ * a vas(Ill)ionok hatdsara azonban semleges pH-n fibrillumok
jelennek meg.”® Méara mar megallapitottak, hogy az amiloid-B peptidhez

viszonyitva a sztéchiometrikusnal kisebb mennyiségti Cu(ll) jelenlétében illetve

az amiloidszalak képzodését viszont

kisebb AB-koncentracio esetén az amiloidszalak képzddése felgyorsul, mig az

ekvimolarisnal nagyobb mennyiségli Cu(ll) esetén illetve nagyobb
sy 32,81, 82
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Az Alzheimer-kor elleni kiizdelem alapjat az amiloid-p peptid
keletkezéséért és lebontasaért felelos enzimek mitkodésének szabalyozasa jelenti,
amit a fémion-koncentraciok normalizaldsaval probalnak elérni®® ® A f§
iranyvonalat teht a kelatorok jelentik:* a clioquinol és szarmazékai,”® melynek
kiemelkedd vas-, réz- és cinkmegkotd képességét kihasznalva figyelemre méltd
eredményeket értek el. A réz(Il) esetén a poliamin szarmazékok,®” a kurkumin®,
a flavonoidok®® a bisz(tioszemikarbazon) és szarmazékaival —folynak
kutatasok.”” ®* Réz(I)- és cink(I)ionok eltdvolitisara nem utolsd sorban
multihisztidin peptidek alkalmazasa is egy lehetdség.® A platinafémek
komplexeit is vizsgaljak az Alzheimer-kor kezelésének céljabdl, igy a ciszplatint
is, valamint ligandumként tovabbi fenantrolin-, fenilpiridin-, ¢és egyéb
szarmazékokat.®**® Kutatasok folynak még a vaskelatorok terén is a
deferoxamint és analégjait illetden.®

2.3. A tanulmanvozott atmenetifém-ionok biologiai jelentosége
és koordinacids kémiaja®’

2.3.1. A réz koordinacids kémiaja és bioldgiai jelentésége®™ *

A réz komplexeiben foként +2-es oxidacios szammal szerepel, melyek
geometrigjukat tekintve tetragonalisan torzult oktaéderes vagy siknégyzetes
szerkezetliek. Elektronszerkezetilk d°, ezért szinesek (altalaban kék szintiek)
valamint paramagnesesek. Mind az O, N, és S donoratomok felé nagy affinitassal
rendelkezik a S > N > O sorrendben. A +1-es oxidacios allapotu forma szintelen
és diamagneses a d'° elektronszerkezet miatt. Komplexei tobbnyire linearis vagy
tetraéderes szerkezetiiek és mivel lagy fémion, a S és N donoratomokat részesiti
elényben. Ritka esetben Cu(Ill) formaban is szerepelhet. Peptidekkel képzett
komplexeiben a Cu(ll) torzult oktaéderes szerkezetii komplexei a z5ldt6l a piros
szinig terjedhetnek a koordinalodo nitrogénatomok szamatdl fliggéen. Az
oldallancokon keresztiil 1étrejovo koordinacio eredménye altalaban kék vagy lila
szinll részecskét eredményez, ez a fajta kdtésmod a leggyakoribb a fehérjékkel
kialakitott kolcsonhatasok soran a hisztidin, metionin és aszpartat oldallancok
részvételével. Az amidnitrogének koordinacidjaval a réz(I)komplexek
abszorpcids spektruma tovabbi kékeltolodast mutat és a lilatol a pirosig valtozhat
a sziniik. Biologiai rendszerekben ez a kotésmod a prion protein és az albumin
esetén is megvalosul.

A ndvény- és allatvilagban egyarant fontos szerepet jatszik a réz, mely
tobbnyire fehérjéhez kotott formaban van jelen — albumin, ceruloplazmin — és
szamos biologiai redoxifolyamatban részt vesz — szuperoxid-dizmutazok,
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oxigenazok, oxidazok — A felndtt emberi szervezet 100-150 mg rezet tartalmaz,
az ajanlott napi rézfelvétel 3 €s 5 mg kozotti mennyiség. A vas €s a cink utan a
harmadik leggyakoribb atmenetifém a bioldgiai rendszerekben, hianya
vérszegénységhez vagy Menkes-korhoz, feleslege Wilson-korhoz vezet. A réz
szamos dallapotban és koordinicidos modban lehet jelen a fehérjékhez kotve,
melyeket a kovetkezd csoportokba sorolhatunk:

o 1. tipus: A ,kék”-rézproteinek olyan erdsen torzult szerkezetet alakitanak
ki a fémion koril, mely a Cu(ll)-re jellemzé siknégyzetes
(4N-donoratom) és a Cu(I) esetén megvalosuld tetraéderes geometria
(4S-atom) koOz6tti atmenet eredménye, ami hajlamossa teszi a redoxi
atalakulasokra. A 3+1 koordindcios kornyezetben két nitrogén és két kén
donoratom talalhato az ilyen tipust fehérjékben. Neviiket a 600 nm
koriili S—Cu toltésatviteli sav eredményeként megjelend intenziv kék
sziniikrél kaptak.

o 2. tipus: A ,nemkék” rézproteinek kozel siknégyzetes koordinéacioju
réz(Ilkomplexeket tartalmaznak, melyek gyenge axialis kdlcsOnhatast is
kialakithatnak és jellemz6é ESR paraméterekkel rendelkeznek.

e 3. tipus: Az ,ESR-inaktiv’-rézfehérjék egyik altipusa két Cu(I)iont
tartalmaz egymastol 360 pm tavolsagra, melyek két hisztidin oldallancon
keresztiil kotddnek a fehérjéhez. ESR inaktiv centrum mind Cu(I), mind
Cu(Il) allapotban, mely atalakuldsok az oxigénmolekula transzportja
kézben mennek végbe. A masik altipusban Cu(ll)-ionok talalhatok
egymashoz kozel, melyek antiferromagneses csatoldsa magyarazza az
ESR-csendes tulajdonsagot.

2.3.2. A nikkel koordinacios kémija és biologiai jelent6sége’®™

A nikkel komplexeiben +2-es oxidacios szammal, d° elektronszerkezettel
szerepel leggyakrabban, ritkdbban Ni(Ill)-ion formajaban talalhatdé meg.
A nikkel(IDkomplexek kék vagy zold szinii oktaéderes, tetraéderes vagy sarga ill.
vords szinli siknégyzetes szerkezetiiek. Oktaéderes komplexek képzddnek a
peptidek oldallancon keresztiili koordinacidjaval, az amidnitrogének belépésével
a koordinaciés szféraba siknégyzetes, diamagneses és sarga szinii komplex
képzodik.

A nikkel szerepét bioldgiai rendszerekben 1975-ig nem tudtak igazolni,
amig az ureaz enzimben fel nem fedezték a jelenlétét. Ezek az enzimek a
karbamid hidrolizisét katalizaljak szdmos baktériumban és névényben. A nikkel a
vas mellett a hidrogenazokban is fellelhetd, melyben koordinacios szama 5 vagy
6 ¢és kén-, nitrogén- és oxigén donoratomok is szerepelnek a koordinacios
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szférajaban. Oxidacids szama +1 és +3 kozott valtozik a redoxifolyamatok soran.
Ugyancsak vas- és nikkeltartalmii enzim a CO-dehidrogendz, melyben a négy
kénatom altal koordinalt nikkel jelenlétében megy végbe a szén-monoxid
oxidacidja szén-dioxidda. A nikkel koordinécidja hisztidinhez €s ciszteinhez
megvaldésul a Helicobacter pylori baktérium esetén is, mely a nikkel
transzportjaban szerepet jatszo transzmembran doménjében tartalmaz hisztidin
egységeket.'™ A hisztidint tartalmazé peptidekkel valo kolcsonhatasanak

vizsgalata ennek fliggvényében is jelentds lehet.

2.3.3. A cink bioldgiai jelentésége és koordinacios kémiaja®™ 1%

A cink oxidaciés szama +2 komplexeiben, d*° elektronszerkezetébdl
kovetkezben szintelen, diamagneses ¢és kristalytér-stabilizaciés energiaja 0.
Koordinaciés szama 6 vagy 4, igy okta¢deres és tetraé¢deres elrendezddés valosul
meg leggyakrabban.

Szamos enzim alkotéeleme és az ¢l6lényekben lejatszodd biologiai
folyamatok nagy tobbségéhez nélkiilozhetetlen a cink.'® Szinte minden emberi
sejtben megtalalhato kiilonb6zé enzimek formajaban, és mivel mennyisége
Osszesen 2 gramm, koncentracidja igen alacsony. A szénsav-anhidraz az emberi
szervezeten kivill novényekben és allatokban is megtalalhatd, az elséként
felfedezett cinktartalmi enzim. Egy Zn(Il)-iont tartalmaz a fehérje egy
»zsebében”, melyet harom hisztidin koordinal imidazolnitrogénjével és egy
vizmolekulaval egyiitt tetraéderes geometria alakul ki. Egy masik ismert
cinktartalmi enzim a karboxipeptidaz-A, mely a fehérjék C-terminalis
peptidkotését hidrolizalja az emésztési folyamatban. Egyetlen cinkatom talalhatd
benne, melyet két hisztidin nitrogénatomjai, egy glutamat karboxiloxigén és egy
vizmolekula koordinalnak, igy alakitanak ki tetraéderes szerkezetet a fémion
koriil. Fontos emlitést tenni a ,,cinkujj-fehérjékr6l” is, melyekben 9-10 Zn-atom
talalhat6. Mindegyik fémiont négy-négy aminosav (két hisztidin és két cisztein)
koordinalja tetraé¢deres struktiraval, igy alakul ki a fehérje kiilonleges szerkezete,

melynek a DNS bazisszekvencijanak felismerésében tulajdonitanak szerepet.'*

crer

fehérje végzi, melynek miikddését az Osztrogén is befolyasolja. Ezzel a
megfigyeléssel hozzak Gsszefiiggésbe, hogy a n6k nagyobb hajlamot mutatnak az
Alzheimer-kor kialakulasara.'®

10
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2.4. A peptidek koordinacios kémiaja

A fehérjék, mint polipeptidek kiemelkedd biologiai szerepének
megértése érdekében szamos kutatocsoport tanulmanyozta az azokat modellez6
kisebb peptidek komplexkémiai viselkedését. Ennek megfeleléen a témaban
fellelhetd irodalom is meglehetdsen széles, az alapvetd koordinéacios viszonyokat
mar feltérképezték a peptidek korében.'®*? A komplexek képzédése a fémion
sajatsagaitol, a pH-tol illetve a peptidben megtaldlhatd egyéb oldalldncbeli
donoratomoktdl is fliigg. A fémionmegkotésben részt vevo lehetséges f6 funkcios
csoportok: a terminalis aminocsoport ¢s karboxilatcsoport, valamint a
peptidkotés amidnitrogénje, mely a mérheté pH-tartomanyban (0 < pH < 14) nem
vesz részt sav-bazis reakcidoban. Bizonyos fémionok, példaul a Pd(II), Cu(ll),
Ni(Il), Au(Ill) azonban eldsegitik az amidkotés deprotonalodasat és annak
koordinacidja is bekovetkezik. A peptidvaz koordinacidjat moédosithatjak a
peptid oldallancbeli funkcios csoportjai,*™* 4 melyek lehetnek erésen és gyengén
koordinalédo csoportok is. Mig a karboxilat- (aszparaginsav, glutaminsav), a
tioéter- (metionin) az alkoholos hidroxil- (szerin, treonin) és aminocsoport
(lizin), kis mértékben, addig az imidazol- (hisztidin) és tiolcsoport (cisztein)
lényegesen megvaltoztathatja a koordinaciés viszonyokat. (A képz6dd
komplexek toltését a jobb atlathatdosdg miatt nem tlintettem fel ebben a
fejezetben.)

2.4.1. Egyszert peptidek koordinacids kémiaja

Az oldallancban koordinaciora nem képes csoportot tartalmazd
aminosavakbol felépiild peptidek fémion-koordinacidja a peptidvaz részvételével
megy végbe. A terminalis amino- és karboxilatcsoport az aminosavakban kell6
kozelségben van egymashoz oOttagu kelat kialakitdsdhoz — ezt nevezziik
aminosavszerli koordinaciénak (2.a dbra) —, azonban dipeptidekben és
oligopeptidekben az egyidejii koordinacidjuk nem kedvezményezett. A savas pH
tartomanyban 1étrejové részecske peptidekkel tehat a fémion karakterétdl
figgben az N- vagy a C-terminuson bekdvetkezd koordindcidé eredménye.
Az altalunk vizsgalt fémionok, a réz(Il)-, nikkel(ll)- és cink(IT)ionok jellemzéen
a nitrogénatomhoz koétédnek, igy az [ML] részecske az (NH,,CO) kotésmoddal
irhat6 le (2.5 dbra). (A kialakuldé komplexek Osszegképletében azok toltését nem
tintettem fel.) A pH tovabbi emelésével [MH. L] 0Osszetételii komplex
kialakulasaval a kelatképz6 helyzetben 1évé amidnitrogén deprotonalddasa és
koordinacidja torténik. Ez dipeptidek esetén az (5,5) tagu csatolt kelatrendszer
(NH,,N",COO") létrejottét jelenti (2.c dbra). Nagyobb tagszami peptidek esetén
tovabbi amidnitrogén-koordinaciéo kovetkezik be, lugos kozegben a ligandum

11
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(NH;,N",N,N) donoratomokon keresztiil, (5,5,5) tagi csatolt kelatgyirik
kialakulasaval koti a Cu(I)- vagy Ni(ll)-iont (2.d dbra).™* Az oldallancban

szerepld, koordinacidban  kozvetleniil / R \
szerepet nem jatszé csoportok a kialakulg [ @ (NH2,COO) H N—HC/
o i (aminosavszerii) 2
komplexek sztochiometriajat és ;
., ‘L o
szerkezetét ugyan nem befolyasoljak, de M/ <o
. qel Nel
hatassal lehetnek azok stabilitasara.'™ b, (NH,,CO)
Munkéank soran olyan / R
: . o N HN—HC \
oligopeptidek vizsgalatat végeztik el, ! \ 5 nyr
melyekben  hisztidin(eke)t  és/vagy VN A
N i

termindlis aminocsoportot tartalmazé .
kotohelyek talalhatok egy molekulaban, /
igy a hisztidintartalmd  peptidek Eai(p“é';tzia':;fﬁgo’) ”f,”_”c\

komplexképzési sajatsagainak M /‘3%0

Osszefoglalasa kiilon fejezetként talalhato. o 7
Az amiloid-p peptid 1-es ¢és 7-es \c/ﬁ\
pozicidban is tartalmaz aszparaginsavat, // R
igy emlitést kell tenniink az oldallancban © R
karboxilatcsoportot tartalmazo peptidek | &M=
arboxilatcsoportot tartalmazo peptide g HN—
kotésmodjairdl. A fémion-koordinaciot o=, A
ugyanis  kisebb  mértékben,  de \ AT
befolyasolhatja az aszparaginsav ;C—N"\ |
oldallanca is, igy az oldallancbeli R C/CH\

: e it / R
karboxilcsoport komplexképz6désre o

gyakorolt  hatdsat  ismertetném  a KZ- dbra: Az egyszerii peptidek/

koordindcios modjai

kovetkezo fejezetben.

2.4.2. Aszparaginsav-tartalmu peptidek komplexképzddési folyamatai

A fémionok koordinacidja kiilonbdzé fehérjékhez az oldallancbeli
karboxilatcsoportokon keresztiil is torténhet, példaul a Cu,Zn-SOD enzim,'®
a transzketolaz enzim,"'’ a fibrinopeptid A és az amiloid-p peptid esetén
is.!* 1% Az aszparaginsav jelenléte képes valtoztatni a fémionok koordinacids
viszonyain, a kialakuld6 komplexféleségek stabilitasa a karboxilat oldallancok
szamatél és peptidben elfoglalt helyzetétdl is fiigg.™®" Ugyanakkor a glutaminsav
y-karboxilatcsoportjanak jelenléte nem jar a koordinacios modok hasonld
mértékii modosulasaval. '

Az aszparaginsav az N-terminalison [-alaninszerli koordinaciot tesz
lehetévé (NH,,B-COO") kotésmoddal, ezaltal stabilis 6-tagti kelat jon létre
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(3.a dbra), mig a glutaminsav / \
v-karboxilatcsoportjaval 7-tagu, ami Menm
magyarazza utobbi kisebb hatasat a képz6dé | a (NH,,B-COO) \C:o
komplexféleségekre. Az atmenetifémek esetén HaN—HC

ez a dipeptidszerii koordinacidhoz képest az AN
[ML] ¢és [ML;] komplexek nagyobb M /CH2
stabilitdsdban nyilvanul meg. A pH emelésével \O'_C\\
bekovetkezik az amidnitrogének koordinacioja, 0

azonban a glicilglicinhez képest nagyobb pH | (NH,,2N,3-CO0")

értéken. A masodik vagy harmadik helyen o R
talalhatd  aszparaginsav ~ esetén  tehat N\ o ﬂ%N—CH
(NH2,nN",3-COO") donoratomok koétédnek a /C YA b
fémionhoz (3 dbra)® A kozbens$ | wd ST o
pozicidban aszparaginsavat tartalmazo peptidek \E/ N\ lH

is hatassal vannak az atmenetifém-ionok MC/ //C/ \R
koordinacidjara. M 12128 C_terminalis \\o )

helyzetben aszparaginsavat tartalmazo |3 ;p,4- Aszparaginsav-tartalmii
dipeptidek vizsgalata soran Cu(II)-, Ni(Il)- és @ntidek néhany koordindc@
Zn(I)-ionok [ML] komplexeire is nagyobb modja

stabilitasi allandot szamoltak.'?" 22 19131 [CyL] komplexekben a glicilglicinéhez

hasonld6 koordinacios modot irtak le, azonban a kialakuld részecske

megndvekedett stabilitasat tapasztaltak a karboxilatcsoport hatasara. Ezzel egyiitt
az amidnitrogének deprotonaldédasanak pK-értéke is megemelkedik, tehat a
kolcsonhatas gatolja az amidkoordinaciot.® '3 Réz(Il)ionok esetén a masodik
helyen 1év6 aszparaginsavat tartalmazé peptiddel [CuH ;L] komplex, mig a
harmadik helyen 1év6vel [CuH_L] részecske képzédik a f-COO -csoport
részvételével (3.5 abra). A kialakulo kotésmod nagy stabilitasa tiikrozodik abban
iS, hogy utobbi esetben a tovabbi amidnitrogén-deprotonalodas még nagy pH-n
sem megy végbe.

Az egyszerli peptidekkel képzett [NiL] komplexéhez képest az elsd
helyen aszparaginsavat tartalmazok hasonld részecskéi két nagysagrenddel
nagyobb stabilitassal birnak és 7-es pH-ig nagy mennyiségben vannak jelen.
Ehhez a részecskéhez hasonloan a [NiL;] részecske is oktaéderes elrendezddésii,
ami egyszerli oligoglicinek esetén nem képzddik. Szintén nem mutathatod ki
[CuL;] komplex az N-terminalison aszparaginsavat tartalmazo peptidekkel, ami a
koordinaciés geometriaval magyarazhato.”*® [NiHL] komplex csak 9-es pH
felett és kis mennyiségben mutathat6 ki, [NiH ;L] részecske pedig nem is jelenik
meg, ami az amidnitrogének kot6désének akadalyozasat igazolja a nagy
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stabilitasu  (H,N,3-COO") koordinacio miatt.’® A masodik helyen 1évo
aszparaginsav B-karboxilatcsoportja nem rendelkezik ilyen mértékii stabilizald
hatassal. A [NiH ;L] részecske nem mutathato ki, a [NiH ,L] komplex jelenléte
azonban nagyobb pH-tartomanyba tolja el a [NiHj3L] részecske
megjelenését. ® ' Harmadik helyen aszparaginsavat tartalmazo peptidek
koordinacioja nikkel(Il)ionokhoz a [NiH ;L] részecske hianyat, azonban a
[NiH,L] és [NiH L] sztochiometrigja 2 ill. 3N-es komplex képzOodését
eredményezi, utobbiak siknégyzetes elrendezddéstiek. A réz(Il)komplexektdl
eltéréen a nikkellel tehat megvalosul az aszparaginsavat kdvetd amidnitrogének
koordinacidja, bar nagyobb pH-n, mint az egyszerii oligopeptidek esetén.

Cink(Il)ionokkal az elsé helyen aszparaginsavat tartalmazd peptidek
[ZnL], [ZnH 4L] és [ZnH ,L] Gsszetétell részecskét képeznek, melyek koziil az
utolsé kettdé vegyes hidroxokomplex. Az amidnitrogén deprotonaldodas nem
kovetkezik be, polimer szerkezeti komplex is csak 10-es pH felett alakul ki, ami
az (NH,,CO,p-COO") koordinaciéo jelenlétére utal a [ZnL] részecskében.
A lanckozi aszparaginsav stabilizaloé hatasa mar kevésbé érvényesiil, 7-es pH-n
megjelenik a cink(I1)-hidroxid csapadék.™

2.4.3. Hisztidintartalmu peptidek komplexképzodési folyamatai

A Thisztidin hatasa a fémion-koordinaciora a képz6d6 komplexek
stabilitas-novekedésében nyilvanul meg, igy a természetben el6forduld
hisztidintartalmti fehérjék fontos szerepet kapnak a bioldgiai folyamatokban.
Az imidazolil oldallanc horgonycsoportként viselkedik szamos atmenetifém-ion
megkdtésében, melynek tanulmanyozédsaval tobb kdézlemény is foglalkozott az
elmalt  évtizedekben,  kiilonésen a  réz(ll)- és  nikkel(Il)ionokat
illetoen, 1% 107 1O 1 132135 A higztidint tartalmazé peptidek komplexképzédési
folyamatait szdmos tényezé befolyasolja, Ggy, mint a fémion mindsége, a
ligandum aranya a fémionhoz képest, a hisztidin aminosavak szama, pozicidja és
mas, a koordinaciot befolyasolé donorcsoporthoz viszonyitott helyzete a
szekvenciaban, illetve a terminalis csoportok jelenléte (szabad vagy védett
peptid).

24.3.1. Egy hisztidint tartalmazé peptidek

Azokban a peptidekben, melyekben az amino terminus szabad, a
hisztidin azzal egylitt szerepel horgonydonorként a fémionok szamara. Meg kell
kiilonboztetniink azonban a hisztidin aminosavat kiilonb6z6 pozicidoban
tartalmazo ligandumokat.

Az amino termindlis lancvégen hisztidin jelenlétében (NH,,N;m)
kotésmodu, hisztaminszeri koordinacioji  komplex képzédik savas pH-n
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(4.a dbra). A kialakulo stabilis hattagii kelat megnoveli a mono- és
biszkomplexek stabilitasat, ezaltal gatolja az amidnitrogének
koordinacidjat.® 3 137 A ligandum aranyatol fiiggéen [ML] vagy [ML,]
részecskék  képzddnek  réz(Il)- és  nikkel(Il)ionokkal, hisztaminszer(
koordinacioval. Az (NH,,N") kotésmod csak nagy pH-n, és egy masik peptid
imidazolnitrogénjének kiegészitd koordinacidjaval jon létre, dimer részecskét
eredményezve. A HyN-XH- szekvencidji peptidekben mar egymagva
komplexben is lehetdség nyilik amidnitrogén kotdédésére a fémionhoz, mely nagy
stabilitast részecskét eredményez, azonban a tovabbi N~ koordinécidja ezaltal
gatoltta valik. Az igy kialakulo [MLH.] Osszetételli komplex tehat tridentat
koordinacidoval jon létre. A mésodik helyen hisztidint tartalmazé peptidekkel nem
csak a Cu(ll)- és Ni(Il)-, hanem a Zn(ll)-ionok is képesek eldsegiteni az
amidnitrogén deprotonalddasat és (NH,,N",N,) kotésmod kialakitasat 7-es pH

Korii] 138 139
A szabad amino terminussal és / 0 \
harmadik helyen hisztidinnel rendelkezd a}’l.(NHZ’N'm) ) \l o
peptidek  kindlidk a  legkedvezgbb | M T
2

koordinacios  lehetéséget  réz(Il)-  és AN
. . ot CH,
nikkel(IT)ionok szamara. Ezek a M\ /
ligandumok mar enyhén savas pH-n nagy /7_i\
stabilitasu [MLH_,] komplexek HC\ /CH
kialakitasara képesek Cu(ll)- és Ni(Il)- N
. , e L b, (NH2,2N",Njr)
ionokkal a két amidnitrogén egyideji (albuminszerii)
kotodésével és igy (5,5,6) tagu csatolt H
kelatrendszer kialakitasaval HC/ e /R
(4.b dbra).** ' A fémmegkotésben részt \ A —t

c—N S \
vevd (NH2,N",N",N;,) donoratomok az un. / Mo+ b
albuminszer(i koordinaciot hozzak 1étre — az HC N,_/' o
albumin nagy réz- és nikkelkoto képessége /C/ \ lH

/

is ennek koszonheté —, melyet ATCUN G //C \R
motivumként is neveznek a \ 0

szakirodalomban (Amino Terminal Cu and o . ,
4. abra: Szabad aminocsoportot és

Ni Binding Site). A kot6hely modellezésére hisztidint tartalmazé peptidek

alkalmas H,N-XaaYaaHis- szekvenci4ju kﬂéhd"y koordindcids médja/

peptidek komplexképzési sajatsagait szamos

142-153 .o S S (o1 140, 154

¢és kristalyszerkezeti vizsgalatok is bizonyitjak.
A réz(Il)- és nikkel(IT)ionok mellett palladium(Il)- és arany(Ill)ionok is képeznek

tanulmany leirja
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hasonlé részecskéket,™ azonban kobalt(ll)- és cink(Il)ionok esetén nem
mutathato ki ilyen tipusu komplex.

A hisztidin negyedik vagy tavolabbi pozicidban az aminocsoporttal vald
egyidejii  koordinacioval eredményezi az [ML] komplexet, melynek
kialakitdsdban az aminocsoporttal kelatképzd helyzetben 1évd karboniloxigén is

részt vehet.**

A makrokelat szerkezet stabilitasa a gyliri tagszamaval
ellentétesen valtozik. A pH emelésével az amidnitrogének is bekeriilnek a
156158 azonban vitatott, hogy melyik horgonycsoporttol
kezd6dden. Kisebb oligopeptidek esetén tobbnyire (NH,,3N7), mig nagyobb
ligandumokban (3N",N,,,) kétésmoédot irtak le.”** A kétféle koordinacios méd
egyidejileg is jelen lehet, mely az amiloid-B peptid esetén is bekovetkezik és az
értekezés késobbi fejezetében kifejtésre keriil.

Védett aminoterminussal rendelkezé peptidekben csak a hisztidin

oldallanc jatszik fémmegkotod szerepet, a szomszédos amidnitrogének 1€épcsdzetes

koordinacids szféraba,

deprotonalodasaval és koordinacidjaval. A folyamat mind az amino-, mind a
szénterminus irdnyaba végbemehet, igy (6,5,5) illetve (7,5,5) tagh csatolt
kelatgytirtik jonnek létre. A kelatképzodés kedvezobb hattagli, mint héttagu
gylri esetén, igy az N-terminus felé kedvezményezettebb az [MH ;L] komplex
kialakulasa. Abban az esetben, ha a hisztidin az N-terminalison talalhato,™ vagy
olyan aminosav all eldtte, mely tercier amidcsoportot tartalmaz a lancban
(prolin™® ' vagy szarkozin'®), erre nincs lehetéség és az amidnitrogén-
koordinacié a C-terminalis iranyba mehet végbe. Az amiloid-f peptidben
specialis esetet jelent a két szomszédos hisztidin, ekkor lehetéség van az
aminoterminus iranyaba megvalosulé koordinaciora, azonban ezen kd&tohely
elfoglalasa utan egy kdvetkezd fémion megkotddése mar csak a C-terminus felé
torténhet meg a masik hisztidint6l kiindulva.

2.4.3.2. Tobb hisztidint tartalmazoé peptidek

A hisztidineket tartalmazo6 ligandumok modelleznek a legmegfelelébben

szamos természetes fehérjeszekvenciat, ugy, mint az amiloid-B peptidet,'****
az amiloid prekurzor proteint (APP),'*> ' a prion proteint 3% 17169

szamos multihisztidin peptidet. Ezek a ligandumok makrokelat szerkezetli

és még

komplexek kialakitasara alkalmasak, melyek stabilitasa a lanc hosszatol fugg.

A hisztidinek mellett szabad aminocsoportot tartalmazé peptidekben
ezek a funkcids csoportok mind horgonydonorokként szerepelnek. A dihisztidin a
legegyszeriibb multihisztidin peptid. Réz(II)ionokkal a kis pH-n hisztaminszerti
kotésmoddal 1étrejové [MLH]" részecskét kovetéen a pH emelésével a
glicilhisztidinhez hasonldéan (NH3,N",N;,) donoratomok keriilnek a koordinacios
szféraba. Tovabb emelve a pH-t 7-ig a [Cu,L,H_,] sztéchiometriaju komplex
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képz6dik, melyben mindkét réz(Il)ion koril (NHz,N,Nim,Nin) donoratomok
vannak jelen.'® '™t
cink(ITjionokkal csak a hisztaminszerti kotésméd alakult ki.*™ 2 Egyéb
aminosavakkal kiegészitve a szekvenciat, példaul a HisHisGlyGly esetén nincs
valtozas a koordinaciés viszonyokban.'”

A —HisHis—, —HisXaaHis—, —HisXaaYaaHis— és/vagy
—HisXaaYaaZaaHis— szekvencidkat tartalmazd peptidek esetén réz(II)- és
nikkel(IT)ionokkal is az imidazolnitrogéneken keresztiil jon Iétre makrokelat
szerkezeti komplex. A pH novelésével az albuminszerti koordinaciot részesitik
elényben, amennyiben erre lehetdség van, mas esetben az imidazolnitrogént
nagyobb pH-n a deprotonalt amidnitrogén valtja fel a koordinacids szféraban.
Ennek eredményeként az (NH2,nNN",N) kotésmod (n = 0-2) valtozik (NHp,nN")
koordinaciora (n = 1-3), melyeket axialisan egészithet(nek) ki imidazol
oldallanc(ok). Ezaltal a hisztidinek egymashoz és az amino terminushoz
viszonyitott helyzetétdl fiiggden valtozatos szerkezetii részecskék alakulhatnak ki
kozbensd pH értékeken. #17® A komplexképzédés sokszintiségét fokozza a tobb
imidazolcsoport jelenléte a terminalis aminocsoport mellett, mely nagy pH-n a
kotohelyek elkiiloniilését és az egyes fémionok esetén eltérd preferenciat is
mutathat. *"’

A cink(ll)ionnal a hisztaminszer(i kotésmod a meghatarozo, amennyiben

Nikkel(I)ionoknal is tapasztaltak az amidkoordinaciot, mig

az elsé aminosav hisztidin,"™® amidnitrogén deprotonalodas pedig a masodik
pozicidban hisztidint tartalmazé peptidek komplexében kovetkezik be, melyben
(NH3,N",Nn) koordinacié valosul meg.

Védett aminoterminussal rendelkezé peptidekben az amino terminus
horgonycsoportként mar nem jatszik szerepet. Az igy nyert ligandumok
megfeleld modellként szolgdlnak a fehérjék lanckdzi  szakaszanak
tanulmanyozasara.

A védett aminoterminust multihisztidin peptidek esetén olyan kis
tagszamu ligandumokat vizsgaltak, melyek szomszédos ill. egy, két vagy harom
aminosav tavolsagban tartalmazzék a hisztidineket.® ' A kis pH-n, egy
vagy két imidazolnitrogén részvételével kialakuld komplex a pH emelésével nem
képes megakadalyozni az amidnitrogének deprotonalddasat. Osszehasonlitva a
kiilonb6zo tavolsagra 1évo hisztidineket tartalmazo peptidek komplexképzddési
viszonyait a —HisXaaHisYaaHis— szekvencia képes legnagyobb mértékben az
amidnitrogének deprotonalodasat megakadalyozni. A hisztidint és szarkozint
felvaltva tartalmazo szekvencia, az Ac-(HisSar),His-NH, (n=1-3) meggatolja a
fémion hatasara bekovetkez6 amiddeprotonalodast, a széles tartomanyban
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makrokelat szerkezetli komplex stabilitasa pedig a hisztidinek szamatol és azok
egymashoz viszonyitott helyzetétél fiiggéen valtozik.™™

A nikkel(Il)ionok komplexképzddési sajatsagait is vizsgaltdk hasonld
szekvenciaji peptidekkel.’®® A koordinacié az imidazol oldallancokon keresztiil
jon létre, igy a fo részecske az [ML] Osszetételli komplex a semleges koriili
pH-tartomanyban. A  makrokelat szerkezetli részecskék stabilitisa a
réz(Il)komplexekéhez hasonldan valtozik a hisztidinek szamat és egymashoz
viszonyitott helyzetét illetden. A pH emelésével bekdvetkezik az amidnitrogének
kooperativ  deprotonaldodasa, azonban a —-HXH- szekvencia esetén az
(Nim2N",Nimm) koordinacios mod valik kedvezményezetté. Az [MLH_3] komplex
képz6dése csak nagy pH kovetkezik be, -HXXH- szekvencia esetén kooperativ
modon az imidazol oldallanc-koordinaciot kdvetden.

Tobb hisztidin jelenlétében, védett amino terminus esetén az imidazolil
horgonycsoportok elkiiloniilt kétohelyekként viselkedhetnek, igy tobb fémion
koordinacidja is bekovetkezhet. A két hisztidin egymashoz kozel 0Osszetett
komplexképzodési folyamatokat eredményez szamos izomer szerkezet
kialakulasa mellett. Fiiggetlen kotohelyeket akkor kapunk, ha az imidazol
oldallancok egymastol tavol vannak jelen a szekvenciaban, ezaltal tobbmagvu
részecskék jonnek létre. Ilyen komplexféleségek jelennek meg a prion fehérje
fragmenseiben, amelyek a hisztidinek szamaval megegyezé szamu réz(Il)ion

megkotésére képesek molekulajukban,® 13 184

2.5. Az amiloid-3 peptid szerkezete és fémionmegk6td
képessége
Az amiloid-p peptid két formaja az AB4q és AP, a negyven aminosavbol

allo forma szerkezetét tekintve két hélixben gazdag régiobol — 15-23 és 31-35 —
és az ezeket 0Osszekotd rendezetlen szakaszbol all. A negyvenkét tagh peptid
szabalyos I. tipust B-red6t tartalmaz, igy meghatarozza a molekula harmadlagos
szerkezetét.'™ A hisztidinben gazdag N-terminalis rész szimos polaris
oldallancot tartalmaz, ezaltal alkalmassa valik fémionok koordinacidjara.
A molekula tovabbi részében apolaris csoportokat talalunk, melyek a hidrofob
kolesonhatasok révén felelosek lehetnek az oligomerizacids és aggregacios
folyamatokért. (5. dbra) Az apolaris szakasz egylttal rontja a peptid
oldhatosagat, ami megneheziti az oldategyensulyi vizsgalatokat. A probléma
megoldasat a polietilén-glikollanccal torténd modositas (pegilalas) jelentette,
mely novelte a molekula hidrofil jellegét, ezaltal javitotta az oldhatdsagot €s
lehetévé tette a peptid sav-bazis tulajdonsagainak és fémkomplexeinek leirdsat.
A nativ peptid és a pegilalt szarmazék CD-spektrumainak Osszehasonlitasaval
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kizartdk a moddositas konformacidra gyakorolt hatasat: mindkét molekula
rendezetlen szerkezettel rendelkezik."

1 10 20 30 40
hAB4: DAEFRHDSG YEVHHQKLVF FAEDVGSNKGAIIGLMVGGV VIAT
rABss: DAEFGHDSGFEVRHQKLVF FAEDVGSNKGAIIGLMVGGV VIAT

5. abra: Az ember és a patkany amiloid-f peptidjének szekvencidaja

Régota elfogadott, hogy a fémionok megkétése a peptid 1-16 szakaszaban megy
végbe, a peptid ¢és fragmenseinek komplexképzddési folyamatait
kutatocsoportunkban is tanulmanyoztak. ' 103164 1% A £5 koordinacios helyeket
a terminalis aminocsoport, valamint a His6, His13 és His14 jelentik (/. tdbldzat),
igy az N-terminalis hexadekapeptid négy ekvivalens réz(Il)iont képes koordinalni
az emlitett kotShelyek kornyékén.'”® Nikkel(Il)ionok szdmara a termindlis
aminocsoport illetve a 13-as és 14-es hisztidinek kornyezete kinalta a
legmegfelelobb koordinaciés lehetdségeket, igy két ekvivalens fémion kotodott
meg a molekuldban.® A peptid tovabba harom cink(Il)iont képes koordindlni a
termindlis amino- és a His6 illetve a szomszédos hisztidinek kornyezetében,
utobbi kotéhely két fémiont is képes megkotni.’® Tovabba a cink(IT)ionok nem

szoritjak ki, de atrendezik a réz(Il)ionokat az egyes kotShelyek kozott. #6188

1. tabldzat: Atmenetifém-ionok megoszldsa az amiloid-f(1-16) fragmens kétéhelyei

kozott
-NH, His6 | Hisl3 | Hisl4 Koordinalt fémionok
(terminalis) szama
Cu(ll) 1 1 1 1 4
Ni(ll) 1 - 1 2
Zn(l) 1 2 3

A fémionok szerepét a betegség kialakuldsaban aldtdmasztja a human
(hAB) és a patkany (rAP) amiloid-p peptid kozotti kiillonbség: az Arg5 helyett
Gly5, a Tyr10 helyett Phel0 és a His13 helyett Argl3 szerepel, tehat csokken a
polaris, illetve horgonydonorként szereplé aminosavak szama. (5. dbra) Ezek az
eltérések Osszefiiggésben allhatnak azzal a megfigyeléssel, hogy a patkanyok
agyl szoveteiben nem tapasztalhaté az amiloid plakkok kialakulasa.
A pH-potenciometrias vizsgalatok segitségével tehat megadtak az amiloid-f
peptiddel képz6d6 részecskék sztéchiometridjat, azonban a koordinalodo
donoratomok teljes leirasara még nem Keriilt sor. A peptid egyes kisebb
fragmenseit és azok szarmazékait tanulmanyoztak a fémmegkotés szempontjabol,
melyek az egyes kotohelyeket tartalmazzak molekulajukban (2. tablazat).
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2. tablazat: Az elézményekkeént szereplé (A), az daltalunk tanulmdnyozott (B) és néhany

egyeb vizsgalt A [-peptidfragmens és -szarmazék (C)
(a sziirke szinnel jelolt kotohely/szakasz nem szerepel az adott fragmensben)

NH,
(terminalis)
His6
His13
Hisl4

apolaris
szakasz

AB(L-16): HN-DAEFRHDSGYEVHHQK-NH, (1 63181

AB(I-16)PEG: HN-DAEFRHDSGYEVHHQK-PEGHEES

AB(1-16)Y10A: HN-DAEFRHDSGAEVHHQK-NH, 285+

A AR(1-6) D68
ACABE16)Y 10ADIBIBID
AB(L-4) D!
Ac-AP(L-6) 21
AB(1-9; HN-DAEFRHDSGNH,

HN-DAAAAHAAANH,

HN-DAAAAAHAANH,
B AC-ABE16)Y10AVI2G: A SGAEGHHQK-NH,

ACSGAEGHAQK-NH,
ACSGAEGAHQK-NH,

AB(I-16)PEG: (HAHDAEFRHDSGYEVHHQK),C4H:ONPEG

AR1-28): HN-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNK-NH S

ACAR1-28)
ARL-28)HBAS
ARL-28)HIZAM
ABL-2B)HI4AS
c AB(L-16)DIN; AB(L-16)E3Q; AB(1-16)D7N; AB(L-16)E11Q; AB(1-16) YIO0F  AB(3-16)™
AC-AB(1-16) L
AB(1-16)HEA™
AB(L-16)HI3A™
AB(1-16)HI4A™
AR
| ACAB(10-16) %P
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2.5.1. Az AB N-terminusanak fémion-affinitdsa — az -NH, csoport és a
HlSG 120, 163, 164

Legnagyobb affinitast az emlitett fémionok koziil a réz(Il) felé mutat az
amiloid-B peptid, ami tiikr6z6dik abban is, hogy 4 ekvivalens réz(Il)ion
megkdtésére képes. Az amiloidozis kialakulasaban nem tulajdonitanak szerepet a
nikkelnek, azonban komplexeinek oldategyensulyi tanulmanyozasa kozelebb
vihet a réz(ll)komplexek koordinicidos  viszonyainak  megértéséhez.
Cink(Il)ionokkal is torténtek vizsgalatok, azonban a spektroszkopiai informaciok
hianya miatt szdmos megvalaszolatlan kérdés maradt, csakiigy, mint az elébb
emlitett fémionok esetén.

Az AB(1-4) tetrapeptid szekvenciaja H,N-DAEF-NH,, tehat a terminalis
aminocsoport kornyezetében kialakulé koordinacios moédok irhatok le a
segitségével. Savas tartomanyban az aminocsoport és az aszparaginsav egylittes
kotédésével jon létre a [CuLH]® komplex (NH,,3-COO") koordinacidval és
ezaltal 6-tagl kelat képzddésével. A glutaminsav deprotonalodédsaval és axialis
koordinacidjaval jon létre az [CuL] komplex. Az amidnitrogén-deprotonalodassal
1étrejove [CuH_,L] ™" részecskék képzddése (NHp,nN") kdtésmoddal igy némileg
nagyobb pH-tartomanyba tolodik el. Nikkel(ll)ionokkal csak 5-6s pH-n, a [NiL]
és kis mennyiségben [NiL,]*> részecskével indul a komplexképzédés,
amelyekben — hasonléan a [CuLH]" komplexhez — (NH,,-COQ") koordinici6
alakul ki. A [NiHL]* kozvetleniil ebbdél a részecskébdl képzédik a
réz(Il)ionokhoz hasonléan. A [CuL] komplexéhez hasonld makrokelat szerkezet
alakul ki a [ZnL] részecskében is (NH,,-COO,y-COO") koordinacioval.

A 6-os hisztidin kdrnyezetének jellemzésére az Ac-AB(1-6), azaz az Ac-
DAEFRH-NH, szekvenciat valasztottak. Az [ML] komplex makrokelat
szerkezettel, az Aspl, a Glu3 és a His6 oldallancok részvételével jon létre.
Tovabbi kiilonbséget jelent az amidnitrogének deprotonalodasa, mely elébbi
esetben jol elkiilonithetd, azonban a His6-r6l induld koordinacid esetén
kooperativ modon megy végbe az elsé két amidcsoporttal. fgy a kovetkezd
uralkod6 részecske az [MH_L]*, mely mar CD-aktivitast is mutat, tehat az
amidnitrogének is k6tédnek a fémionhoz: (2N",N;,) kotésmod alakul ki, amit a
[NiH,L]* komplexben egy karboxilatcsoport is kiegészit. Nagyobb pH-n
(BN",Nj) koordinacié alakul ki, nikkel esetén csak er6sen lugos kdzegben.
Cink(IT)ionok nem indukaljak az amidnitrogén-deprotonalodast, hidrolizis
kovetkezik be a [ZnL] komplex képzodését kdvetden.

A nativ peptidben azonban mindkét horgonycsoport jelen van, amit az
AB(1-6) (H.N-DAEFRH-NH,) fragmens segitségével tanulmanyoztak. A két
kotohely egyidejiileg szerepelhet, igy egy- és kétmagva réz(I)komplexek is
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kialakultak. A szabad aminocsoport és az imidazolil oldallanc tovabba egyiittesen
vesznek részt makrokelat szerkezet kialakitasaban az [ML] komplexben, melyet
az aszparaginsav B-karboxilatcsoportja (Zn(ll)komplexben a glutaminsav
y-COO™ csoportja is) egészit ki. A [CuH L]  részecskében (NHy,N,Njy)
koordinaciés modot irtak le a hisztidin axialis kotddésével, a tovabbi
deprotonalodassal kialakulo komplexek azonban (NH,,nN") és (nN",N,,,) izomer
szerkezetekkel is leirhatok. A két forma egyidejlileg van jelen a rendszerben,
azonban az (NH23N") kotésmod a meghatarozo. A [NiH5L]* komplex
kooperativ modon jon létre az amino terminus egyértelmii preferenciajaval.
A cink(IT)ionok esetén szokatlan amidnitrogén-koordinaciot is feltételezték a
[ZnH_4L] és [ZnH_,L]* részecskékben.

Kétmagvu komplexben a két horgonycsoport elkiiloniilt kotéhelyként
csak 5,5-6s pH-tol szerepel, azaz az amidnitrogének deprotonalddasatol
kezd6dden, melyek szama azonban csupan 5, tehat nem alakulhat ki mindkét
fémion koriil 4N-koordinacié. A maximalisan deprotonalt [Cu,H_sL]*
részecskében igy az egyik fémion koriil 3N, mig a masik réz(Il)ion koriil
4N kotésmod jon létre, ami azonban mindkét horgonycsoport kdrnyezetében
el6fordulhat. Ezaltal 6sszesen 4 koordinaciés mod lehet jelen: (NH2,3N") és
(2N",N) illetve (H,N,2N") és (3N",N;)), melyek koziil az els6 kotésmodpart
talaltak uralkodonak. A kozbensé pH-értékeken jelen 1évé [Cu,H. L] és
[CuH 4L]*> komplexekben még nagyobb a lehetséges koordinaciés variaciok
szama, melyek megvalosulasanak aranyara csupan feltételezéseket lehetett tenni.
Ni(ll)- és Zn(IT)-ionokkal nem alakul ki kétmagva komplex.

Az amiloid-p peptid természetes szekvenciajaban tehat megtalalhato az
amino terminus és a His6 is, melyek mindegyike horgonycsoportként szerepel.
Az 1-6 fragmens azonban nem minden szempontbdl megfeleld6 modell a
tényleges oldatbeli viszonyok feltérképezésére. Ez a megallapitds szolgalt
kiindulépontként a meghosszabbitott, AB(1-9) fragmens vizsgalatara, melyben
— csaktgy, mint az AP peptidben — a C-terminalis iranyba is megvalosulhat a
fémion-koordinacio.

25.2. Az AB lanckozi fragmensének fémion-affinitasa — a Hisl3 és
His14120. 163 164

A Hisl3 ¢és Hisl4 szerepelnek az amiloid-f peptid tovabbi,
fémionmegkotésre alkalmas egységeként. A két hisztidin mindegyike szerepelhet
horgonycsoportként a fémionok szamara, tehat az amidnitrogén-koordinacio a
13-as ill. a 14-es helyzeti aminosavtdl is indulhat mind az N-, mind a C-terminus
iranyéba.
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Az Ac-AB(8-16)Y10A, azaz az Ac-SGAEVHHQK-NH, peptid
tanulmanyozasa révén szamos fontos megallapitashoz jutottak a szomszédos
hisztidinek kornyezetét illetéen. A komplexképzddés 4-es pH felett kezdddik,
tehat a Glul1 y-karboxilcsoportja mar deprotonalt formaban van, azonban a lizin
g-ammonium oldallanca az amidnitrogének koordinacidja kdzben protonalt
allapoti. A [CuLH,]*" és [CUuLH]*" komplexek egy ill. két hisztidin oldallanc
kotédésével alakulnak ki. A réz(Il)ionokkal alkotott (2N,,) makrokelat azonban
kisebb stabilitasi a HGH szekvenciaéhoz képest a két hisztidin kozelsége ¢és
emiatt fesziilt szerkezet kialakulasa miatt. Nikkel esetén a [NiLH]?* részecskével
kezdddik a komplexképzddés, csakigy, mint a cink(ll)ionokkal, ahol a glutamat
oldallanc koordinacidjar6l is beszamoltak. A cink(ll)komplexek nagyobb
stabilitasiak savas kozegben, mint az N-terminalis fragmenssel képzett
részecskék. Az amidnitrogének koordinécioja csak 5,5-6s pH felett jelentkezik, a
[CuL]® és [CuH_jL] részecskék nagyon hasonld paraméterei azok azonos
kotésmodjara utalnak. Ez abban az esetben valosulhat meg, amikor nem csupan a
lizin, de az egyik hisztidin is protonalt, ezaltal a (2N,N,,) koordinacio van jelen,
a deprotonalodasi 1épés pedig az imidazolium oldallanchoz tartozik. fgy a
tényleges sztochiometria [CuH_,LH,]" és [CuH_LH] képletekkel irhat6 le
pontosan. A Ni(ll)-komplexekben az els6 két amidnitrogén kooperativan
deprotonalédik 8-as pH felett, [NiL]" komplex nem szadmolhat6. A pH
novelésével képzodé [MH,L] és [MHL]® komplexek szintén azonos,
(B3N ,Ni) koordinacioval irhatok le, ezhttal a deprotonaldodas a lizin
ammoniumcsoportjan  jatszodik le. A (3N ,N;,) koordinacio barmelyik
hisztidinr6l indulhat, igy szerkezeti izomerek johetnek létre, azonban ezek
jelenlétérél és aranyar6l nem volt informacio. A [ZnH L] és [ZnH L]
részecskékre is meglepé modon amidkoordinaciot irtak le.

Kétmagva réz(I)komplexek is kialakulnak a peptiddel, melyek
ekvimolaris oldatban is megjelennek 5-6s pH felett, az AB(1-6) fragmenshez
hasonléan az amidnitrogén-deprotonalodas és igy a kotéhelyek elkiiloniilése
mellett. A kialakulé részecskék maximalisan hat amid koordinacidjaval és
szamos izomer szerkezettel adhatok meg. Hasonld paraméterekkel rendelkeznek,
mint az egymagvii [MH_sL]*> komplexek, azonban vannak apro eltérések.
A feltételezések szerint az els6 szdmu kotohely a His13, melyrdl az N-terminalis
iranyaba indul a koordinacid, a masodik réz(Il)ion pedig a His14-t6l kiindulva a
C-terminalis iranyba kotédik az amidnitrogénekhez. Nikkel(Il)ionokkal nem
képzédnek kétmagvi részecskék. Az érdekes modon nagy cink(ll)ion-affinitas
megmutatkozik a dinuklearis komplexek képzddésében is pH~7 felett, egy vagy
két amidnitrogén koordinacioja mellett.
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2.6. Célkitiizések

Az utdobbi par évben megnovekedett az amiloid-f peptid és
fragmenseinek tanulményozasaval foglalkozé kozlemények szama. A toxicitas
vizsgalata fémionok jelenlétében szamos ellentmondo6 eredménnyel jart a réz(1l)-,
cink(ll)- és vas(Il/IlT)ionokat illetéen. A fémkomplexek tanulmanyozasa szintén
az érdeklédés kozéppontjaba keriilt, melyben az egyes kotohelyek szelektivitasat
tanulmanyoztak a peptid természetes fragmensein, illetve azok mutansain
keresztiil. Vizsgalataink targyat tehat egyrészt olyan modellvegyiiletek
jelentették, melyek egy molekulaban tartalmaznak elkiiloniilt kotohelyeket, igy
affinitasuk kozvetleniil 0sszehasonlithatdo az egyes fémionok felé. Az e célbdl
eléallitott és tanulmanyozott peptidek H,N-AAHAAAHG-OH (oktapeptid) és
H,N-AHAAAHG-OH (heptapeptid) szekvenciaval rendelkeznek.

Az amiloid-f peptiddel képz6d6é fémkomplexek koordinacios modjaira
fiziolo6gias pH-n t6bb, hasonlo elképzelés is sziiletett. A vizsgalatok azonban sok
esetben csupan erre a sziik pH-tartomanyra és mononuklearis komplexekre
vonatkoznak. Munkank masodik részében ezért célul tiztik ki az egyes

kotohelyeket — tartalmazé ~ fragmensek  teljes  kori  oldategyensulyi
tanulmanyozasat, valamint a 1étrejové izomer részecskék pontos kdtésmodjainak
leirasat, amire eddig nem keriilt sor az irodalomban. Az ehhez sziikséges
természetes és mutans peptidek egyik csoportjat az N-terminalis régido 1-9
szakasza jelentette — H,N-DAEFRHDSG-NH, (AA3(1-9)) —, mely két kotohelyet,
a terminalis aminocsoportot és a 6-os hisztidint tartalmazza. A korabban vizsgalt
nativ fragmenshez képest meghosszabbitott peptid a valéshoz kozelebbi képet
adhat a kialakuld koordinaciés modokrol és a szerkezeti izomerek aranyat is
megadhatjuk CD-spektroszkopia alkalmazasaval. A polaris oldallancok
hatasanak igazolasara és tovabbi szerkezeti kérdések megvalaszolasara a
fragmens két, a f6 kotohelyek (Aspl és His) kivételével oldallancoktdl mentes
mutansat, a H,N-DAAAAHAAA-NH, (DA;HA;) és H,N-DAAAAAHAA-NH,
(DAsHA,) peptideket is tanulmanyoztuk.

A peptid masik kothelyét a 13-as és 14-es hisztidin jelentik, melynek
korabbi, Y10A mutansat tovabb modositottuk a V12G cserével, igy szekvencidja
Ac-SGAEGHHQK-NH, (AB(8-16)HH). A kiegészit6 moddositds oka a glicin
specialis CD-spektroszkopiai tulajdonsaga, melyet a szerkezet-meghatarozas
érdekében tettink meg. Az izomer komplexféleségek kozott tovabbi két
szarmazeék segitségével tehetiink kiilonbséget, melyet az emlitett mutaciokon
felil a HI3A és HI4A cserékkel kaptunk: Ac-SGAEGAHQK-NH,
(AB(8-16)AH) ¢és Ac-SGAEGHAQK-NH, (Ap(8-16)HA). Az igy kapott
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ligandumok segitségével mintazhatok a lehetséges nagyon hasonld, am
CD-spektrumuk alapjan megkiilonbdztethetd koordinacidés modok.

A még megvalaszolatlan kérdések megoldasa érdekében a réz(Il)- és
cink(ll)komplexek, mint az Alzheimer-korban igazoltan szerepet jatszo fémionok
kolcsonhatasat tanulmanyoztuk, valamint a nikkel(Il)komplexek, mint a
réz(Il)-tartalmi részecskék modelljeként alkalmazhatd asszociatumok vizsgalatat
végeztik el. A bioldgiai rendszereket mintdzva tobb fémiont tartalmazd
rendszereket is tanulmanyoztunk, igy a kotohelyek szelektivitasanak
megallapitasara is sor keriilhetett.

A biokémiai vonatkozast az amiloid dimer szarmazék vizsgalata
jelentette — (H,N-DAEFRHDSGYEVHHQK),CsH;7,ON,-PEG (AS(1-16),PEG)-,
mely a legutobbi feltételezések alatamasztasara vagy éppen megcafolasara
szolgal, miszerint az amiloid plakkok megjelenésének egyik kulcsfolyamata az
AP peptid dimerizacios 1épése. A réz(Il)- és/vagy cink(Il)ionok jelenlétében
lezajlo6 komplexkémiai folyamatok szamos fontos informdaciot nyujthatnak a
betegség kialakulasanak kémiai alapjait illeten.
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3. Kisérleti modszerek és alkalmazott technikak

3.1. Felhasznalt vegyszerek

A szilard fazisu peptidszintézishez felhasznalt vegyszerek

A peptidek elballitasa soran alkalmazott oldoszerek ¢és vegyszerek
kereskedelmi forrdsbol szdrmaznak és tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltuk Oket.
A Rink Amide AM é az  Fmoc-Gly-Wang  gyantat, a
2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium-tetrafluoroboratot ~ (TBTU)
valamint a 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmoc) véd6csoporttal ellatott aminosav-
szarmazékokat (Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH,
Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH,
Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Phe-OH és Fmoc-Ser(tBu)-OH a Novabiochem
(Svajc) forgalmazza. Az analitikai tisztasaga N,N-dimetil-formamid (DMF), az
N,N-diizopropil-etilamin (DIEA), az etin-1,2-ditiol és a trifluorecetsav (TFA) a
Merck Kft. termékei. Az N-hidroxi-benztriazol hidratot (HOBt-H,0), az N-metil-
2-pirrolidont (NMP), a triizopropil-szilant (TIS), a 2,2’-(etiléndioxi)-dietantiolt
(DODT) és a 2-metil-2-butanolt a Sigma-Aldrich Co. forgalmazza. A piperidin, a
diklormetan (DCM), a dietil-éter (Et,0) és a 96%-0s ecetsav a Molar
Chemicals Kft., mig a szintézis célra alkalmas tisztasagu N,N-dimetil-formamid
és az ecetsavanhidrid a VWR International terméke.

A HPLC-s tisztasagellenérzéshez hasznalt vegyszerek:

Az acetonitrilt (ACN) a VWR International, mig a HPLC-tisztasagu
trifluorecetsavat (TFA) a Sigma-Aldrich Co. forgalmazza.

Az oldategyensilyi vizsgalatok soran alkalmazott vegyszerek:

A titralasokat karbonatmentes, argongdz alatt tarolt, kb. 0,2 mol/dm?®-es,
pontosan ismert koncentracioju KOH-oldattal végeztik. A mérdoldat
karbonatmentességét ~a  koncentraci6  meghatarozasara  alkalmazott
potenciometrids méréssel ellenériztiikk. A CuCly-, NiCl,- és ZnCly-térzsoldatok a
Reanal Finomvegyszergyar Zrt. altal gyartott, a.l.t. mindségli vegyszerekbdl
késziiltek. A pontos fémion-koncentraciokat oxinat formdjaban gravimetrids,
a savkoncentraciokat pedig pH-potenciometrids meghatarozassal adtuk meg.
A pH-metrids mérésekhez valamint a pH-allitishoz hasznalt kalium-hidrogén-
ftalat, KCI- és KOH-oldatok szilard vegyszerekbdl, a HCl-oldatok tomény sav

higitasaval késziiltek haromszor ioncserélt viz felhasznalasaval.

Az ESR spektroszképias vizsgalatokhoz a 99,3% ®*Cu és 0,7% *Cu
tartalmiu fém rezet Oroszorszagbdl vasaroltak (Moszkva, JV Isoflex), melyet
szulfat vegytiletté alakitottak.

A 'H NMR vizsgilatokhoz a Sigma Aldrich Co. altal forgalmazott
99,9%-o0s izotdptisztasagi D,0O-t, DCI- és NaOD-oldatot hasznaltunk.
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3.2. Szilardfazisa peptidszintézis (SPPS)

Az oldatfazisban végzett peptidszintézis nagy hatranya volt az egyes
aminosav-kapcsolasi 1épések alacsony konverzidja, amit tovabb novelt a
keletkez6 melléktermékek és a reagensek feleslegének eltavolitasa érdekében
alkalmazott kicsapasi és sziirési eljaras. Az 1984-ben Nobel-dijjal jutalmazott
modszert, mely soran a peptidet szilard hordozora kapcsolva allitjak eld, Robert
Bruce Merrifield dolgozta ki. A modszer lényege, hogy a gyanta, azaz egyfajta
finomszemcsés milanyag feliilletén és belsejében olyan funkcids csoportok
talalhatok, melyhez aminosav-szarmazékok kapcsolhatok. A nemkivanatos
reagensek a reakciotérbdl igy egyszerl sziirés soran eltavolithatok, tehat nincs
sziikség a peptid kicsapasara és ujboli feloldasara, ami csokkentené a kitermelést.

Az alkalmazott gyantak olyan milanyagokbol allnak, melyekkel szemben
a kovetkez6 szempontokat tdmasztottdk: mechanikai és kémiai ellenalld
képesség, jo duzzadasi tulajdonsdgok a megfeleldé olddszerekben a
hozzaférhetdség érdekében. A szintézis sikeres kimenetelét befolydsolja tovabba
a szemcseméret, -alak és a homogenitas is. A manapsag kaphato gyantak kozott
elterjedtek a polisztirol és a polietilén-glikol alapu hordozok. A gyanta és a
peptid kozott stabil kotés sziikséges a szintézis soran alkalmazott koriillmények
kozott, azonban annak befejeztével fontos a konny( hasithatésag. Amennyiben a
C-terminuson szabad karboxilcsoporttal rendelkez6 peptid elGallitasa a cél,
hasznalhatunk Wang, CLEAR (Cross Linked Ethoxylate Acrylate Resin) és
2-klorotritil, mig amidcsoporttal végz6dd szekvencia esetén Rink Amide tipusa
gyantat.

A szintézis épitdkoveinek mindsége alapjan beszélhetiink 1épésenkénti
(stepwise) kapcsolasrdl és fragmenskondenzaciordl, mig a reakcid kivitelezése
szerint araml6 oldatos és szakaszos modszerek is 1éteznek.

A peptidkdtés kialakitdsdhoz sziikséges, hogy az amino és karboxil
funkciokat megszabaditsuk a védbcsoportoktdl, ugyanakkor a nemkivanatos
oldallanc-reakciokat egyéb véddcsoportok segitségével meg kell akadalyozni.
Ennek kivitelezésére kétféle védOcsoportpar alkalmazasa valt a legelterjedtebbé:
az Fmoc/tBu és a Boc/Bzl stratégia. Az elsé esetben a kapcsolandd
aminosavszarmazék aminocsoportjanak védelmét 9-fluorenil-metoxi-karbonil-,
mig az utdbbi modszernél terc-butoxi-karbonil-csoporttal latjak el. Szamos
aminosav tartalmaz olyan oldallancbeli funkcids csoportot, ami a szintézis
bizonyos szakaszaiban nemkivant reakcioba 1épne az alkalmazott reagensekkel.
Ennek elkeriilése  érdekében  oldallanc-véddcsoportokkal — gatoljuk a
melléktermékek képzodését. A védocsoportokat illetden sziikség van azok
stabilitasara a szintézis folyaman, azonban annak befejeztével fontos a konnyii
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eltdvolithatésaguk is. Az Aaltalunk alkalmazott funkcidés csoportvédelem az
Fmoc/tBu technika, amely az a-aminocsoportokon 9-fluorenil-metoxi-karbonil
(Fmoc), mig az oldallancokon terc-butil (tBu) vagy abbol szarmaztathatd
csoporttal biztositja a mellékreakciok kizarasat.

Az eléallitott és tanulmanyozott ligandumok szerkezete a 6. és 7. abran lathato.

3.2.1.0ldallanc-védelem

Az oligopeptidek szintéziséhez hasznalt aminosavak és az oldallancaik

védOcsoportjai a kovetkezok:

e alanin (A), fenilalanin (F), glicin (G): nincs véd6csoport

e arginin (R): 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-szulfonil (Pbf)

e aszparaginsav (D), glutaminsav (E): terc-butoxi (OtBu)

e glutamin (Q), hisztidin (H): tritil (Trt)

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

e szerin (S): terc-butil (tBu)
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IV.A, (H,N-DAEFRHDSGYEVHHQK),-N,N-bisz(3-aminopropil)glicin-NH-PEG
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7. abra: A Cataniai Egyetemen szintetizalt amiloid dimer peptidszarmazék szerkezete

3.2.2.Az aminosav-szekvencia felépitése

A vizsgalt peptidek eldallitasa szilardfazisi modszerrel, mikrohullamu
Liberty 1 peptidszintetizator (CEM, Matthews, NC) segitségével tortént
automatizalt modon, oldoszerként N,N-dimetil-formamidot hasznaltunk.
A ligandumok ko6zott szerepel mind szabad, mind védett N- és C-terminust
oligopeptid is. A szénterminuson karboxilcsoportot tartalmazé molekulak
eléallitasahoz Fmoc-Gly-Wang, mig a védett peptidekhez Rink Amide AM
gyantat hasznaltunk. A felsorolt gyantdkat Fmoc véddcsoporttal ellatva hozzak
forgalomba, igy elso 1épésként ennek eltavolitasa sziikséges, hogy a szilard fazis
feliiletén szabad aminocsoportot kapjunk. A hasitast a készilék 0,1 mol/dm?
HOBt-H,0 ¢és 20 V/V% piperidin-tartalma DMF segitségével végzi el, melyhez
30 W teljesitményli mikrohulldmi sugarzast alkalmaz 80 °C-on, 180
masodpercen keresztiil. Ezt kdvetden torténik az aminosavoldat hozzaadasa
négyszeres feleslegben, 0,2 mol/dm® koncentracioban, a funkcids csoportok
aktivalasa a TBTU/HOBt/DIEA stratégianak megfeleléen torténik. Ennek
értelmében aktivator reagenst, azaz 0,5 mol/dm® HOBt'H,0O és 0,5 mol/dm®
TBTU DMF-es oldatat, valamint aktivator bazist, azaz 2 mol/dm® DIEA NMP-s
elegyét alkalmazzuk a nagyobb konverzi6 érdekében. Az aminosav gyantahoz ill.
a megel6z6 aminosavhoz kapcsolasat szintén 30 W teljesitményii mikrohullam
alkalmazasaval, 80 °C-on végzi a késziilék, 300 masodpercen at. A hasitasi és
kapcsolasi 1épést ismételve megkapjuk az eldallitani kivant szekvenciaju
peptidet. A ciklikus ismétlédés révén lehet6vé valt a modszer automatizalasa.
Az egyes reakciolépéseket kovetéen a késziilék DMF hozziadasaval és annak
gyantarol torténd lesziirésével tavolitja el a reagensek feleslegét. Amennyiben a
ligandum N-terminusanak acetilezésére van sziikség, azt az utolsoként kapcsolt
aminosav Fmoc véddcsoportjanak hasitasat kdvetden 6 V/V% ecetsavanhidrid-
és 5 V/V% DIEA-tartalmii DMF oldat hozzaadasaval végzi a késziilék.
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3.2.3. Hasitas a gyantarol

A szintézis befejeztével a peptidet tartalmazd gyantat diklormetanos,
96 %-0s ecetsavas, 2-metil-2-butanolos, majd dietil-éteres mosasnak vetettiik ala.
A hasitast szobahOmérsékleten, 94% TFA, 2,5% TIS, 2,5% H,O és 1% DODT
elegyében hajtottuk végre. A hasitéelegy nem csak a peptid gyantardl vald
hasitasara, hanem az oldallancok véddcsoportjainak eltavolitasara is alkalmas.
A nyersterméket a hasitoelegy hideg dietil-éterbe csepegtetésével csaptuk ki, a
fehér vagy halvanysarga csapadékot centrifuga segitségével valasztottuk el a
folyadéktél, majd dekantdltuk és az argongazas szaritdst kovetden vizben
oldottuk fel és lefagyasztottuk a liofilizalashoz.

3.2.4. Tisztasdg-ellenérzés és azonositas

Mikrohullam ¢és a reagensek nagy feleslegben vald alkalmazasaval
novelhetd a kapcsolasi és hasitasi reakciok hatasfoka a szintézis folyaman.
Ezaltal minimalisra cs6kkentheté a hianyos szekvencidk és a vartnal kisebb
tagszamu peptidek képzédése. Amennyiben ez mégis bekovetkezik, a kapcsolasi
1épés megismétlése, a reakcidoidd meghosszabbitasa és a mikrohullam
teljesitményének novelése (tekintettel a maximalisan megengedhetd
hémérsékletre) megoldhatja a problémat.

A liofilizalt nyerstermék tisztasagat folyadékkromatografia (RP-HPLC)
segitségével ellendriztiik, melyhez analitikai Vydac C18 tipusu kolonnat
(250 mm x 4,6 mm, pérusméret: 300 A, szemcseméret: 5 um) és Jasco MD-2010
plus diddasoros detektorral rendelkez6 Jasco késziiléket hasznaltunk. A termék
egységességét 222 nm-en valo detektalassal vizsgaltuk, ami a peptidkotésre
jellemzé maximalis elnyelési hullamhossz. A tisztasag ellenérzéséhez 0,1 V/V%
TFA-t tartalmazo desztillalt vizet (A) és azonos TFA-tartalmu acetonitrilt (B)
alkalmaztunk eluensként, az aramlasi sebességet a 0,8-1,0 ml/min tartomanyban
allitottuk be. Minden esetben izokratikus elucioval torténtek a vizsgélatok, az
eluens-osszetétel 97% A és 3% B ill. 98% A és 2% B volt. A tanszéken
szintetizalt oligopeptidek mindegyike egységesnek bizonyult a HPLC-
kromatogramok szerint, tisztasaguk pH-potenciometrias mérés alapjan
nagyobbnak adodott, mint 91%. A ligandumok helyes szekvencigjat ESI-MS
mérések is igazoltak.
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3.3. pH-potenciometria

Az oldategyensulyi vizsgalatok egyik modja a pH-potenciometria,
melynek segitségével komplexképzddési folyamatokat tanulméanyozhatunk
oldatfazisban.

A H'-ion és az M™ fémion kozotti kompeticiot az (1) reakcidegyenlettel
irhatjuk le, a brutté komplexképzési folyamatot pedig a (2) egyensulyi reakcid
egyenlete adja meg (a részecskék toltését az egyszeriibb kezelhet6ség érdekében
nem tiintettem fel):

nHL + M™ & ML,™"* + n H* (1)
pM+qgH+rL < MHgL, 2

, ahol M™: a fémion, L: a deprotonalt ligandum, H: a hidrogénion,
p,q €s 1: sztochiometriai egyiitthatok. Abban az esetben, ha a komplexképzddés
nem valtoztatjia meg a ligandum deprotonalodasi folyamatait, azaz nem jar
pH-effektussal, a modszer nem ad informaciot a fémionnal vald kdlcsonhatasrol.
A kialakulé komplex részecskék Osszetételeinek és stabilitasi allandoinak
meghatarozasa a célja a pH-potenciometrias vizsgalatoknak, a stabilitasi
szorzatot a (3) egyenlet alapjan kaphatjuk meg.

Bear= [ MpHqL] / [MPP[H]Y[LT 3)

A fémkomplexek stabilitdsi szorzatainak kiszamitdsara alkalmas a
PSEQUAD szamitogépes program.™
értékek: a komponensek ¢€s asszocidtumok, tehat a ligandum(ok) Osszes

A meghatarozashoz sziikséges kiindulasi

protonaltsagi allapotti formdinak, a hidroxo és az MyH L, fémkomplexek szdma
megadva azok Osszetételét (p, q és r paraméterek) az egyes komponenseket
illetéen, valamint a felsorolt részecskék ismert vagy becsiilt stabilitasi szorzatai.
A primer térfogat (ml) - pH adatparok megadasan feliil a reagensek kiindulasi
koncentracioi, a mér6oldat koncentracidja, a vizionszorzat és az Irving-faktor
ismeretére van sziikség. Utobbi korrekcios tényezot a diffuzidos potencial
figyelembevételének érdekében alkalmazzuk, melyet az Irving és munkatarsai
altal meghatarozott modon adtunk meg.'*® Az egyes komponensekre megadhatd
anyagmérleg-egyenletek (4-6) megoldasaval megkaphatjuk az ismeretlen
stabilitasi szorzatok értékeit:

. :[M@ B MPHILL @

CH:[H@qiﬁpq,[wrm]ﬁ[u: (5)
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n

¢ =L+ rB [MPHTLY 6)

i=1

A kiindulési paraméterek felhasznalasaval, Newton-Raphson iteracidval
kozeliti a program a keresett stabilitasi szorzatok értékét mindaddig, mig a
Z(Vmert — Vszél,mrm)2 szamértéke minimumot nem ér el, ahol a V térfogat értékek
megkapjuk az egyes stabilitasi szorzatokat valamint azok hibait (a 1gf értékek
megadasakor zardjelben tiintettem fel az utolsoé tizedesjegy hibajat). A kozelités
pontossagat a |V — Vuamion| atlagértéke, azaz az illesztési paraméter fogja
megadni. A szamitott értékek segitségével a program kiszamitja a kiilonb6zo
egyes pontjaiban. A részecskék koncentracid-eloszlasi diagramjat is kirajzolja a
program egy kivalasztott komponensre nézve a pH fliggvényében.
A leginformativabb abrazolast akkor kapjuk, ha ez a komponens a fémion, mig
tobb fémiont tartalmazo rendszerben a ligandum. A komplexeloszlasi diagram
megrajzolhato a MEDUSA programmal is,™*
koncentraciok és stabilitasi szorzatok megadésa sziikséges.

A fémkomplexek stabilitasi allanddinak megfeleldé kombinacioival

melyhez a kiindulasi komponens-

kiilonb6z6 ligandumok komplexeinek stabilitasat is dsszehasonlithatjuk. Az igy
kapott értékeket nevezziik szarmaztatott allandoknak. Ilyen érték a IgK(M+N,p,),
melynek segitségével az imidazolnitrogének koordinaciojaval létrejovo
makrokelat-szerkezetii komplexeket jellemezhetjiik. Az [ML] komplex Igp értéke
éppen egyenl6 a fent emlitett szarmaztatott allandoéval, amennyiben a ligandum
teljesen deprotonalt és minden imidazolnitrogénje fémionhoz koordinalt.
A komplex stabilitasi allandojanak értéke protonalt funkcids csoport jelenlétében
annak protonalddasi allanddja és a szarmaztatott allandd Osszegeként adhatd
meg. A (7) egyenletben feltiintetett reakcioban keletkez6 [MLH] részecske
stabilitasi allandojat példaul protonalt lizil oldallanc jelenlétében a (8) egyenlet
irja le.

M + HL < [MLH] (7

IgB(MLH) = IgK(M+N;q,) + pK(Lys) (8)

A pH-potenciometrias méréseket vizes oldatban végeztiik el, 298 K
hémérsékleten, melyet ultratermosztat biztositott. A lugoldat adagolasdhoz
500 ul végtérfogati Hamilton fecskendével felszerelt Mol-AcS mikrobiirettat és
MOLSPIN pH-mérét hasznaltunk, amihez Metrohm 6.0234.110 kombinalt
iivegelektrodot csatlakoztattunk. A pH-méré kalibralasahoz 0,050 mol/dm®

cre

mérések soran alkalmazott hémérsékleten 4,005. A dioxigén kizarasanak
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érdekében a mintaoldat goézterébe argongdzt vezettiink, a homogenizalast

magneses keverdtesttel értiik el. A titralas soran 0,2 mol/dm® koncentracioju,
argongaz alatt tarolt, karbonatmentes KOH oldatot alkalmaztunk méréoldatként,

........

melynek pontos koncentraciojat, az aktudlis paramétereknek megfeleld

vizionszorzatot és Irving-faktort a mar ismert, pontos koncentracioju
KOH-oldattal torténd titralas alapjan adtuk meg. A mintak alland6 ionerdsségét

“ s ey

crer

koncentracidjanak Osszegét. A titralasi adatok kiértékelését Gran-féle
linearizacidoval végeztik. A tanulmanyozni kivant ligandumok térzsoldatait
szilard vegyiiletek bemérésével készitettiik el, a mintabeli koncentraciojuk az
1x10% - 2x10° mol/dm® tartomanyba esett. A ligandumok tisztasaganak
ellendrzése mellett azok protonalodasi allandoit €s mintabeli koncentraciojukat a
titralasi adatokbol a SUPERQUAD™ nevii szamitogépes szoftver segitségével
szamoltuk ki. A program figyelembe veszi a titralasok soran bekovetkezd
térfogat-novekedést. A fémion-ligandum aranyt 1:2 és 2:1 kozott valtoztattuk, a
fémkomplexek stabilitasi szorzatainak kiszdmitasara a mar emlitett PSEQUAD
programot hasznaltuk.

Bar a pH-potenciometria komplexkémiai kutatisokban szamos elénnyel
és informacidval rendelkezik, hianyossagai is vannak. Egy rendszer leirasa tobb,
kémiailag realis modellel, hasonléan jo kozelitéssel is megtehetd, ennek
hatterében azonban két részecske altal okozott azonos pH-effektus allhat.
A képz6dé  komplexek  sztochiometriai, kotésmodbeli, geometriai
megkiilonboztetésére tehat ez a modszer nem alkalmas. Tovabbi szerkezeti
informaciot egyéb technikakkal, ugymint UV-lathato spektrofotometriaval,
'"H NMR, ESR és CD-spektroszkopiaval és mas modszerekkel nyerhetiink,
melyek alatdmaszthatjak a pH-potenciometriaval kapott eredményeinket.

34



Az Ap szdarmazékainak komplexképzédése Cu(Il)-, Ni(ll)- és Zn(1l)-ionokkal

3.4. UV-lathat6 spektrofotometria

A fémkomplexek képzodése soran a kozponti ion d-palyai felhasadnak és
eltérd energidjliak lesznek a ligandum elektromos terének hatdsdra. Az igy
keletkezé d-palyak kozotti elektronatmenetek, azaz d-d atmenetek okozzak a
részecskére jellemzd abszorpciot. A képzddé komplexek jellemezhetdk a
spektrum elemzésével, tehat megadhatdé a koordinacioban részt vevo
donoratomok szama és minésége, a részecske szerkezete és geometriaja.

Réz(I)komplexekben harom &atmenetnek megfeleld savot varunk a
spektrumban, mégpedig a dy, (dy;) — d2y2, a dyy — d2y2 és a d2 — d2y2
atmeneteket. Az egyes savok gyakran egy széles savként jelennek meg, az
intenzitdsuk pedig a koordinacios szféraban szerepld donoratomok szaman és
térbeli szerkezetébdl adoddan az abszorpcids spektrumot csak az ekvatoridlis
sikban elhelyezkedé donoratomok befolyasoljak jelentdsen, amit a kisérleti
adatok ala is tamasztanak. A korabbi tanulmanyok alapjan a nitrogén- illetve
oxigéndonorok a Amsx €rtékét csokkentik, utobbi kisebb mértékben. Megfigyelték
tovabba, hogy az egyes donoratomok hozzijaruldsa additiv, igy az axidlis
koordinaciotol eltekintve egy empirikus egyenlet segitségével szamolhaté a
maximalis elnyelési hullamhossz. (9. egyenlet)

A =200 o ©)

max
D%
i=1

Xi: hozzajarulasi tényezOk, melyeket Szamos spektrofotometrias mérés
eredményeként adtak meg aminosavak és peptidek donoratomjaira™®

n: azon donoratomok szama, melyek hatassal vannak a A,y értékére

Az Gsszefiiggés azonban nem veszi figyelembe a kelatgyliri méretét, az
axialis koordinaciot, a ligandumban 1évo, de fémmegkotésben részt nem vevo
szubsztituenseket.

A 6-o0s koordinacios szamu nikkel(Il) oktaéderes geometriaju és nagy
spinszami komplexei gyenge ter(i ligandumokkal képzédnek. Ebben az esetben
harom, a Laporte-szabaly szerinti tiltds értelmében kis intenzitast
(¢ < 30 dm’mol™*cm™) spinmegengedett d-d 4tmenet valdsulhat meg.
Az abszorpcios spektrumban ennek megfeleléen harom sav jelenik meg: a lathato
és kozeli infravoros tartomany hataran 1430-770 nm kozott és két masik a lathatéd
tartomanyban 910-500 nm ¢és 520-370 nm kozott. Egy negyedik atmenet is
létezik, ez azonban csupan vallként jelenik meg valamelyik savon. A tetraéderes,
4-es koordinacios szamu nikkel(Il)komplexek fényelnyelési spektruméban az
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500-900 nm tartomanyban nagyobb intenzitasu (€max ~ 1000 dm® mol™ cm™) sav
jelenik meg. Erés terti ligandumokkal, igy peptidek amidnitrogénjének
koordinacidja esetén gyakran képzddnek 4-es koordinacids szamu, siknégyzetes
geometriaju, kis spinszamu komplexek. Ekkor a maximalis elnyelési hullamhossz
400 és 500 nm kozotti és a sav nagy intenzitist (gmax ~ 50-500 dm® mol™ cm™).
Ezen feliil egy ennél is intenzivebb, toltésatviteli sav is megjelenhet 430 nm
alatt.”’

Az abszorpciés spektrumokat a Cu(Il)- és Ni(Il)-ionokat tartalmazo
rendszerekre rogzitettiik 250-800 nm hullamhossztartomdnyban. A mintdk
koncentracidja ligandumra nézve 1x107° és 2x10° mol/dm® kozétt volt, a
fémion-ligandum ardny 1:2 és 2:1 kozott valtozott. A rendszerek spektrumait
kiilonb6z6 pH-értékeken vettiik fel 1,000 cm tthossza kiivettaban, Perkin Elmer
Lambda 25 tipust kétsugaras UV-lathaté spektrofotométeren. A spektrumok
regisztralasat a cég altal rendelkezésiinkre bocsatott szoftverrel végeztik, a
hullamhossz - abszorbancia adatparokat MS Excel tablazatkezeld program
segitségével abrazoltuk. A spektrumok felbontasit CCA+ illetve PSEQUAD
programok segitségével végeztiik el.

3.5. CD-spektroszkdpia

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia optikailag aktiv anyagok
esetén alkalmazhato, melyek kolcsonhatasba 1épnek a sikban polarizalt fénnyel.
Azok az anyagok rendelkeznek CD-aktivitassal, melyek nem tartalmaznak
masodrendli szimmetriaclemet. A sikban polarizalt fénynyalab egy balra és egy
jobbra cirkuléarisan polarizalt hullam 6sszegeként irhato le, melyek fazisa azonos
és amplitidoja is megegyezik. Az optikailag aktiv anyaggal vald kolcsonhatas a
két cirkuldrisan polarizalt fénysugarral szembeni kiilonb6z6 abszorpcios
(extinkcios) koefficiensek és torésmutatok segitségével adhatdé meg. Ennek
eredményeként a kilépd fény elliptikusan polarizalt lesz, az abszorpcioban
mutatkozo kiilonbség minddssze kb. 1%-a a teljes abszorpcidénak. A Cotton-
effektust, azaz a sikban polarizalt fény két Osszetevdjének abszorpcids
kiilonbségét (Ae=epa-€jopp) dbrazolva a hullimhossz fliggvényében megkapjuk a
cirkuléris dikroizmus (CD) spektrumot, melyben az abszorpcios savokhoz képest
keskenyebb Gauss gorbék jelentkeznek. Az igy kapott spektrum maximumaihoz
és minimumaihoz tartozé hulldmhossz legtobb esetben kozel esik a maximalis
fényelnyelési hullimhosszhoz.

A fémkomplexek optikai aktivitdsanak eredete lehet a komplex vagy maga a
ligandum aszimmetriaja, amit okozhat a kozponti atom korili elrendez6dés
avagy a ligandum donoratomjan a komplexképzodés kovetkeztében létrejovo
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aszimmetria. Utobbi esetben két enantiomer racém elegye van jelen, melyek
ugyan azonos intenzitasu, de ellentétes el6jelii, igy egymast kiolté Cotton-
effektussal birnak. Az ilyen tipusu komplexek vizsgalata csak kinetikailag inert
komplexek esetén és az enantiomerek elvalasztasat kdvetéen valdsithatdo meg.

A spektrofotometrids mérésekhez hasonldan az egyszerti, kis tagszamu
peptidek komplexeinek tanulmanyozasa is hasznos kovetkeztetésekhez vezetett.
Sigel és Martin a hexadekan szabdly figyelembe vételével megadtdk az XYZ
tripeptid adott fémkomplexének, adott hullamhosszon szamithaté Cotton-
effektusat megado egyenletet:

AS}\XYZ: AS;LXGG +A8kGYG + AS;LGGZ (10)

A glicin (G), mint a legegyszerlibb és ebbdl kovetkezden optikailag
inaktiv aminosav nem jatszik szerepet a Cotton-effektus kialakulasaban. Azok az
optikailag aktiv csoportok, melyek a molekulaban eltéré pozicioban
helyezkednek el, kiilonb6zé mértékii Cotton-effektust eredményeznek, mégpedig
a kovetkezo sorrendben: ASAGXG > ASAGGX > ASXXGG. Az eltérés oka az, hogy a
kiilonb6z6 donorcsoportok nem azonos hatassal tovabbitjak a kiralis informaciot
a kromofor csoport, jelen esetben a fémion felé; a tapasztalatok alapjan:
NH, < COO™ < N'. Az effektus intenzitasa ezen feliil annal nagyobb, minél
kozelebb van a kiralitdscentrum a fémionhoz.

A peptidek nikkel(ll)- és réz(Il)komplexeinek szerkezetvizsgalata CD-
spektroszkopiaval mara széles korben alkalmazott moddszernek szamit.
A dolgozatban feltiintetett CD méréseket JASCO-810 tipusu késziiléken
vegeztik a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén. A mintak fémion-
ligandum aranya 1:2 és 8:1 kozott valtozott, melyek spektrumat
szobahdmérsékleten, kiillonb6zo pH-értékeken rogzitettik a 220-800 nm-es
hullamhossztartomanyban, 0,100 valamint 1,000 cm uthosszi kiivettakban.
Az adatsorok kiértékelése a gyarto altal rendelkezésiinkre bocsatott szoftver
hasznalataval tortént, a spektrumokat MS Excel tablazatkezel6 programban
abrazoltuk.
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3.6. Tomegspektrometria (ESI-TOF-MS)

Az eldallitott ligandumok €s a képz6dd fémkomplexek azonositasara és

igazolasara kival6 modszer a tomegspektrometria. A vizsgalat gazfazisban
tortént, a vizes oldatokat elektroporlasztasos ionizacio segitségével alakitottak
gaz halmazallapotuva. A képzddo részecskék lagy ionizacion mentek keresztiil, a
fragmentacio igy igen kismértékii, tehat a komplex molekulatomegének
ismeretében hozzarendelhetdk a direkt jelek. A spektrumokban fellelhetd jelek
asszignacidja azok tomeg/toltés (m/z) értéke €s a jellemzé izotopeloszlas alapjan
tortént.

A méréseket a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén Bruker
micrOTOF-Q 9 ESI-TOF késziiléken, az adatgy(jtést BioTOF v 2.2, az
adatfeldolgozast XmassBioTOF v 6.0.0 szoftverrel végezték. A ligandumok
ESI-MS spektrumait pozitiv, a negativ toltésii komplexekéit negativ modban
rogzitették. A ligandum koncentracioja 0,001 mol/dm® volt, a fémiont tartalmazo
rendszerek Osszetételét 1:4 < M:L < 2:1 aranyok kozott, tizszeres higitast
0,10014 mol/dm® CuCl,-, 0,10406 mol/dm® NiCl,- és 0,09884 mol/dm’
ZnCl,-oldatok hozzaadasaval, a pH-értékét 0,2 mol/dm® KOH oldattal allitottuk
be.

3.7. NMR- és ESR-spektroszkdpia

A 'H magmagneses rezonancia spektroszkopiat a szabad ligandumok és
azok cink(1l)- valamint a siknégyzetes, a d-palyak nagymértékii felhasadasa miatt
diamagneses nikkel(IT)komplexeinek tanulmanyozasa érdekében alkalmaztuk.

Az altalunk el@allitott peptidek tisztasaganak ellendrzését és azonositasat is
elvégeztiik, valamint azok pH-fiiggd spektrumait is felvettiik. Osszehasonlitva a
nikkel(Il)iont tartalmazé rendszerek '‘H NMR spektrumaival informaciot
nyerhetiink a képz6dé komplexek szerkezetérél. Ezekben a részecskékben a
ligandumcsere sebessége altalaban lassi az NMR iddskaldhoz képest, igy a
szabad és a fémionhoz koordinalt ligandum jelei élesek és kiilonbdz6 kémiai
eltolodas (8) értéknél jelennek meg. A jelek eltolodasa, szélesedése vagy
multiplicitasanak valtozasa jelezheti az adott funkcios csoport koordinaciojat a
fémionhoz. A cink(Il)komplexek esetében a ligandumcsere gyors, igy az egyes
asszociatumok jelei 0Osszeolvadnak, azonban néhany esetben informacioval
szolgilhat a 'H NMR spektrum, mivel a spektrofotometria és a CD-
spektroszkopia ebben az esetben nem alkalmazhato.

Az NMR-méréseket Bruker AM 360 MHz FT-NMR ill. Bruker Avance
DRX 400 MHz FT-NMR késziiléken végeztiik, a kiértékeléshez pedig az
1D WIN-NMR ill. a MestReNova szoftvert hasznaltuk. A mintdk
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Osszeallitasahoz olddszerként 99,8% izotoptisztasagih D,O-t hasznaltunk, amit az
ISOTEC Inc. forgalmaz. A ligandumkoncentracié 0,01 mol/dm®, a fémion-
ligandum aranya 0 < M:L < 2 volt, amit D,0O-ban oldott szilard NiCl, és ZnCl,
hozzaadasaval biztositottunk. A pH valtoztatasahoz NaOD és DCI oldatokat,
belsd standardként pedig trimetilszilil-propadnsavat (TSP) hasznaltunk. A pH
mérését hordozhatdé Metrohm pH-mérével végeztik, melyet vizes oldatbeli,
A deutérium-oxidos oldatokban mért pH* értékeket a Gross-Butle-Purlée
egyenlet felhasznalasaval szamitottuk at pD-skalara (11. egyenlet). %%

pD = pH* + 0,44 (11)

A réz(IDkomplexek altaldban paramégnesesek, igy az NMR-spektroszkopia
nem alkalmazhato a kotésmodok meghatarozasara. A parositatlan elektront
tartalmazo részecskék tanulméanyozisara azonban kifejezetten alkalmas az
elektronspin rezonancia (ESR) vagy elektron paramagneses rezonancia (EPR)
spektroszkopia. A tanulményozott peptidek tetragondlisan torzult oktaéderes
Cu(I-komplexei is ilyen tulajdonsaguak, igy informaciot nyerhetiink a kialakuld
szerkezetekrol. A mérhetd spektralis paramétereket, a g és az A értékeket egyéb
modszerrel igazolt szerkezetli részecskékével Gsszehasonlitva megallapitasokat
tehetlink a fémionhoz koordinalt donoratomok kémiai mindségét, a kialakulo
kotésmodot és az esetleges geometriai valtozasokat illeten.

A Sassari Egyetem Bioszervetlen Kémiai Kutatécsoportjianak tagjai végezték
az ESR vizsgalatokat HP 53150A mikrohullamu frekvenciaszamlaloval felszerelt
Bruker EMX tipusu késziilék alkalmazasaval. Az ESR spektrumokat 120 K
hémérsékletli, etilénglikolt is tartalmazo mintakra vették fel kiilonbdzé pH
értékeken és fém-ligandum aranyoknal (1:2 < M:L < 2:1), amit *CuSO,
hozzaadasaval allitottak be.
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4. Eredmények

4.1. Elkulonult kelatképz6 modellvegyiletek

A kiilonb6zdé kotShelyek egy molekulan beliilli modellezésére két
ligandumot szintetizaltunk €s vizsgaltuk a réz(Il)-, nikkel(ll)- és cink(Il)ionok
affinitdsat az egyes fémmegkdotési lehetdségek feleé. A 6. dbra 1. csoportjaban
feltiintetett mindkét ligandum szabad terminusokkal rendelkezik, valamint két
hisztidint tartalmaz. Az imidazolil oldalldincok tavolsdga révén a terminalis
aminocsoport és a C-terminalison elhelyezkedd hisztidin egymastol fliggetlen
kotohelyekként szerepelhetnek. A kotShelyek leirasara illetve &sszehasonlitési
alapként a korabban vizsgalt H,N-MKHM-NH,,' Ac-MKHM-NH,,'% 2%
H,N-GH-OH,*" ¢és H,N-AH-OH 2" szekvenciaval rendelkezd peptideket
valasztottuk.

4.1.1. H,N-AAHAAAHG-OH (oktapeptid)

A fent emlitett oktapeptid sav-bazis és komplexképz6dési folyamataira
jellemzoé allandok a 3. tablazatban talalhatok. A legalacsonyabb érték a
C-terminalis Kkarboxil-, mig a legnagyobb a terminalis aminocsoporthoz
rendelhetd, ez utobbit a peptid "H NMR spektrumanak pH-fliggése alapjan is
bizonyitottuk. A két hisztidin deprotonalodasa egymassal atfedé folyamatban

megy végbe, melyet egyéb multihisztidin peptidek esetén is tapasztaltak. % 2%2

3. tablazat: A H,N-AAHAAAHG-OH oktapeptid protonalodasi allandoi és komplexeinek
stabilitasi allandoi

Részecske Ig B pK
[HL] 7,97(1) 7,97
[H,L]" 14,85(1) 6,88
[HsL]* 20,99(2) 6,14
[H,LT** 24,11(3) 3,12

Cu(ll) Ni(Il) Zn(11)
[MHL]* 14,48(3) — 11,50(2)
[ML]* - - 4,50(3)
[MH_;L] 6,06(1) -0,30(9) -2,92(1)
[MH_L] -0,88(4) —7,04(6) -
[MH_,L] 3,67(3) -3,36(11) -
[MyH_5L] ~2,56(3) ~11,93(24) -
[MH_L] -9,39(2) —20,33(15) -
[M,H L] -19,02(2) —29,18(5) -
pK; - - 7,00
pK - - 7,42
PKs 6,94 6,74 _
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_ 8. dbra: A H,N-AAHAAAHG-OH oktapeptid kétéhelyei ([MH_sL]%) )

A His3 és az amino terminus részvételével albuminszerli koordinaciéra van
lehetéség, mig a masik horgonycsoportot a His7 jelenti. (8. dbra) Ennek
megfeleléen kétmagva réz(II)- és nikkel(IDkomplexek is képzdédtek, mig
cink(Il)ionokkal csak mononuklearis részecskéket tudtunk leirni.

Az oktapeptid Cu(ll)-komplexei
A réz(Il) - HoN-AAHAAAHG-OH ekvimolaris (1) és 2:1 (2) aranyu
rendszer részecskeeloszlasi diagramjait a 9. abran tiintettem fel.
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9. dbra: A Cu(I1):H,N-AAHAAAHG-OH = 1:1 (1) és 2:1 (2) részecskeeloszldsi
\_ diagramja J

1 1CuH L]

Az egymagvi komplexben létrejovo koordinaciot a CD- és ESR-
spektrumok alapjan hataroztuk meg. (4. tdbldzat) A réz(Il)ion esetén
4N koordinacio valosul meg, ami mar pH = 6-7 tartomanyban maximalisan
kialakul. A [CuH_;L] sztochiometridgju komplex tulajdonképpen [CuH_,LH]
Osszetételnek és az albuminszeri (NH,2N",N;y,) koordinacionak felel meg, a
tovabbi  deprotonalédas a  His7  imidazolnitrogénjéhez  rendelhetd.
A C-terminuson elhelyezked6é hisztidinrdl kiinduld amidnitrogén-koordinaciot
egymagvi komplexekben még nagy pH-n sem észleltik. Ez a [CuH_sL]
Osszetételli részecskét eredményezné, azonban a H,N-MKHM-NH, és az
Ac-MKHM-NH, peptidekkel elvégzett modellszamolasok is megerdsitik, hogy
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ez a fajta kotésmod nem jelentkezik mérheté mennyiségben és az albuminszerti
fémmegkdtés a kedvezo.

4. tablazat: A HoN-AAHAAAHG-OH réz(Il)- és nikkel(l1)komplexeinek spektralis adatai

Részecske Me (nm/M'em™)  MAe (nm/Mem ™) gi/A(20* cm™)
[CuH_1L] 522/94 306/+1,18 2,188/201
483/+0,43
565/-0,56
[CuH_,L] 525/108 305/+1,28 2,186/202
485/+0,48
569/-0,61
[CuHLT 528/100 305/+0,63
492/+0,19
570/-0,16
[CuH_sL]* 524/107 310/+0,79
545/-0,35
637/+0,30
[NiH_L] 422/138 260/+2,15
410/+1,48
474/-2,26
[Ni,H sL]* 4241124 398/+0,23
468/-0,94

A CD-spektrumok tovabbi bizonyitékot szolgaltatnak az amino terminus
elsédleges koordinaciodjara: az 5-11 pH-tartomanyban nincs tovabbi valtozas, ami
megerdsiti a [CuH_;L] és [CuH_,L] komplexek azonos kétésmodjat. Osszevetve
a H,N-MKHM-NH, tetrapeptid [CuH_,L] komplexének CD-spektrumaval jo
egyezést mutat. (10. dbra, a és €) /7

A H,N-AAHAAAHG-OH _,E‘ ]
ligandumban réz(Il)ionok szdmara | 4° [
tehat az amino terminalis kotohely %
jelenti az els6dleges koordinacios
lehetbséget. 4
Kétmagva részecskék is
képz6édtek Cu(ID)-ionfelesleg N
esetén mar 4-es pH-tol kezdédden, 10. dbra: A HoN-AAHAAAHG-OH [CuH L]
az amidnitrogének | (a) és [CuH_sL]* (b), @ H,N-MKHM-NH,

deprotonalédasa  a  His7-t51 | [CuH-L] (c), az Ac-MKHM-NH; [CuH 5L]"
kiindulva 6-os pH felett valosult (d) komp lexeni’;git%?f: l(:)etto eredd CD_/
meg. (9/2. abra) A peptid mindkét

kot6helye részt vesz a komplexképzésben (8. dbra), tehat a ligandum kiemelkedd
rézkotd képességgel bir. A CD-spektrumok jol szemléltetik a két kotdhelyre
jellemzé Cotton-effektusok egyidejii jelenlétét a [Cu,H.sL]> komplexben
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(10. dbra, b), ami jo egyezést mutat a két koordinacios modot mintazod
tetrapeptidek spektrumanak ered6jével. (10. dbra, €) A teljes egyezés hianyat
okozhatta az is — a modellként hasznalt és az altalunk vizsgalt peptidek
oldallancai kozotti kiilonbségen tal —, hogy a spektrum regisztralasanak pH
értékén a [Cu,H 4L] Osszetételii részecske is jelen lehetett, nem csupan a teljesen
deprotonalt formaji komplex. Az ESR-spektrumok ezen feliill jelentds
sdvszélesedéssel jelzik a dinukleéris réz(Il)komplexben kialakuld, egymashoz
kozeli rézcentrumok kozotti magneses kolcsonhatast.

Az oktapeptid Ni(ll1)-komplexei

A nikkel(Il)komplexek képzédése hasonld a réz(Il)ionokéhoz, ami a
koordinacidos modok hasonlosagara utal, azonban néhany pH-egységgel nagyobb
értéken és az amidnitrogének egy 1épésben térténd koordinacidjaval alakulnak ki.
Ez a stabilitas-csokkenés tiikrozodik a megfeleld stabilitasi allanddkban is.
(3. tdabldzat) Az oldat 6-0s pH koriil megjelend sarga szine utal a siknégyzetes,
diamagneses komplex kialakulasara amidnitrogén koordinacidjaval. Az ennek
megfeleld abszorpcios spektrum lathato tartomanyaban pH = 6 koriil megjelend
sav nem mutat tovabbi eltolodast a pH fiiggvényében. (4. tdblizat) A *H NMR
spektrumok az imidazolil oldallanc aromas 6—CH és &—CH protonok két
jelcsoportjat mutatjak a [NiH ,L] komplex jelenlétében, amelyek a szabad ill. a
komplexben kotott hisztidinekhez tartoznak. (11. dbra)

) =
1068 % -t - [Z]
I W S | . (
PET .
O n
md G0 0 4
7.5 1 o o o 'S
w&n e - ©
D G . * x
e 7.0 1 + +o% oX X e
U W UV N U 1 65 : : : : :
1,5 3,5 5,5 7,5 9,5 pH* 11,5
\WM 641 11. dbra: Az ekvimoldris
Los Ni(I1):H,N-AAHAAAHG-OH rendszer
U SN W R UL . l “"IH NMR spektrumainak pH-fiiggése (1)

o5 75 45 35 25 15 o5 és a His3 és His7 65— és e-CH protonok

8 (ppm) kémiai eltolodasa a pH fiiggvényében a
szabad ligandumban (m,e) és 1:1

.\ Ni(Il):L ardanyndl(@,0,x,+) (2)_//,.

Ennek értelmében a koordinacio csak az egyik hisztidin oldallancot érinti, tehat a
réz(Il)komplexekhez hasonléan a nikkel(Il)ionok is az amino terminalis
kotéhelyet foglaljak el, amit a H,N-MKHM-NH, [NiH ,L] részecskéjének CD-
spektrumaval torténé dsszehasonlitas igazol. (12. dbra a és ¢)
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Nikkel(Il)ionok szdméra mar kevésbé kedvezd a masodik fémion koordinacidja a
ligandumhoz a His7 kornyezetében. A pH = 6-8 tartomanyban uralkodo
[Ni,H ,L]" komplexben a méasodik fémion monodentat kétédése valdsziniisithetd

—

12. abra:

A H,N-AAHAAAHG-OH
[NiH.L]" (@) és [NizHsL1* (b),
a H,N-MKHM [NiH_,L] (c),
az Ac-MKHM [NiH_sL]™ (d),
komplexének valamint (c) és (d)
eredd CD-spektruma (e)

M -
a His7 imidazolnitrogénjén keresztiil, a Cotton-effektusok nem valtoznak.
Egyértelmiien lathato azonban pH~8 felett a (3N",N;,) kotésmod kialakulasara
jellemz6 Cotton-effektus megjelenése (12. dbra, d), azonban nem teljes az
egyezés a két modellpeptid megfelel6 CD-spektrumanak ereddjével.
(12. dbra, b és e) A feltintetett pH~10 értéknél regisztralt spektrum az
N-terminalis kotdhely 100%-os, mig a C-terminalis feldli hisztidintdél kiindulo
(BN ,Nj) koordinacios lehetéség kb. 40%-0s betoltottségének felel meg.
A csapadékképzodés elkeriilése érdekében a ligandum mennyiségéhez képest

kevesebb, mint kétszeres nikkel(Il)ion-koncentraciot alkalmaztunk, igy a His7
kornyezetében kotott fémion maximalis mennyisége csupan 80% lehet. A CD-
spektrum alapjan szamolt ardny azonban a harom amidkoordinalt fémion
mennyiségét adja meg, mig a tovabbi 40% Ni(ll) csupan (2N ,N;n,OH")
kotésmoddal rendelkezik.

Az oktapeptid Zn(11)-komplexei

A harom kiilonb6z6é protonaltsagn cink(l)komplex — [ZnLH]**, [ZnL]*
és [ZnHL] — pH = 5-8 kozott van jelen ekvimolaris rendszerben. A [ZnL]"
stabilitasi allanddja éppen a két és harom nitrogén koordinacidjara jellemz6
értékek kozotti,"
melyekben az aminonitrogénen és egy vagy két imidazolnitrogénen keresztiil

igy ez a komplexféleség tobb izomer egyidejli jelenlétére utal,

kotédik a fémion. (3. tablazat) Ez a makrokelat szerkezet semleges pH-ig képes
csak megovni a cink(Il)iont a hidrolizist6l. Ez a megfigyelés 6sszhangban van a
korabbi irodalmi eredményekkel is, miszerint sem az albuminszerd, sem az
imidazolnitrogének részvételével megvalosuld kotésmod nem teszi lehetévé az
amidnitrogének koordinaci6jat.”®® Biszligandumt részecskék jelenléte nem
zarhato ki, azonban igen csekély mennyiségiik miatt nem tudtuk bizonyitani a
képzodésiiket. A cink(Il)ionokat tartalmazé rendszer nem volt képes két
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ekvivalens fémiont oldatban tartani, enyhén lugos kozegben a [ZnH ;L] vegyes
hidroxo komplex képzddését kdvetden kivalt a hidroxid csapadék.

Az oktapeptid vegyes fémkomplexei

A torzsrendszerek vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a cink(Il)ionok
szamara nem kedvezbéek az oktapeptid altal kinalt koordinacios lehetségek.
Vegyes fémkomplexek képzodését tehat csak a réz(II)-nikkel(ll) rendszerekben
tudtuk leirni a potenciometrias adatok alapjan (5. tabldzat).

5. tabldzat: A H,N-AAHAAAHG-OH réz(1l)-nikkel(11) vegyes fémkomplexeinek
termodinamikai és spektralis adatai

Részecske lgp MAe gilAy
(hm/Mtem™) (10*cm™?)

[CuNiH_L]* 2,52(4)
[CuNiH sL]* ~23,40(4) 233/+10,23 2,187/201
275/+0,14
304/+1,64
418/-3,01
499/+1,87
582/-0,20
680/+0,10

Ennek megfeleléen a réz(I)-cink(Il) és  nikkel(II)-cink(ll) tartalmu
rendszerekben csapadék jelent meg. A potenciometrias leirast ez
megakadalyozta, azonban a spektroszkopias eredmények is a cink(Il)-tartalma
vegyes fémkomplexek hianyat igazoljak, ugyanis a torzsrendszerekhez hasonlo
ESR- és CD-spektrumok jelentkeztek. Ezek az eredmények ugyan nem zarjak ki
a cink(Il)komplexek jelenlétét, azonban ezek mennyisége igen csekély lehet
ezekben a rendszerekben.

A réz(Il)- ¢és nikkel(Il)iont is tartalmazé komplexek megjelenését
mutatjak az abszorpcids spektrumok, melyeken mindkét fémionra jellemz6 savok
megtaldlhatok. A [CuNiH_sL]* komplex jelenlétét tomegspektruma alapjan is
igazoltuk. (13/2. dbra)

4 intens. g 2 -MS
H4yC, CHj B g g
o AN C 150 e g
ol 2 i T”/ AN /C/H “oe
N CH—C, _ 100 °| °Sw
C\H \,'N/ CH, Ny H\c/N-““-N’i%'_._N_/C_o g EEE
el PV il
o—=c” N{IZCN N H,é// Foo 0] A L}‘wm I IV
\/c,{ \ A A £ BCUNIC,H,N,,0,, M = 819,15
o O
HsC “ery o 12000 S
~ @V
) 15007 5|85,
, . _ =] Bt
13. dbra: A [CuNiH sL]“ komplex 10003 3| §ge
r 4 . 500 9
szerkezete (1) és mért (fent) valamint o LM I
A‘;ﬂ A"I? A"IA A';ﬁ A’iR m/7/

\_ szamolt (lent) tomegspektruma (2) ~ansama
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Enyhe csapadékképzidést tapasztaltunk sziik pH-tartomanyban, ami a pH
novelésével a komplexképzédés kovetkeztében feloldodott. A [CuNiH_ L]
képzddésének pH-értéke megfelel a nikkel(Il) térzsrendszer azonos protonaltsagi
foki komplexéével, tehat a masodik fémion kotésmodja azonos lehet.
Az abszorpcios és a CD-spektrumok a [CuH_,L] részecskééhez hasonloak, ami a
réz(I) esetén (NH32N",N;,) koordinaciot és a nikkel(Il)ion monodentat
kotddését tamasztja ala. (14. dbra a és ¢) A [CuNiH sL]* részecske 8-as pH

koriil jelenik meg a
torzsrendszerbeli [NiH sL]*
komplexszel —azonosan, igy a b
peptidhez k6t6dé masodik fémion 500 c\aﬁ,? 700 800
koordinacios modja is megegyezik a : a A (nm)
két komplexben. A réz(Il)ionok
kitlintetett stabilitasa az
albuminszer(i kotésmod irant és az ;

. -4 '
elobb emlitett megfigyelések alapjan 4. dbra: A HoN-MKHM [CuH_,L] (a),
a vegyes réz(I1)-nikkel(I1) az Ac-MKHM [NiH_sL] () és a
komplexben az amino terminalis HZ’N-ACAHNA[?AG(ZB’-I?H [?Uﬂz;];i(c)
kotShelyet a réz(Il), mig a His7 és [Cu lCS-spekt?Trﬁ aeixene @

kornyezetét a  nikkel(Il)ionok .
foglaljak el. (13/1. dbra) Ezt a megallapitist tamasztja ala a
Cu(ID-Ni(l1)-oktapeptid rendszer nagy pH-n régzitett CD-spektruma is, melyben
jol lathato a megfelelé savok megjelenése (14. dbra a, b és d). A réz(1l) amino
terminuson elfoglalt helyét igazoljak tovabba a [CuH,,L] és a vegyes
réz(1)-nikkel(Il) fémkomplexekre adddd nagyon hasonldé ESR-paraméterek.
(4. és 5. tablazat)

4.1.2. HoN-AHAAAHG-OH (heptapeptid)

Az oktapeptidhez képest eggyel kevesebb alanint tartalmaz az amino
terminusan a heptapeptid, melynek sav-bazis sajatsagaira és komplexképzddési
folyamataira jellemz6é allandokat a 6. tdbldzar tartalmazza. A ligandum
deprotonalodasi 1épései az oktapeptidhez nagyban hasonlitanak, a fémionok
affinitdsa azonban az egyes kotéhelyek felé kiilonbdzik, ugyanis a réz(Il)- és
nikkel(ll)ionok mellett a cink(Il) is stabil komplex kialakitasara képes. Bar
kétmagvu részecske ez esetben is csak elobbi két atmenetifém-ionnal képzddik,
azok komplexeloszlasa eltéré képet mutat az oktapeptidhez képest. Ennek oka,
hogy mig a C-terminalison a His6 kornyezetében a H,N-AAHAAAHG-OH
ligandumhoz hasonlé koordinaciora van lehet6ség, az albuminszerti kotésmod
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mar nem johet létre, igy a fémion koriil az amino terminuson (NHp,N",Ny)
telitetlen koordinacios szféra alakul ki. (15. dbra)

6. tablazat: A H;N-AHAAAHG-OH heptapeptid protonadlodasi allandoi és komplexeinek
stabilitasi allandoi

Részecske g B pK

[HL] 7,94(1) 7,94

[H,L]" 14,77(1) 6,83

[HsL]? 20,84(2) 6,07

[HL]* 23,95(3) 3,11
cu(ll) Ni(Il) Zn(11)
[MHL]™ 15,74(4) 11,88(5) 11,42(2)
[ML]* 12,40(1) 6,16(4) 4,65(2)
[MH_;L] 7,15(2) 0,77(1) —2,08(1)
[MH_,L] -3,33(2) -9,14(3) -11,40(3)
[MH_,L]* -15,30(4) -20,47(3) -
[M,H_,L]* 3,77(3) —4,47(1) -
[M,H_5L] —2,74(2) ~14,40(1) -
[MoH_,L] ~10,75(6) -23,13(2) -
[M,H_sL]* -19,86(7) —32,22(6) -
pK4 3,34 5,72 6,77
pK 5,25 5,39 6,73
pKs 10,48 9,91 9,32

° H;C\ /é? /cH3
/CI\ CH—C/7 i TH \,N'/CH\
”ac_c\“ N \CHZ N A

e L A GV BN
HzN—"';, o /éN CH—C\/ /c:o
H0 N\\_ HN__ ﬁ/ HN—CH,
2

15. abra: A H,N-AHAAAHG-OH heptapeptid
kotShelyei ([MaH_4L]")

A heptapeptid Cu(ll)-komplexei

Ekvivalens mennyiségli fémion jelenlétében a kiemelkedd rézkotd
képesség jol tikrozodik a 4,0-es pH-n még szabad réz(Il)ionok mennyiségében:
mig az oktapeptid esetén 92%, addig a heptapeptid jelenlétében csupan 27%.
(9/1. és 16/1. dbra) A [CuL]" részecske mar pH = 3,0 koriil megjelenik,
abszorpcids maximuma alapjan (NH2,N™,Ny) koordinaciéval. (7. tabldzat)
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e

40%- o —_———— 100% - _—\\\
cum| \ ,70 [CuHaL S culll)
80% - [CuL]* ’I v 80% [Cu;H.L]
’ v K [CuzH LT
60% 1 I VS| 0% o o I
X ;
40% - 1’ ! 5' \\ P
, [CuH LTy \
20% { (chnz/ K Y| 20% 4 \\
Y _[CuH L AN
0% = : . = 0% A - :
3,0 5,0 7,0 90 PH 11,0 3,0 5,0 7,0 90 PH 11,0
186. dabra: A Cu(ll):H,N-AHAAAHG-OH = 1:1 (1) és 2:1 rendszer (2)
\_ komplexeloszlasi diagramja %
Sztochiometriaja  alapjan  (NHz,Nim,Njm)  makrokeldt — szerkezettel is
rendelkezhetne, azonban a CD-aktivitas iS az amidnitrogén-koordinaciot

CH,

OH

HsC HN o

NH H3\C§
NH

NH

177. abra: A H,N-AHAAAHG-OH
[CuH_.L] komplexének szerkezete

/,

részecske  képzOdésével, tehat negyedik donoratomként valoban az
imidazolnitrogén kotddese  oq, - . ™
valdsziniisithetd torzult cun |\ PR
. . 80% - [CuBl"  [CuBH,] s
szerkezetli makrokelat N . [CuAH_,]
kialakuléSéVal. Az igy 60% A \‘ ; ] I.,
létrejové,  5,5-105  pH- YV I
, , 40% 4 A .

tartomanyban uralkodo i i,
[CuH ;L] &sszetételli részecske 20% | MCuAH. 1/
megndvekedett stabilitasat o b 7T N2 ICuBH I
tapasztaltuk. Ez a "3.0 50 7.0 90 PH 110
komplexféleség az oktapeptid | 16. dbra: A Cu(ll):H;N-AAHAAAHG-OH (A):

1 Kialakuld H,N-AHAAAHG-OH (B): H,N-GGGG-OH (C)
eseten 1alakulo, az -\ekvimoldris rendszer komplexeloszldsi diagramja
irodalomban a réz(Il)- és ™ -

bizonyitja. Az ESR paraméterek is az
emlitett 3N koordinaciot tamasztjak ala két
csatolt kelat formajdban, mig a His6
protonalt formaban van, igy a komplex
pontos osszetétele [CuH ;LH]". A 6-0s

hisztidin

deprotonalodasat kdvetden

ekvatoridlisan kotédik a réz(Il)ionhoz, igy
makrokelat szerkezet alakul ki. (17. dbra)

A

réz(Il)ion koordinacios szférdjanak

telitését igazoljak az abszorpcids és ESR

spektrumok

is. (7. tablizat)y A CD-

spektrumok nem valtoznak lényegesen a
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nikkel(ll)ionok megkotésére kifejezetten alkalmas albuminszerii kotésmodhoz
képest is nagyobb stabilitassal rendelkezik. (18. dbra) A tetraglicin-komplexek
meg sem jelennek a rendszerben az okta- és heptapeptid jelenlétében, tehat a
hisztidin oldallancok ©nmagukban is egyértelmii stabilitas-néveld hatassal
birnak. A heptapeptid altal kinalt (NH,N ,N;,) és a His6 altal kiegészitett
kotésmod pH-fiiggé modon ugyan, de nagyobb mértékben van jelen a
réz(Il)komplexekben, mig az albuminszerli koordinacié csak pH ~ 7 felett jon

létre jelentés mennyiségben.

7. tablazat: A HoN-AHAAAHG-OH heptapeptid réz(I1)- és nikkel(11)komplexeinek
spektralis adatai

Részecske

Me (nm/M ecm'?)

MAe (nm/MTem™)  g/A(10* cm Y

[CuL]”

[CuH L]

[CuH_,L]

[Cu,H 5L]

[CuH_ L]
[CuH sL]*
[NiH_;L]

[NiH_,L]
[NiH sL]*

594/60

567/86

554/92

573/77

573/89

542/91

443/106

441/152
436/173

341/+0,08 2,230/196
514/-0,04
617/+0,13
334/+0,11 2,212/202
533/-0,13
637/+0,30
322/+0,23 2,212/202
503/-0,31
620/+0,27
310/-0,15
625/+0,15
318/+0,05
486/-0,32
620/+0,40
318/+0,52
485/-0,60
615/+0,46
493/+0,36
441/-0,09
470/-1,60
417/-0,58
532/+0,19

A [CuH ;L] komplex csak pH = 9

koril  alakul

tovabb  [CuH L]

formava, az igy képzddoé részecske
kétféle szerkezettel is rendelkezhet:

e a His2 imidazolnitrogénjének
kiszorulasaval (NH,,2N",Ny)
kotésmoddal

e a His6 kornyezetébe valod

atrendez6déssel,
(Nym,2N",Nim) koordinacidval

0

w
<

(M1 cmt) =

0,0 1
3

0,4

19. abra: A Cu(1l):H,N-AHAAAHG-OH

1:1 ardnyi rendszer CD-spektrumainak
valtozdsa a pH fiiggvényében
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Ekézben az abszorpcidos maximum kékeltolddasa és a CD-spektrumok
megvaltozasa tapasztalhatd (19. dbra), azonban az ESR spektrumok nem
modosulnak. (7. tablazat) A vegyes hidroxo komplex képzédése ezek fényében
nem valoszinii. A Cu(I):H,N-GH-NH :Ac-MKHM-NH,=1:1:1
modellrendszerben a réz(Il)ionok atrendez6dése a védett amino terminussal
rendelkez6 ligandumhoz 9-es pH koriil kezdddik, ami jo egyezést mutat a
[CuH ,L] komplex megjelenésének pH értékével a heptapeptid esetén.
Mindezek a megfigyelések a His6 kdrnyezetébe vald atrendezddést tamasztjak
ala.

A masodik réz(Il)ion megkotése az oktapeptidhez képest nagyobb pH-n
kovetkezik be (16/2. dbra) ami a makrokelat szerkezetli [CuH_;L] kiemelkedd
stabilitasanak tudhat6 be, ebben a komplexben ugyanis a Iehetséges
horgonycsoportok mindegyike fémionhoz k6tott. Ennek eredményeként semleges
pH-n csapadékként levalik a feleslegben jelen 1év6 szabad fémion. A kotéhelyek
elkiiloniilésével, a kdzbensé pH-n képzddd kétmagva részecskékben az amino

terminuson koordinalt réz(1l) e
koordinacids szféraja telitetlen, igy F;
vegyes hidroxo komplex képzddik. 545‘

A pH novelésével az oldat kitisztul, a
masodik  réz(Il)ion megkotése s
bekovetkezik, az egymashoz kozeli
rézcentrumok  jelenléte az  ESR

1,5 *
J 5 20. abra: A HN-AHAAAHG-OH
megmutatkozik. A [CuH sL] heptapeptid [CuL]* (a), [Cu,H sL]*
képzddése a CD-spektrumok valtozasan komplexének (b), és a

jol kovetheté, ami a mar korabban HzN'AAHAAAHG',OH (3N,7'N'm)
koordinalt réz(Il)ionra szamolt

’ 2—
emlitett Ac-MKHM-NH, [CuH ;L] \ CD-spektruma (c)
komplexének  megfeleld  valtozast ~
mutatja. (20. dbra)

spektrumok savjainak szélesedésében is

A heptapeptid Ni(ll)-komplexei

A nikkel(Il)ionok megkotddése a réz(Il)ionokhoz hasonldéan megy végbe
(21. abra), a makrokelat szerkezet nagyobb pH-n az oldat sarga szinének
megjelenésével siknégyzetes, N-koordinalt nikkellé¢ alakul. A [NiHL]*" és
[NIL]" 6sszetételti részecskék csak elhanyagolhaté mennyiségben vannak jelen,
az oldallancokon keresztiil 1étrejové koordinacié oktaéderes komplexekhez vezet.
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’;;u%- 100% - NiH LI ™y
Ni(lty i [NiH_L] E] Ni(ll) E] [NiH.5L]
80% A [NiH_zL]' 80% A
Y
60% ' 60% A
[Ni;H L]
40% | 409% | INiH L) ~ = 3
, ! 4 INiH LT
20% 1 / ; 20% 1 ! LN
INIHL]*  INiH L [NiHL]?* .
0% - ’ Y VT 0% . it ==
3,0 5,0 7,0 90 PH 110 | 3,0 5,0 7,0 90 pH 11,0
221. abra: A Ni(1l):H,N-AHAAAHG-OH 1:1 (1) és 2:1 (2) aranyu rendszerek
L részecskeeloszldasi diagramjai

™

Az amidnitrogén-koordinaciot alatdmasztjdk az ekvimolaris fémiont ¢és
ligandumot tartalmazé rendszerek kiilonbozé pH értéken felvett ‘H NMR
spektrumai. (22. dbra) A [NiH L] részecske megjelenésével az imidazol
gyliriik 8- és e-CH ¢és az Alal -CH; protonjainak jelei is a nagyobb térerd
iranyaba tolodnak el a szabad ligandumhoz képest.

pD

A\ \ 10,14
\ ﬂ 9,26 X ° e o °

__’\_,\LA__/;/\\/\»\J\’\J_J‘/)\J\—L
5,02
M 2,58

)6.5 5.5 3.5 25 1.5 0.5

-h\\
ol

2 8 (ppm)

o

4
=

~
~
>
®
3

pH* 12

=)

8 (ppm) 0

=3

5 15
3 (ppm

212. dbra: A Ni{dl):H,N-AHAAAHG-OH 1:1

ardnyii  rendszer 'H  NMR  spektrumainak "

pH-fiiggése (1) és a His2 és His6 & és &-CH (2) és

az Alal -CHgs (3) protonok kémiai eltolédasa a pH

fiiggvényében. (teli jelek:szabad ligandum, iires"*; 3 p : 0 pH 12

“jelek: Ni(Il):L=1:1)

-

A koordinécidban tehat a His2 és His6 is részt vesz eltérd kornyezetben, mig
utobbi az amidnitrogén kotoédését bizonyitja. A [NiH L]  képzddését az
abszorpcids spektrumon intenzitds-novekedés és a CD-spektrumok jelentds
megvaltozasa kiséri, amit a réz(IT)ionoktol eltéréen az (NH,2N™ N,), majd az
(NH2,3N") kotésmod kialakulasa okoz a pH novelésével. (23. dbra, b és e)
Nikkel(Il)ionok szamara tehat szintén az aminoterminus jelenti az elsddleges
kotohelyet.

51



Grendcs Agnes Judit doktori (PhD) értekezés

A kétmagva komplexek
képzbdése nagyobb pH-értékre
tolodik el, igy az azt megel6zd
pH-tartomanyban  nikkel(I)-
hidroxid csapadék jelenik meg.
A fémionfelesleg mellett, nagy
pH-n  felvett  CD-spektrum
szamos izomer jelenlétére utal:

az  (NHzN N, kotésmoda
(~30%), a négymagvi
imidazolato-hidas (~23%), a

His6 kornyezetében (3N ,Np)
donoratomokon keresztiil kotott

(~17%) és az aminoterminuson
(NH2,2N",N;m)/(NH2,3N")

1,5 1
Ag

(M- em 1} s
0,0 P=vdmoms

1,5 -

-3,0

-4,5 -

23. dbra: A Ni(ll). H,;N-AHAAAHG-OH
rendszerben képzéds [NiH 411] (a), [NiH_,L] (b),
[Ni,H_sL]% (c), a H,N-AH-NH, [NisH_sL4] (d),
a HoN-DAAAAHAAA-NH, (H,N,3N") kotéesmodi
Ni(I1)- (e), az Ac-MKHM-NH, [NiH_sL] (f)
komplexének és a szamolt osszetétel eredé CD-

spektruma (g)

_/

koordinaciojia komplexben (~30%) kotott nikkel(Iionra. (23. dbra, ¢ és Q)

A heptapeptid Zn(11)-komplexei

A legnagyobb kiilonbséget az oktapeptidhez képest a nagy stabilitasu
cink(ll)komplexek jelentik, bar kétmagva részecske ezzel a ligandummal sem
képz6dik. (6. tabldzat) A potenciometrias mérések szerint a pH~7,0 koriil fogyd
extra ekvivalens lug az els6é amidcsoport deprotonalddasara és koordinacidjara
utalhat a réz(I)- és nikkel(Il)ionoknal is leirt (NH;,N",N;mNim) makrokelat
szerkezet kialakulasaval. Az amidnitrogén koordinaciot korabbi tanulmanyok is

igazoltak a cink(Il)ionok esetén is H,N-XH- szekvenciaju peptidekke

1 138, 139, 203

100% -

S

N

ZnH L]
Zn(l) [ZnH L] @ 1500 0 8o *O e E]
80% £
s
60% oy .
=]
1 4
40% ' 3
[ZnHLP* '~
20% P\ \ 0,0 0
/f AN A
..-'; ~
0% e = 11 . . . . .
3,0 5,0 7,0 90 pH 110 2 4 6 8 10 pH* 12

24. dabra: A Zn(11):H,N-AHAAAHG-OH = 1:1 rendszer komplexeloszlasi
diagramja (1) és az Alal -CH3 kémiai eltolédasa a szabad ligandumban (e) és
ekvivalens Zn(I)-ion jelenlétében (0) (2)

———

A 'H NMR spektrumok alapjan az Ala-CH; protonok a pH = 7-9 tartomanyban
mutatnak eltérést a szabad ligandumban mérthez képest, azonban ezek
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ellentétesen valtoznak. (24. dbra) Ennek magyardzata lehet az, hogy a pH~7
értéken felvett spektrum a [ZnL(H)] részecskékhez, azaz az oldallancokon
keresztiil kialakuld (NH,Nim,(Nyy)) koordinacidhoz tartozik, mig a pH~9 értéken
mért eltolddas mar az amidnitrogén kotddésére jellemz6. Az utobbi komplexben
mért nagyobb kémiai eltolédas a szabad ligandumhoz viszonyitva ugyanis a pH
novelésével kisebb mértékben ugyan, de megmarad. A pH novelése a [ZnH ,L]
vegyes hidroxo komplexet eredményezi, csapadék képzodését nem tapasztaltuk.
A masodik fémion megkotése mar nem valosul meg, a gylrh felnyilasat kovetoen
létrejove kotohely nem kedvezd a cink szamdra, igy fémfelesleget tartalmazo
rendszerben hidroxid csapadék keletkezik.

A heptapeptid vegyes fémkomplexei

A dinuklearis réz(Il)- és nikkel(Il)komplexek és az amino terminalis
kotohelyen kialakuld stabil cink(Il)komplexek révén mindharom fémion részt
vehet vegyes fémkomplexek képzésében.

8. tablazat: A H,N-AHAAAHG-OH heptapeptid vegyes femkomplexeinek stabilitasi
dllandoi és spektralis adatai

Részecske IgB MAe g/A
(nm/M~tem™) (10*cm™?)
[CuNiH sL]* —24,95(7) 317/+0,27 2,213/198
420/-1,24
538/+0,34
588/+0,32
[CuzZnH_,L] -1,97(10) 2,214/195
[CuzZnH_,L] -13,78(3) 295/-0,24 2,214/195
334/+0,44
484/-0,26
576/+0,16

[NiZnH_sL] ~12,88(9)

[NiZnH_,L] -20,38(1) 300/+0,50
417/+0,25
460/-0,16
508/+0,10

[NiZnH_sL]* -31,28(3) 308/+0,70
411/+0,28
466/-0,64

A CD-spektrumok ugyanis mutattak eltérést a torzsrendszerben mérthez
képest a Cu(l1)-Zn(11) és Ni(II)-Zn(I1) rendszerben, tehat a cink(Il)ionok jelenléte
lagos kdzegben befolyasolja a komplexképzédést. A feltételezett [NiZnH_sL]*
Osszetételli komplex esetén (25. abra, a) a valtozas leginkabb a HoN-AH-NH,
[NiH_,L] savjainak felel meg, azonban az egyezés nem teljes. (25. dbra, €).
A Zn(I)-ionok nagy affinitasa az N-terminus felé eredményezheti a Ni(ll)-ionok
koordinacidjat a His6 kornyezetében, azonban ez mérheté mennyiségben nem
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bizonyithat6. Az eltérd e =
. 1, 7 -
CD-spektrumok  alapjan Aas ’ ~d
. 21,0 (Mem-! / S

az'onban nem zarhato ki a o \__/_{ I -
Ni(11)-Zn(11) vegyes R N N 600
fémkomplexek jelenléte. .5 \ " A (nm)
A réz(I)-cink(11) rendszer h Vo
nagy pH-jt  oldatanak v !

o s -3,0 1 v !
szintén enyhén modosult a v
CD-spektruma a s 7
torzsrendszerchez  KEpest, | o5 gprq: 4 Ni1h): Zn(1l): H;N-AHAAAHG-OH = 1:1:1
azonban ez még nem |rendszer CD-spektruma nagy pH-n (a), a [NiH_sL] (b),
bizonyitja a Cu(ll)-Zn(Il) a [NiH_,L]" (c) az Ac-MKHM-NH, [NiH_sL]" (d),

vegyes fémkomplexek N a H,N-AH-NH,; [NisH_gL4] (e) CD-spektruma _

jelenlétét. Mig az oktapeptidnél mar pH~8,0 értéknél megjelentek a
réz(1T)-nikkel(IT) komplexek, a heptapeptidnél csak egy egységgel nagyobb pH-n
képzddtek. Ez a jelenség csakiigy, mint a torzsrendszerek esetén, az enyhén savas
pH-n kialakuld6 makrokelat szerkezetnek és nagy stabilitasanak koszonheto.
Egyértelmii bizonyiték van a [CuNiH_sL]* részecske jelenlétére, CD-spektrumat
a 26. abra mutatja.

A két kotohelyet leird spektrumok koziil az amino terminuson (NH,,N™ N.m)

koordinacioval Cu(IDiont és a His6
kornyezetében (3N ,N;,) kotésmoddal
nikkel(Il)iont tartalmazé komplexnek
megfeleld Cotton-effektusok jelennek
meg a vegyes komplex CD-
spektruman. A részecske  ESR-
paraméterei tovabba megegyeznek a

biner rendszerben mért [CuL]’ 26. dbra: A H;N-AHAAAHG-OH
komplexéével. (8. tablazat) [CuL]" (a), az Ac-MKHM-NH,
A heptapeptid kotShelyei koziil tehat az [NiIH L] (b) és a heptapeptid

[CuNiH_sL]* (c) komplexének
CD-spektruma

amino terminust a Cu(ll)-, mig a
lanckdzi hisztidin kdrnyezetét a Ni(Il)-

ionok foglaljak el.
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4.2. Az amiloid-B (1-9) fragmens és szarmazékai

Az amiloid-B peptid amino terminalis kotéhelyeinek leirasara alkalmasak
hisztidint is tartalmazzak. Korabban az Af(1-6) fragmenst tanulmanyoztak,
mivel ez a legrovidebb szakasz, amiben mindkét horgonycsoport megtalalhato,
szekvenciaja: H,N-DAEFRH-NH,."* 1% % Az amiloid-B peptidben kialakuld
lehetséges koordinacios modok azonban kiterjedhetnek az N-terminus tovabbi
aminosav egységeire is és az APB(1-6) fragmensen kiviil is megvalosulhatnak az
-NH, és a His6 részvételével. (27. dbra)

o o o o o o o o o
@»CH LA e LG e gcn ¢ cn-d cn-d cn-d cn-d cH-—nu
\Hal -C— - - - - - - - —C—NH;

| | [ == | [ [ | |
(I:H2 CH, cl:H2 CH, <|:H2 CH, CHy CH, H
(I::o cl:H2 <|:H2 t|::o OH
o c=o0 CH, o
| | NH
o rlm
(|:=NH
NH,
21. dbra: Az AP(1-9) fragmens lehetséges koordindcios modjaiban részt vevd
M donoratomok .

Az aminocsoporttol kiindulé6 — (NH,,3N") — és a His6 imidazolnitrogénjétol
kezd6d6 amidnitrogén-koordinacio — (3N",N;,) — egyidejlileg nem valdsulhat
meg a fémionok koordinacids szférajanak telitésével, mivel a maximalisan
deprotonalodé amidnitrogének szama Ot a sziikséges hat helyett. A 4N
koordinacié azonban bekovetkezhet, ha a hisztidint6l kiindulva C-terminalis
iranyba megy végbe az amidkoordinacio, bar az (N;n,3N") kotésmod a (7,5,5)
tagl csatolt kelatrendszer miatt kevésbé stabilis. Az 1-16 fémmegkotd régid
N-terminalis szakaszan 1étrejové koordinacios izomerek és azok aranyanak
meghatarozasa érdekében allitottuk elé az Ap(1-9) fragmenst — melynek
szekvencidgja H,N-DAEFRHDSG-NH, —, és vizsgaltuk réz(Il)-, nikkel(ll)- és
cink(Il)komplexeit. A ligandum szamos toltéssel rendelkez6 vagy polaris
oldallancot tartalmaz, melyek hatdssal lehetnek a képz6dé komplexek
stabilitdsara. Ahhoz, hogy igazolni tudjuk az oldallancok szerepét, az azoktol
mentes szarmazékat, a H,N-DAAAAHAAA-NH, (DA4HA3) ligandumot is
vizsgaltuk, mely igy csupan a f6 kotOhelyeket tartalmazza. A természetes
fragmensben képz6dd kotési izomerek meghatarozasara a hisztidin aminosavat a
6-osrol a 7-es pozicioba helyeztiik at. Az igy kapott H,N-DAAAAAHAA-NH,
(DAsHA,) ligandumban ezaltal lehet6vé tettiik a 4N koordinacio kialakulasat
mind az amino-, mind az imidazolcsoport felél kétmagvi komplexben.
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Az N-termindlis fragmensnek és szarmazékainak molekulaszerkezetét a 6. dbra
II. csoportjaban foglaltam Gssze.

A jobb 4tlathatésag érdekében az eredmények targyaldsat a
szarmazékokkal, azaz a DAJHA; és DAsHA, ligandumokkal kezdem, mivel ezek
komplexképzddési folyamatai egyszeriibbek a természetes AS(1-9) fragmenséhez
képest. A kotohelyek kozvetlen modelljeiként a kisebb ApB-fragmenseket
hasznaltuk: AB(1-4), Ac-AB(1-6) és AB(1-6), ' 1% 1% jlletve a 4.1.1. fejezetben
targyalt H,N-AAHAAAHG-OH oktapeptidet é¢s az Ac-PHAAA ligandumot.

4.2.1. H,N-DAAAAHAAA-NH, (DAHA;) és H,N-DAAAAAHAA-NH,
(DAsHA,)

A két modellpeptid sav-bazis tulajdonsdgait illetden nem kiilonbozik
egymastol, hiszen szabad amino terminust, egy aszparaginsavat és egy hisztidint
tartalmaznak kozel azonos pozicidkban. (9. tabldzat) A potenciometrids mérés
alapjan meghatarozott allandok koziil a legkisebb az aszparaginsav karboxil-, a
legnagyobb pedig az ammoniumcsoportra jellemzd, ez utdbbi deprotonalodasi
1épése atfed a hisztidin oldallancaéval.

9. tabldazat: A H,N-DAAAAHAAA-NH, és H,N-DAAAAAHAA-NH, ligandumok
protonalddasi dallandoi

Részecske NH,-DAAAAHAAA-NH, NH,-DAAAAAHAA-NH,

lg B pK lg B pK
[HL] 7,69(1) 7,69 7,65(1) 7,65
[H,L] 14,01(2) 6,32 14,01(1) 6,36
[HsL]* 16,63(2) 2,62 16,83(1) 2,82

A DAHA; és DAsHA, Cu(ll)-komplexei

Komplexképzodésiiket illetéen fiziologias pH-tartomanyban nem mutat
jelentés kiilonbséget a két szarmazék. (10. tablazat) A réz(Il)komplexek
stabilitasi allandoinak meghatarozasa soran biszligandumu részecske jelenlétét
nem tudtuk igazolni mérhetd koncentracioban, azonban kétmagva részecskék
mindkét ligandum esetén képzdédtek. (28. dbra) Az ekvimolaris rendszerek
komplexképzddési folyamatai szinte megegyeznek a két ligandum esetén.
A [CuL]" részecske abszorpciés maximuma és a mérheté CD-aktivitds hidnya
arra utal, hogy csak oldallancokon keresztill valosult meg a koordinacio.
(11. tabldzat)
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10. tabldazat: A H,N-DAAAAHAAA-NH, és H,N-DAAAAAHAA-NH, peptidek réz(1i)-,
nikkel(1)- és cink(I)komplexeinek stabilitdisi dllandoi

Részecske NH,-DAAAAHAAA-NH, NH,-DAAAAAHAA-NH,

lg B pK lg B pK
[CuHLT" 12,24(3) — 12,23(3) —~
[CuL]" 7,66(2) 4,58 7,45(2) 4,78
[CuH_1L] 1,60(3) 6,06 1,65(2) 5,80
[CuH_,L] -6,73(4) 8,33 -6,83(2) 8,48
[CuH_,L]* ~15,76(4) 9,03 -15,94(2) 9,11
[CuH_sL] -9,29(6) - -9,79(4) -
[CuHLT -17,86(5) 8,57 -18,57(4) 8,78
[CuHsL]* —28,04(6) 10,18 —28,00(5) 9,43
[CuH ¢L]* - - —39,76(3) 11,76
[NiHL]* 11,24(11) - 11,19(6) -
[NiL] 5,29(5) 5,95 5,31(3) 5,88
[NiH_;L] -3,05(7) 8,34 - -
[NiH_sL]* —20,38(6) — —20,74(4) -
[ZnHL]* 10,40(4) - 10,28(4) -
[znL] 4,37(1) 6,03 4,11(1) 6,17
[ZnH_L] -3,70(1) 8,07 —3,38(5) 7,49

Az (NH,,CO) vagy (NH,B-COO") kotésmodokhoz képest megndvekedett

stabilitasi allandd a hisztidin makrokelatszeri hozzajarulasat igazolja.
A spektroszkopias adatok szerint a pH ndvelésével az amidnitrogének
deprotonalodasa valosul

hasonléan. Az abszorpcid jelentés kékeltolodasa mellett a CD-aktivitas

1épcsbzetes meg az egyszerl oligopeptidekhez

megjelenése, valamint a savok modosuldsa és intenzitasuk novekedése is ezt
tamasztja ala.

“H00%

. [CuH_L] CuH.L]Z -~ 100% n HHH'"
cu(ty| cu? - [CuH ],’ cutn| N\ [CuH L
80% \ : 1 80% [Cu,H L]
[CuL)* -/ ‘I [CuH L7 *
60% f\ i , 60% CuH, i % 'I'
.-' A k¥
a0 , (UL 4 ?\\ aws | ICuLr I
[CuHLIEY 7 . . s 3
20% v7 A\ \ ,J 20% [CUHITE
0% - j —nf T 0% v~
3,0 7,0 9,0 pH 11,0 3,0 5,0 7,0 9,0 pH 11,0
28. dbra: A HoN-DAAAAHAAA-NH, és H,N-DAAAAAHAA-NH, ligandumok

‘.. komplexeloszlasi diagramjai 1 (1) és 2 (2) ekvivalens Cu(Il)ion jelenlétében

Az AB(1-6) fragmens esetén is hasonld megfigyelésekhez jutottak, amelyben az
amino terminusrél indult az N -koordinaci.’® Ezek a peptidrészletek ugyanis
két horgonycsoportot tartalmaznak, igy az aminocsoporttdl ill. az imidazolil

oldallanctol kezdodden is megvaldsulhat amidnitrogén-deprotonalddas.
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11. tabldazat: A HyN-DAAAAHAAA-NH, és H,N-DAAAAAHAA-NH, peptidek réz(1l)- és
nikkel(Il)komplexeinek spektralis adatai

Részecske NH,-DAAAAHAAA-NH, NH,-DAAAAAHAA-NH,
Amax/€ MAe Amax/€ MAe
(nm/M*cm™) (nm/M*em™®)  (m/Mem™)  (nm/M*em™?)
u — —
[CulT" 685/44 682/40
ClaN] -4, —U,
[CuHL] 618/104 625/-0,35 623/97 621/-0,38
u -2 N —Y, Y
[CuH.LL] 566/109 560/-0,35 557/107 554/-0,29
[CUH_3L]27 517/168 307/+0,57 515/167 309/+0,35
523/-0,90 529/-0,88
699/+0,07 673/+0,06
| -3 a T T4
[NiH L]2 414/247 463/-4,11 414/173 466/-2,54

Lugos kézegben, pH~9 felett egy 1j, kis intenzitasu sav jelenik meg 660 nm
koriil, ami a [CuHsL]* részecskéhez tartozik. (29/1. dbra, ¢ és d)
Osszehasonlitva a két kotohelyet leird AP(1-4) és H,N-AAHAAAHG-OH
ligandumok Cu(ll)-komplexeire jellemz6é CD-spektrumaival ez az uj Cotton-
effektus a (3N",N,) kdtésmodra utal, azaz koordinacios izomerek vannak jelen.

.5

ETYR N - gty
390 4007, 500 EDI- 700 800
\ s A (nm)
- &, "‘ Y ,“'
e e N
500, /6087 790" 800
iy SN
1“‘-"'.. A’ (nm) 30
) ,
/ 29. abra: A HON-DAAAAHAAA-NH, és a

felesleget tartalmazo rendszer nagy pH-ju (g,h) (1),
a HoN-DAEF-NH;, (i), a H,N-AAHAAAHG-OH
szamolt (3N Nyn) () és az Ac-PHAAA-NH,

Ny [CUH_sL1*" (k) komplexének CD-spektruma

Mindkét komplex 4N koordinalt fémiont tartalmaz, azonban a horgonycsoport
lehet az -NH, vagy az N, A CD-spektrum az
(NH2,3N):(BN",Nj) = 90:10 arany esetén adta a legjobb egyezést.
A fémfelesleget tartalmazé rendszerben csapadék jelent meg, ami nem vagy nem
teljes egészében fémhidroxid csapadék, ugyanis a kdzbensé pH-n nagy
mennyiségben jelenlévé komplexek, a [CuH_;L] és a [CuyH_sL] is semleges
toltéstieck. A pH novelésével a csapadék feloldodott, az amidnitrogének
deprotonalodasaval parhuzamosan kétmagvu komplexek jelennek meg. Mindkét
ligandum esetén a [Cu,H.sL]* a nagy pH-n uralkodd részecske. A teljesen
deprotonalt kétmagvu részecske a DA;HA; esetén a [Cqu_5L]2’, a DA;HA,-vel
pedig a [Cu,H_sL]*, azonban ez utobbi csak 11-es pH felett van jelen nagyobb

szamolt eredd
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mennyiségben. Az utols6 o
deprotonalodasi 1épés erdsen lugos o//\c\CH\CH,
kozegben  kovetkezik be, amit o p AN
sztérikus okokra vezethetiink vissza, ?}: EHZ HN/\>—CH o J \C\f'
azonban a negativ toltés ndvekedése is | we \T"/ l%u \;/°\"QCH/C< "
kedvezétlenné teszi. A [CuH.sL]* B i o NH’C{TH ° "ziw\-/ W
komplexekben a (BN Nmw) | & \"& 7"/ \/c/"'\CH/cw
koordinadciora  jellemzé sav  kis HSC/CH_?}, &
intenzitasu, a meghatarozo 30. dbra: 4 HZN'DA@A‘AHAAA',NHZ
koordinaciés ~ izomer  tehat az ligandum [CuzH sLT ~komplexének
javasolt szerkezete p

(NH2,3N;2N",Njm) kotésmoddal
rendelkezik. (30. abra) A C-terminus iranyaba lejatszodé amidkoordinaciora az
(Njm,3N") kotésmoddal csak a DA4HA; ligandum esetén és erdsen 1tgos
kozegben utalt a 600 nm-nél megjelend sav. (29/2. dbra, k)

A DAHA; és DAsHA, Ni(l1)-komplexei
A réz(IDkomplexekhez képest egyszeriibb képet mutat a ligandumok

nikkeltartalmi rendszerben lejatszodd komplexképzodése: a titralasi adatok
alapjan csak egymagvi komplexeket /5o - :

P
 [NiH L]

S )

tudtunk leirni mérhetd mennyiségben. ':"'é'l)
(10. tablazat) Fémfelesleg jelenlétében
pH~8 értéknél csapadékképzédés jelzi | © ]
a dinuklearis részecskék hidnyat, ami | “* ]

erésen lugos kozegben sem oldodott | 20% 1 PR

fel  teljesen. A mononukledris | oy bees T : e
, 3 5 7 9 pH 1

komplexek a réz(Il)komplexekhez 31. dbra: AH,N-DAAAAHAAA-NH, és

hasonlé6 médon jelentkeznek, azonban H,N-DAAAAAHAA-NH, ligandumok

részecskeeloszlasi diagramjai

nagyobb mennyiségben csak az [NiL]"
ekvimolaris nikkel(Il) jelenléteében

és [NiH_sL]* van jelen. (31. dbra) \
Az abszorpcids maximum és a gyenge CD-aktivitds a [CuL]" komplexnél

ismertetett, oldallanc-koordinécidval létrejové szerkezetre utal a [NiL]" esetén is
a 6 < pH < 8 tartomanyban. A siknégyzetes nikkel(Il)komplexre jellemzd sarga
szin tovabbi pH ndvelés hatasara tapasztalhat6, ami az abszorpcid és a CD-savok
intenzitasanak novekedésével jar, azaz az amidnitrogének kooperativ
deprotonalodasa és koordinacidja kovetkezik be. (11. tdblazat) Az AP(1-4)
(NH2,3N") és H,N-AAHAAAHG-OH (3N",N;y) kotésmodi komplexének CD-
spektrumaval  Osszevetve az aminoterminus egyértelmi  preferenciaja
bizonyithaté a DAJHA; és DAsHA, ligandumok esetén. (32. dbra)
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-
J—
0,03--0— o - - ﬁo 32. dbra: A H,N-DAAAAHAAA-NH, (a),
- s a H,N-DAAAAAHAA-NH, (b),
55 A (nm) a H,N-DAEF-NH, (c) NiH.sL és a
= H,N-AAHAAAHG-OH szamolt
-25 1 (3N",Ny) kotésmaodu Ni(Il)-komplexének
(d) CD-spektruma

A DAJHA; és DAsHA, Zn(l1)-komplexei

A Kkis cink(ll)ion-affinitdas mindhdrom nonapeptidre, tehat az AB(1-9)
fragmensre ¢és mutansaira is igaz, a komplexeloszlasi diagramok nem
kiilonboznek  jelentds mértékben. A potenciometrids adatok alapjan
meghataroztuk a Zn(II)-ionokkal képz6d6 komplexek stabilitasi allandoit is,
melyek az egyszerli peptidekéhez képest ugyan nagyobbak, de a cink hidrolizise
pH~8 felett bekovetkezik. (10. tdblizat) Az uralkodd részecske a [ZnL]"
Osszetételli, ami az (NH,,3-COO") B-alaninszerti koordinacioval jon létre és a
hisztidin imidazolnitrogénje egésziti ki makrokelat kialakitasaval. A tovabbi
deprotonalodas eredményeként pedig [ZnH ;L] vegyes hidroxokomplex
képzodik.

4.2.2. H,N-DAEFRHDSG-NH, (AB(1-9))

Az amiloid-B peptid 1-9 fragmense szamos kiilonb6z6 oldallancot
tartalmaz, melyek kozil két aszparaginsav, egy glutaminsav és egy hisztidin
oldallanc képes proton leadasara a vizsgalt pH-tartomanyban. A terminalis
aminocsoporttal egyiitt igy 6t pK értékkel irhatd le a sav-bazis tulajdonsagait
tekintve, tehat az Gsszehasonlitasképp feltiintetett AB(1-6) fragmenshez képest
egy aszparaginsav oldallanccal boéviil. A harom legkisebb pK érték a
karboxilcsoportokhoz, mig a két nagyobb a hisztidinhez illetve a terminalis
aminocsoporthoz rendelhetd. (12. tdbldzat) (Az Osszehasonlitasban szerepld
részecskék toltése kiillonbozo. A konnyebb értelmezhetdség érdekében ezeket
ebben az alfejezetben nem tiintettem fel.)
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12. tablizat: A H,;N-DAEFRH-NH, és H,N-DAEFRHDSG-NH, ligandumok
protonalodasi allandoi

Részecske  NH,-DAEFRH-NH,™ NH,-DAEFRHDSG-NH,
ApS(1-6) AS(1-9)

lgp pK lgp pK

[HL] 7,59 7,59 7,73(1) 7,73
[H,L] 13,86 6,27 14,06(1) 6,33
[HsL] 18,04 418 18,36(2) 4,30
[HaL] 20,85 2,81 21,83(3) 3,47
[HsL] - - 24,45(8) 2,62

Az AB(1-9) Cu(ll)-komplexei
Az ekvimolaris és fémfelesleget tartalmazd rendszer potenciometrids titraldsi
eredményei alapjan mono- és dinuklearis részecskék is leirhatok az AB(1-9)
természetes fragmensre a korabban vizsgalt AB(1-6) fragmenshez hasonloan.
(13. tablazat)

13. tablizat: A H,N-DAEFRH-NH, és H,N-DAEFRHDSG-NH, ligandumok
réz(l)komplexeinek stabilitasi allandoi

Részecske NH,-DAEFRH-NH,? NH,-DAEFRHDSG-NH,
ALS(1-6) ApS(1-9)

lg B pK lg B pK

[CuH,L] 17,36 - 16,94(3) —
[CuHL] 13,16 4,20 12,99(2) 3,95
[CuL] 8,76 4,40 8,12(2) 4,87
[CuH_4L] 3,02 5,74 1,97(2) 6,15
[CuH_,L] -4,86 7,88 -5,85(2) 7,82
[CuH sL] ~13,50 8,64 ~14,85(2) 9,00
[Cu,H 5L] -7.18 - ~7,94(2) -
[Cu,H 4L] ~14,08 6,90 -15,38(2) 7,44
[Cu,H sL] -21,55 7,47 —22,75(4) 7,37
[Cu,H ¢L] - - ~33,41(3) 10,66

A két természetes fragmens komplexképzOodési folyamatai réz(Il)ionokkal
nagyon hasonloak, valamint a DA;HA; és DAsHA, mutansétol sem kiilonboznek
alapvetGen. A részecskeeloszlasi diagram jol tiikrozi az egyezést, mely alapjan a
rovidebb peptidéhez hasonld koordindciés modok kialakuldsa feltételezhetd.
(28. és 33. abra) A pH novelésével lépcsbzetes deprotonalodasi 1épések
valosulnak meg ekvimolaris rendszerben, amely az aminoterminusrol induld
koordinaciora jellemzo.
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33. dbra: A H,N-DAEFRH-NH; és H,N-DAEFRHDSG-NH; peptidek
M komplexeloszlasi diagramjai 1:1 (1) és 2:1 (2) Cu(ll):L aranynal >

5,5-0s pH alatt nincs jelentds CD-aktivitas, ami az abszorpcidés maximum
hullamhosszaval Gsszhangban csupan az oldallancok koordinaciojat igazolja a
[CuL] komplexben. (14. tabldzar)

14. tablazat: A H,N-DAEFRHDSG-NH, (AS(1-9)) ligandum réz(Il)- és
nikkel(Il)komplexeinek spektralis adatai

Részecske NH,-DAEFRHDSG-NH, (45(1-9))
(Amax/e, n/M Tcm™) (MAe, nm/M 'em™)
[CuL] 696/41 —
[CuH_,L]* 619/94 591/-0,36
[CuH_L]* 560/101 496/-0,41
583/-0,38
[CuH_,L]*" 514/162 313/+0,72
521/-1,57
664/+0,25
[NiH_sL]* 418/211 413(vall)/-2,11
469/-3,28

A komplex stabilitasa is nagyobb,
mint az (NH,,CO) ill.
(NH,,B-CO0") koordinacioju
komplexé, ami a terminalis amino-
és az  aszpartat  karboxilat-
csoportjanak részvételével
kialakulo 6-tagu kelat mellett a

hisztidin oldallancanak kotédésére \ _.-'"’
w,c

is utal. Osszevetve az Aspl | 20!

kivételével egyéb oldallancbeli | 34. dbra: A H;N-DAEFRHDSG-NH, peptid
[CuH_5L]* (a), és [CuH L] * (b)

) ) . ) valamint a H,N-DAEF-NH; (¢) és az

szarmazék [Cul]® komplexének Ac-DAEFRH-NH, [CuH 5L]* (d)

stabilitdsaval a novekedés alapjan ‘. komplexének CD-spektruma y

tovabbi Glu3 és Asp7 karboxilat-

funkciés csoportot nem tartalmazo
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koordinacidra is kovetkeztethetiink. A protonalt formak abszorpciés maximumai
csupan becsiilhetok, azonban a 700 nm korili elnyelés az amino terminus
(NH,,-COQ") koordinacidjara utal, mig a His6 és Glu3 aminosavak protonalt
formaban vannak jelen. A [CuH_,L]™*" komplexek megjelenésével az
abszorpcios sav jelent0s kékeltolodasa és egyre ndvekvd CD-aktivitds is
tapasztalhato, ami ndvekvo szamil amidnitrogén-koordinaciot jelent. A révidebb
AB(1-6) fragmenshez hasonléoan az amino terminusrdl kiinduldé koordinaciot
feltételezhetjiik, azonban pH~9 felett egy 1j CD-sav jelenik meg 650 nm kortil.
(34. dbra) A két kotohelyet modellezd fragmensek CD-spektrumaival
Osszehasonlitva a (3N",N;) kotésmod megjelenésére kovetkeztethetiink. A
[CuH sL]* részecske igy két izomer szerkezettel irhatd le, melyek aranya:
(NH2,3N):(3N",Nj) ~ 3:1, mig az oldallancokt6l mentes szarmazékban ez az
arany 9:1 volt.

A kétmagvi [CuH_ L] (n=3-5
vagy 6) komplexek az amidnitrogén- |z
koordinacioval parhuzamosan jelennek o
meg 6 < pH értéken, amit ESI-MS | * |
spektrummal is igazoltunk. (35. dbra) |= §
Fiziologiss pH-n @ [CUH.L]Z &5 |

500

Intens. -MS

575.629
576.628|

A

Cu,C,,HyuN,,0,, M = 1151,25

576.627/—
—
-

[Cqu,gL]z’ részecskék vannak jelen

570 872 574 _R7A___G78 GAN SR  GRA _GRA mli

uralkodo mennyiségben a rendszerben, | 35 ;p.4: 4 H,N-DAEFRHDSG-NH,

ami az eloszlasi képpel is Osszhangban | ligandum [Cu,H_sL]* komplexének
van. Mig a H,N-DAEFRH-NH, peptidben mért (fent) és szimuldlt (lent)

. .. S .\ tomegspektruma
maximum ot amidnitrogén ™ -

deprotonalodasara volt lehetdség, az 1-9 fragmens esetén mar [Cu,H gL]>
komplexet is le tudtunk irni a potenciometridas adatok felhasznalasaval.
A képzddéséhez tartozd pK érték meglehetésen nagy, ami nem zarja ki vegyes
hidroxo komplex jelenlétét, azonban a CD-spektrumon megjelend kis intenzitast
pozitiv Cotton-effektus a C-terminalis iranyaba lejatszodé amidkoordinaciora
utalhat. (34. dbra, b) Az igy létrejové (Nim,3N") kotésmod (7,5,5) tagh csatolt
kelatrendszert eredményez, ami kisebb stabilitast ugyan, mint az N-terminalis
irany1, azonban a fémion koordinacids szférajanak telitése is megvalosulhat.

Az oldallancok komplexképzddésre gyakorolt hatasanak szemléltetésére
alkalmas a Cu(ll)-iont, a DA;HA3;, DAsHA, és AS(1-9) ligandumokat 1:10:10:10
aranyban tartalmazé rendszer szimulalt részecskeeloszlasi képe. (36. dbra)
Az egyes ligandumok 0Osszes réz(Il)komplexét abrazolva lathato a természetes
fragmens kiemelkedd réz(I)kotd képessége az oldallancoktdl mentes
szarmazékokhoz képest. A kiilonbséget okozhatja a toltéssel rendelkezo
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oldalldncok jelenléte, ami megvaltoztatja a komplex toltését, ezzel stabilizalva a

részecskét, azonban egyeb,

clektrosztatikus ~ és hidrofob (1%

kolesonhatasok is szerepet jatszhatnak. | 0% |

Az oldallancok jelenléte tehat noveli a | , | Culli-AR(1-9)

komplexek stabilitasat, azonban a f6

koordinacids mdodokat lényegében nem ] Cu(ll}-DAHA,

véltoztaja meg, amit a spektralis | 2% ",,,.'....‘Eiig_':;;;:"‘“\.,__ _____
adatok ala is tadmasztanak. e —
A stabilitasbeli kiilonbség leginkabb a 36. dbra: A Cu(ll) megoszldsa a
kétmagvia komplexek képzddésében H,N-DAAAAHAAA-NH,,
mutatkozik meg: a [Cu,H L] HoN-DAAAAAHAA-NH, és

H,N-DAEFRHDSG-NH, ligandumok

\\‘_ kozott (CL1:C|_2:C|_3=]0 XCCUZ"') _/

részecske a DA4HA; ligandummal meg
sem jelenik. A  deprotonalodasi
folyamat pK értéke a természetes fragmens esetén is elég nagy, azonban a
DAsHA, esetén, amelyben hat amidnitrogén all rendelkezésre a

horgonycsoportok kozott, tovabb nd. A dinuklearis komplexek szerkezetét
tekintve a CD-spektrumok Osszehasonlitasaval az alaninnal helyettesitett
szarmazékok kisebb affinitasat irhatjuk le a hisztidin kdrnyezetében vald
fémionmegkdtésre.

Az AB(1-9) Ni(11)-komplexei
Az oldallancmentes szarmazékokhoz hasonléan a természetes fragmens sem
képez dinuklearis komplexeket nikkel(Il)ionokkal, fémfelesleg esetén hidroxid
csapadék jelent meg pH~6 koril. (15. tdbldzat)

15. tablizat: A H,N-DAEFRH-NH, és H,N-DAEFRHDSG-NH, peptidek
nikkel(Il)komplexeinek stabilitasi allandoi

Részecske NH,-DAEFRH-NH,™ NH,-DAEFRHDSG-NH,
Ap(1-6) Ap(1-9)

lg p pK lg pK

[NiHL] 10,60 - 11,31(8) -
[NiL] 5,63 4,97 5,53(4) 5,78
[NiH_L] -3,05 9,13 - -
[NiH_5L] ~20,00 —  —20,63(4) —

Stabilitasi allandoéit tekintve a nikkel(Il)komplexek nem kiilonboznek 1ényegesen
a DAJHA; és DAsHA, szarmazékokétol, tehat az oldallancok jelentsége kisebb a
réz(I)komplexekhez képest. (10. tablazat) Az egyes ligandumok altal kotott
nikkel(I)ion mennyisége — ellentétben a réz(Il)ionokkal — széles pH-
tartomanyban kozel azonos. (37/1. dbra)
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o
100%
Ni(l) E]

80% A

60% Niz*-DAHA,
Niz*-Ag(19) +~ ~ = ===

BAE (M1 em?) o

40% A

20% A

3 Ni2-DA;HA,

0%

3 5 7 e pH 11 4l
37. dbra: A Ni(Il) megosziasa a H;N-DAAAAHAAA-NH,, H,N-DAAAAAHAA-NH, és
H,N-DAEFRHDSG-NH, ligandumok kézott (¢ 1=C ,=C 3=10xCy\i2*) (1) és a
H,N-DAEFRHDSG-NH, (a), H,N-DAEF-NH, (b) és Ac-DAEFRH-NH, peptidek

[NiH_sL] komplexének CD-spektruma (2)

e ——

A [NiL] 0Osszetételii részecske szintén oldallancokon keresztiil megvaldosulo
koordinaciéval jon létre, mig a masik uralkodd részecske, a [NiH sL]*
siknégyzetes és sarga szinil, az amidnitrogén-koordinaciot az abszorpcids és a
CD-spektrumok is alatamasztjak. (14. tabldzat) Utobbi nagy hasonldsagot mutat
az amino terminust mintazé peptid megfelelé komplexének CD-spektrumaval,
igy a természetes fragmensben is az amino terminus egyértelmi preferencidjat
irhattuk le. (37/2. dbra) A nikkel(Il)ionok esetén az oldallancok stabilizalé hatasa
nem jelentkezik, ami a kialakulé merev, siknégyzetes szerkezetnek kdszonheto.
A réz(I)ionoknal kétmagvu részecskéknél nyilvanult meg legnagyobb mértékben
az oldallancok stabilitasnovel6 hatasa, ilyen komplexek azonban nikkellel nem
alakultak ki.

Az AB(1-9) Zn(11)-komplexei

A Zn(Il)-tartalmt részecskék esetén [ZnHL], [ZnL] és [ZnH L]
Osszetételll komplexeket tudtunk leirni a potenciometrids titralas eredményeként,
hasonléan a DA4HA; és DAsHA, szarmazékokhoz. Az amiloid-p peptid amino
terminalis régidja azonban a réz(Il)- és nikkel(Il)ionok szdmara szolgal kedvezd
kotohelyekkel, a cink(IT)ionok esetén a His13 és His14 kornyezetét adtak meg,
mint kifejezetten jo koordinacios lehet6séget. Ennek megfeleléen ¢és a
szarmazékaihoz hasonléan a H,N-DAEFRHDSG-NH;, peptid jelenlétében is
[ZnH_1L]* vegyes hidroxo komplex és hidroxid csapadék képzddik 8-as pH-n.
Az enyhén savas pH-n jelenlévoé komplex (NH,,-COQ") koordinalt cink(II)iont
tartalmaz, melyet semleges kozegben a hisztidin egészit ki makrokelat
képzésével. Az oldallancok hatasa ebben az esetben a hidroxo komplex stabilitasi
szorzataban nyilvanul meg, mely a harom nonapeptidé koziil a legkisebb érték,
tehat nagyobb pH értékre képes eltolni a fémion hidrolizisét. (16. tabldzat)
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16. tabldazat: A HyN-DAEFRH-NH, és a H,N-DAEFRHDSG-NH, peptidek
cink(ll)komplexeinek stabilitasi allandoi

Részecske H,N-DAEFRH-NH,™®® NH,-DAEFRHDSG-NH,
ApB(1-6) AB(1-9)

lg B pK lg B pK

[ZnHL] - — 10,09(5) —~
[ZnL] 4,32 - 4,25(1) 5,84
[ZnH_;L] -4,05 8,37 -4,50(3) 8,75
[ZnH_,L] -12,96 8,91 — -

4.3. Az amiloid-B (8-16) fragmens mutansai

Az amiloid-p peptid fémionmegkotésért felelés szekvenciajanak masodik
szakasza két szomszédos hisztidint tartalmaz 13-as és 14-es helyzetben, mely
tovabbi kotdhelyként szolgal a réz(I)- nikkel(Il)- és cink(Il)ionok szamara.
A korabban vizsgalt AB(1-16)Y10A szarmazékkal bizonyitottak, hogy a tirozin
nem vesz részt a fémionok koordinacidjaban, mivel a természetes AP(1-16)
fragmens pegildlt formajahoz képest nem mutatott kiillonbséget a képzddod
komplexekben.'?
oldhatésaga miatt nem volt tanulményozhaté oldategyensulyi technikakkal, a

(Onmagaban a természetes fragmens a komplexei rossz

pegilalas pedig nem valtoztatta meg a peptid harmadlagos szerkezetét.) A peptid
oldhatdsagat azonban javitani tudtak ezzel a pontmutacidval, igy munkankban az
Ac-AB(8-16)Y10A szarmazékot, az Ac-SGAEVHHQK-NH, peptidet vettiik
alapul a tovabbi kérdések megvalaszolasara.*® 1% %% A szomszédos hisztidinek
jelenléte miatt ugyanis szamos komplexféleség és izomer szerkezet alakulhat ki:
az amidnitrogének koordinacioja mind a 13-as, mind a 14-es aminosavtol
kiindulva is lejatszodhat, mind az N-, mind a C-terminalis iranyba. (38. dbra)

2 i i i i i i il Ty 0
H H H H) HY /
Hscf(nlfN—(lIH*Cfo?H*C*N*(\IH*C@»(‘:H*C (‘:ch (|:ch (|:ch N- TH*CQ!%(\)H*C—@
(l:H2 H CH, c‘:H2 H CH, CH, CH, (‘:H2
OH CH, CH, CH,
| N N | \
c=o0 c=o0 CH,
| NH NH | |
o NH, ‘CHZ
NH,
38. abra: Az Ac-SGAEGHHQK-NH, ligandumban megvalosulo lehetséges
koordinacios modokban részt vevo donoratomok

Az igy képzodo részecskék szerkezetének leirdsat és az izomerek aranyat CD-
spektroszkopias vizsgalatok révén terveztik megadni. Ennek érdekében a CD-
inaktiv glicin aminosavat épitettiik be a koordinacioban szerepet szintén nem
jatszd, 12-es pozicidju valin  aminosav  helyére, igy kaptuk az
Ac-SGAEGHHQK-NH, szekvenciat (Af(8-16)HH). Az egyes hisztidin
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oldalldncokrol kiinduld koordinacié ezaltal megkiilonboztethetové valik, azonban
a két kotésmod leirasahoz sziikség volt a His13Ala ill. His14Ala pontmutaciokra
is tovabbi két szarmazék formajaban. (6. dbra, 111. csoport) Az utobbi két, egy
hisztidint tartalmazo peptid komplexképz6dési folyamatai jelentik tehat az alapot
a tényleges kotohely viselkedésének leirasahoz, ezért az eredmények
részletezését az AS(8-16)AH és AB(8-16)HA szarmazékokkal kezdem.

4.3.1. Ac-SGAEGAHQK-NH; (AS(8-16)AH) és Ac-SGAEGHAQK-NH,
(AB(8-16)HA)
hisztidint és egy lizint tartalmaznak, melyek pK értékeit potenciometrids

vizsgalatok alapjan hataroztuk meg. A harom disszociacids 1épcsé egymadstol
elkiiloniilten jatszodik le a fenti sorrendben ndvekvo pK értékkel. (17. tabldzat)

17. tablazat: Az Ac-SGAEGAHQK-NH, és Ac-SGAEGHAQK-NH, ligandumok pK értékei

Részecske Ac-SGAEGAHQK-NH, Ac-SGAEGHAQK-NH,
AB(8—16)AH AB(8-16)HA

lg B pK lg B pK

[HL] 10,26(1) 10,26 10,27(1) 10,27
[H.L] 16,69(1) 6,43 16,73(1) 6,46
[HsL]* 20,84(2) 4,15 20,82(2) 4,09

Az AB(8-16)AH és AS(8-16)HA Cu(l1)-komplexei

A két modell peptid egy-egy hisztidint tartalmaz horgonycsoportként, igy
egy ekvivalens fémion megkotésére képes. Ligandumfelesleg jelenlétében is
vizsgaltuk a kialakuld részecskéket, azonban biszligandumu részecskét nem
tudtunk jelentds mennyiségben leirni a potenciometrias mérések alapjan.
A képz6doé komplexek sztochiometridja azonos, bar a stabilitasi allandéik néhany
esetben kiilonboznek. (18. tablazat)

18. tabldzat: Az Ac-SGAEGAHQK-NH, és Ac-SGAEGHAQK-NH, peptidekkel képzods
réz(lkomplexek stabilitasi allandoi

Részecske Ac-SGAEGAHQK-NH, Ac-SGAEGHAQK-NH,

Af(8-16)AH ASB(8-16)HA

lg B pK lg B pK

[CuHL]* 14,49(1) - 14,47(2) -

[CuL]" 7,91(2) 6,58 7,96(4) 6,51

[CuH_,L] 2,11(1) 5,80 2,23(1) 5,73

[CuH_,L] -5,38(1) 7,49 -6,53(2) 8,76

[CuH_sL]* -15,61(2) 10,23 -16,74(2) 10,21
lg K(Cu+N,) 4,23 4,20
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Ekvivalens réz(Il)ion jelenlétében az enyhén savas pH-n megjelend [CuHLJ*
komplex nagy mennyiségben képzodik. (39. dabra) Ezen a pH értéken a lizin
oldallinc még protondlt forméaban van jelen, igy az imidazolnitrogén
koordinacigjat feltételezhetjiik. Az els6é egyensulyi allandd érteke a Cu(ll)
monodentat kotdédésére azonban nagyobb, mint az egy hisztidint tartalmazé
peptidek esetén (pK~3,6-3,9). A stabilizalé hatas a Glul1 karboxilatcsoportjanak

(100% - 100% - E]
cu(ll) RN Cu(in [CuH LI
80% ’ '\ 80% : )
[CuH, L] 7 [CuH,L] \ J[CuH_L]™
60% - [CuHLI® % \ 60% - ] ’
H Y]
o 1 F TR AN By ORI
20% ' 20w ] ; ’
[cuL) = L’
0% . - 0% it e ;
3 5 7 9 pH 3 5 7 9 pH
39. dbra: Az Ac-SGAEGAHQK-NH, (1) és Ac-SGAEGHAQK-NH, (2) peptidek
- részecskeeloszldasi diagramjai ekvivalens réz(Il)ion jelenlétében __/

lehet koszonhetd, ami ezen a pH értéken mar deprotonalt allapot. A legnagyobb
kiillonbség a két peptid komplexképzddése kozott a [CuH ;L] és [CuH ,L]
részecskék stabilitasaban lathat6: mig az AS(8-16)HA ligandum [CuH ;L]
komplexe széles pH-tartomanyban uralkodé, az AB(8-16)AH esetén a [CuH ,L]
részecskével atfedé folyamatban képzodik. Az eltéré viselkedés a harmadik
amidnitrogén deprotonalodasanak pK értékében is tiikrozodik (/8. tablazat).

A lizin oldallanc a spektroszkopiai adatok szerint nem vesz r1észt a
koordinacioban és pH~10 alatt protonalt formaban van. (19. tdblazat) Ebbol
kovetkezben a [CuH.,L] komplex pontos Osszetétele [CuH ;LH] és a
koordinaciés modja megegyezik a [CuH sL]* részecskéével, csupan a lizin
oldallanca deprotonalodik. A nagy pH-n képzdd6 komplexek 4N koordinaciojat
alatamasztjak a spektralis adatok is, pH > 9 esetén mar nincs tovabbi valtozas,
ami bizonyitja a ko6tésmodok azonossagat. Hasonléan a [CuH j;L] komplex
valojaban [CuH ,LH] képlettel irhato le, azaz az imidazolnitrogén mellett két
amidnitrogén van a koordinacids szféraban, a negyedik helyet pedig elfoglalhatja
a Glull karboxilatcsoportja. Ez a fajta kotésmod az AfS(8-16)HA ligandum
esetén kedvezményezettebb, hiszen kisebb a tavolsag a hisztidin és a glutaminsav
oldallanca kozott, ami kelatképz0 helyzetben van, ezzel magyarazhaté a
kitiintetett stabilitas is.

68



Az Ap szdarmazékainak komplexképzédése Cu(Il)-, Ni(ll)- és Zn(1l)-ionokkal

19. tablazat: Az Ac-SGAEGAHQK-NH; és Ac-SGAEGHAQK-NH, ligandumok réz(Il)- és
nikkel(Il)komplexeinek spektralis adatai

Részecske Ac-SGAEGAHQK-NH, Ac-SGAEGHAQK-NH,
AB(8-16)AH AB(8-16)HA
Amax/€ MAe Amax/€ MAe
(m/M*em™)  (m/M'em™)  (m/Mlem™)  (hm/Mem™)
[CuHLT” 771/19 - 773120 -
[CuH_;L] 608/64 311/-0,53 626/62 324/+0,18
528/+0,45 582/+0,11

622/-0,28
[CuHLL] 550/119 308/-2,30 519/118 316/+1,77
502/+1,60  576(vall)/105 367/-0,06
598/-1,33 483/-0,88
[CUH,gL]Z 550/119 308/-2,30 519/118 316/+1,77
502/+1,60  576(vall)/105 367/-0,06
598/-1,33 483/-0,88
[NiH_sL]? 430/169 415/+6,48 433/198 419/-3,49
(=[NiHLL])  474(vally154 495/-458  500(vall)/130 503/+4,24

Az UV-lathato és CD-spektrumok alatamasztjadk a feltételezett kotésmodokat,
azonban az ESR-paraméterek a kozbensd protonaltsagtc komplexekben ezektol
eltéré szerkezetekre utalnak. (20. tablazat) Ezeket a kiilonbségeket okozhatta a
glutamin oldallancnak a kozelmultban kimutatott kozvetett kdlcsonhatasa, mely
hidrogénkotéseken keresztiil stabilizalhatja a kialakult komplexszerkezetet.2*
A [CuH_;L] és [CuH_,L] komplexek széles abszorpcids savjat és a varttol eltérd
ESR paramétereit tehat ez esetben a lizil és glutaminil oldallancok szokatlan
hatasa és az igy kialakuld torzult szerkezet magyarazhatja. A 3N és 4N
koordinalt részecskékben megfigyelhetd modosulas a lizin
ammoniumcsoportjanak deprotonalodasaval és a hidrogénkotés megsziinésével
eltiinik, igy a [CuH_3L]* részecske esetén mért paraméterek mar nem mutatnak
kiilonbséget az egyéb (3N",N;,) kdtésmodu komplexekhez képest.

20. tablazat:Az Ac-SGAEGAHQK-NH, és 4c-SGAEGHAQK-NH, peptidek néhdany
réz(Il)komplexének ESR paraméterei

Részecske Ac-SGAEGAHQK-NH, Ac-SGAEGHAQK-NH,
AS3(8-16)AH ASB(8-16)HA

g /A (10" em™) gy /A (10" em™)

[CuH_1L] 2,272/179 2,299/169
[CuH_,L] 2,235/170 2,246/184
[CuH_,L]* 2,193/200 2,195/198

Ez azonban nem akadalyozza meg, hogy a (3N",N;,) koordinaciéji komplexek
eltér6 CD-spektrumai alapjan modellként hasznaljuk a két hisztidint tartalmazo
szarmazeék komplexképzddési folyamatainak leirasahoz. (40. abra)
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40. abra:
Az Ac-SGAEGAHOQK-NH, (a,b)
és Ac-SGAEGHAQK-NH, (c,d)
= [CuH.L]és [CuH L]
A (nm) komplexeinek CD-spektrumai
(PSEQUAD programmal torténo
felbontas eredménye)

60 M

Az AB(8-16)AH és AB(8-16)HA Ni(l1)-komplexei

A két ligandum hasonldéan a réz(IT)-ionokhoz egy ekvivalens
nikkel(Il)iont képes megkotni a 21. tablazatban feltiintetett stabilitasa komplexek
képzddése kozben.

21. tablazat: Az Ac-SGAEGAHQK-NH, és Ac-SGAEGHAQK-NH, ligandumokkal
képzodo nikkel(Il)komplexek stabilitasi allandoi

Részecske Ac-SGAEGAHQK-NH, Ac-SGAEGHAQK-NH,

ApB(8-16)AH AB(8-16)HA

lgB pK lgB pK

[NiIHL] 13,22(4) — 12,95(4) -

[NiL]* 5,20(5) 8,02 4,63(4) 8,32

[NiH L] -10,57(2) - -12,11(2) -

[NiH 5L]*> -20,47(3) 9,90 -22,16(2) 10,05
lg K(Ni + Ny 2,96 2,68

Az utols6 deprotonalddasi 1épés a pK értéke alapjan is a lizin oldallancahoz
rendelhetd. A fémionhoz képest kétszeres mennyiségii ligandumot tartalmazéd
rendszer titralasi adatainak kiértékelése soran biszkomplexek képzodését nem
tudtuk leirni. A nikkel szamara kevésbé kedvezd kotOhelyet kinalnak ezek a
szekvenciak, amit 8-as pH-n csapadék megjelenése is tiikkrozott, azonban a pH
tovabbi emelésével feloldodott. Az oldat sarga szine ezzel parhuzamosan
azonban igazolta a siknégyzetes, harom amid altal koordinalt [NiH L]
képz6dését, amit a spektralis adatok szamszerien is alatamasztanak.
(19. tablizat) A megelozé pH-értékeken jelenlévé [NiHL]® ill.  [NiL]®
részecskékben a ligandum az oldallancokon keresztiil ill. egy amidnitrogénnel
kiegésziilve koti a fémiont. (41. dbra) A nagy pH-n jelenlévoé komplexekben a
két ligandum esetén egyarant (3N",N;,) ko6tésmod valosul meg, CD-spektrumaik
azonban jelentds kiilonbséget mutatnak a glicin részletek helyzete miatt.
(48. abra) A koordinacios izomerek szerkezete és aranya ezen éppen ellentétes
lefutasi modellspektrumok segitségével meghatarozhatdo a két hisztidint
tartalmazo fragmensre.
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g 1"11-1-);';'0 ; 100% - -
NiH_,L]% —_—
Ni(ll) NiH.1 Ni(I1) E] INiH L]

80% 1 [NiH_L] 'l \\ 80% -

~
[NiH,L] 7
LAY

60% 60% !

[NiHL]2*

40% 1 40% [NIHL]*

20% A 20% A

INiLT* I\ \
0% . . e " 0% RS &5
3 5 7 9 pH N 3 5 7 9 pH 11
41. abra: Az Ac-SGAEGAHQK-NH; (1) és Ac-SGAEGHAQK-NH, (2) ligandumok
— részecskeeloszlasi diagramjai ekvimolaris nikkel(Il)ion jelenlétében e

Az AB(8-16)AH és AS(8-16)HA Zn(I1)-komplexei

Egyszerli, egy hisztidinnel és védett amino terminussal rendelkezd
peptidek korabban vizsgalt Zn(Il)-tartalmu rendszereiben csapadékképzodést
figyeltek meg, tehat ezek a ligandumok nem képesek stabil cink(I)komplexek
kialakitasara. Ennek megfelelden az Aaltalunk vizsgalt peptidek sem tudtak
megakadalyozni a cink(IT)ionok hidrolizisét 8-as pH felett. Egyetlen
komplexféleségként a [ZnHL]** Gsszetételii részecskét tudtuk azonositani és
leirni, ami enyhén savas kozegben volt jelen, igy a lizin oldallanc protonalt volt,
a koordinacio a Glu(COO") és His(N,,) donorcsoportok részvételével valosult
meg.

22. tablazat: Az Ac-SGAEGAHQK-NH, és Ac-SGAEGHAQK-NH, cink(ll)komplexének
stabilitasi allandoi

Részecske Ac-SGAEGAHQK-NH, Ac-SGAEGHAQK-NH,
AS(8-16)AH ASB(8-16)HA

lgB lg K(Zn + Nim) lgB lg K(Zn + Nim)

[ZnHL]™ 13,04(4) 2,78 12,89(5) 2,62

4.3.2. Ac-SGAEGHHQK-NH, (AA(8-16)HH)

Az AB(8-16)Y10A VI12G pontmutaciokkal kapott peptid pK értékei
koziil a glutaminsavhoz tartozik a legalacsonyabb, mig a lizinhez a legnagyobb
érték. A két hisztidin oldallanca egymassal atfedé folyamatokban deprotonalddik.
(23. tablazat) Az Ac-AB(8-16)Y10A szarmazékhoz képest a 12-es valin
aminosavban kiilonbozik, amit glicinre cseréltiink, ez a sav-bazis
tulajdonsagaikat nem befolyasolja jelentdsen.
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23. tablazat: Az Ac-SGAEGHHQK-NH, és Ac-SGAEVHHQK-NH, ligandumok
protonalodasi allandoi

Részecske Ac-SGAEGHHQK-NH, Ac-SGAEVHHQK-NH,™
AL(8-16)HH Ac-AB(8-16)Y10A

lg B pK lg B pK

[HL] 10,23(1) 10,23 10,31 10,31
[H.L]* 16,96(1) 6,73 17,04 6,73
[HsL]* 22,94(2) 5,98 23,01 5,97
[H,LT** 27,02(2) 4,08 26,99 3,98

Az AB(8-16)HH Cu(l1)-komplexei

A vizsgalt peptidek kozil a két hisztidint tartalmazoé amiloid-f3
szarmazék mutatja a leggazdagabb képet a komplexképzddést illetden.
(24. tablazat)

24. tablazat: Az Ac-SGAEGHHQK-NH, és Ac-SGAEVHHQK-NH, peptidek
réz(l)komplexeinek stabilitasi allandoi

Részecske Ac-SGAEGHHQK-NH, Ac-SGAEVHHQK-NH,™
Af(8-16)HH Ac-AB(8-16)Y10A
lg B pK lg B pK
[CuH,L]** 21,07(2) — 20,90 —
[CuHL]* 16,25(1) 4,82 16,08 4,82
[CuL] 10,29(4) 5,96 9,90 6,18
[CuH_,L] 3,43(3) 6,86 2,35 7,55
[CuH_,L] -4,66(3) 8,09 -6,91 9,26
[CuH_sL]* ~14,61(4) 9,95 -17,35 10,44
[CuH,L,]* 30,92(7) - - -
[CuH_ L]* 7,31(5) - 7,03 -
[Cu,H_,L] 0,79(3) 6,52 0,35 6,68
[Cu,H_5L] —6,55(3) 7,34 -7,67 8,02
[CuH4L] ~14,31(3) 7,76 -16,41 8,74
[CuH_sL]* - — -26,14 9,73
[CuH6L]* -34,82(3) - -36,64 10,50
lg K(Cu+N;m) 6,02 5,77

A két horgonycsoporttdl kiindulva mononuklearis részecskéken tal kétmagva
komplexek kialakitasara is képes, valamint ligandumfelesleget alkalmazva
biszkomplexek jelenlétét is ki tudtuk mutatni a potenciometrias adatok alapjan.
Az ESR-adatok is egyértelmiien mutatjak, hogy jelen van a ligandumfelesleget
tartalmazo rendszerben a 4N, koordindlt réz(Il)ion, azaz a hisztidin
imidazollancokon keresztiil kialakuld biszligandumt részecske. (25. tabldazat)
Nagy hasonlosagot mutatnak példaul az Ac-HVVH-NH, ligandum azonos
koordinacidju komplexének paraméterei (g = 2,255; A= 193x10* cm™).18
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25. tablazat: Az Ac-SGAEGHHQK-NH,; peptid réz(Il)komplexeinek spektralis adatai

Részecske Amax/e (NM/M'cm ™) MAe (nm/M~em™) g, /A (10 % cm™)
[CuLH]™ — - 2,317/171
[CuL] 611/71 - 2,272/179
[CuH_,L] 596/84 308/-0,37 -
343/+0,18
539/+0,32
[CuH_,L] 543/113 308/-1,59 -
498/+0,70
582/-0,49
672/+0,21
[CuH_3L]* 543/113 308/-1,59 2,195/199
498/+0,70
582/-0,49
672/+0,21
[CuH,L,]** - - 2,252/192
[CuH LT 545/133 501/-0,29
637/+0,14

A részecske a [CuL]" komplexszel parhuzamosan képzédik, ami intenzivebb
abszorpcids savokat ¢és Cotton-effektusokat eredményez az amidnitrogén-
koordinaci6 révén. (42. dbra) Az abszorpcids spektrumok felbontasaval igy nem

o -
100% [I] [CuH LI

cu(lly
CuH_L] ]
80% | [ U’.z\] 100
/! \ ‘E
[CuH_,L] / \ &
60% A [CuHL]?* S T
ICuH L w
40% 1 roY g r 50 4
[CuHL* K !
) . \
20% 4 \ B\
I. ll .
0% = t T = 0 T T T y
3 5 7 9 pH11 400 500 600 700 A (nm)soo
42. abra: Az Cu(1l):Ac-SGAEGHHQK-NH, = 1:2 rendszer részecskeeloszlasi
— diagramja (1) és abszorpcios spektrumainak pH-fiiggése (2) i

tudtuk meghatdrozni az abszorpcids maximum értékét, azonban 700 nm koriil
mutatkozik a spektrumon. A pH emelésével mononuklearis részecskék jonnek
létre, amit az ekvimolaris fémion jelenlétében rdgzitett abszorpciés és CD-
spektrumok hasonlésaga is alatamaszt. A savas pH-n képzédé [CuLH,)*
részecske a glutaminsav és hisztidin oldallancainak részvételével képzodik, a
kovetkez6  protonvesztés pedig a Hisl4  imidazolnitrogénjéhez  és
koordinacidjahoz rendelhetd.

A [CuH_,L]*" (n = 0-2) részecskék ndvekvd szami amidkoordinacidjat a lathato
tartomanybeli maximalis elnyelési hullamhossz €s a CD-spektrumok valtozasa is
igazolja. (25. tablazat) Az utolsd deprotonalddasi 1épés a lizin oldallancbeli
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ammoniumcsoportjahoz rendelhetd, a CD-spektrumok nem mutatnak valtozast

pH = 9,0 felett. (43/2. dabra)

7 o -
Cu(ll)
80% A

[CuH L

60% A

40% A

]
CuH,L]*
[ 2]/I

20% JeuH,Lifr N i \

B SN .

0% s 'A‘J‘f.u ,7‘. < e i
3,0 5,0 7,0 90 PH 11,0 .05

43. abra: Az Ac-SGAEGHHQK-NH, ligandum részecskeeloszlasi diagramja
. ckvimolaris Cu(ll)-ion jelenlétében (1) és CD-spektrumainak pH-fiiggése (2) J

A ligandum két horgonycsoporttal is rendelkezik, melyektdl kiindulva az N- és a
C-terminalis iranyban is létrejohet a koordinacid, azonban utdbbi esetben
kevésbé stabil komplex képzddik. Ebbdl kovetkezéen az amino terminus
iranyaba megvaldsuldé amidkoordinaciot varjuk, ami igy kialakulhat az -EGH- ill.
a -GHH- aminosavak részvételével. Az amidnitrogén-deprotonalodas a két
izomer esetén eltér6 CD-

spektrumokhoz vezet, mivel a \
glicin  részletek  kiillonb6z6

tavolsagra helyezkednek el a
horgonycsoporttol. Ezeket a

komplexszerkezeteket a mar
emlitett két, egy hisztidint
tartalmazd  modell  peptid
segitségével irtuk le, amelyeket

Osszehasonlitasi alapként

hasznalhatunk az

AC-SGAEGHHQK-NH, Ac-SGAEGHHQK-NH, ligandumok
ligandum leiraséra. (44. dbra) [CuH L1 (a,b,c) és [CuH_sL1* (d.e,f)
A szamolt eredé spektrumok komplexeinek, a és b (g), valamint d és e

eredd CD-spektruma (h)

alapjan a 13-as és 14-es
hisztidinrél indulé amidkoordinacié azonos mértékben kovetkezik be, amit a
[CuH_;L] komplex modell peptidek alapjan szdmolt ered6 CD-spektrummal valo
jo egyezés mutat. A [CuH_3L]* komplex esetén azonban nem teljes az egyezés a
mért CD-spektrummal: a 650-750 nm tartomanyban pozitiv CD-sav jelenik meg,
ami a (3N",N,) koordinaciot axialisan kiegészitd hisztidin kotodésére utalhat.
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A két horgonycsoport elkiiloniilt kdtohellyé valik réz(Il) felesleget alkalmazva,
kétmagva komplexek képzédnek pH = 5 felett. (45/1. dbra) A mononuklearis
komplexekhez hasonléan az amidnitrogének koordinacidja jatszodik le a pH
novelésével, amit az abszorpcios spektrumok is alatamasztanak. (45/2. dabra)

v "100% - E] -[Q”:H-EL 3-
Cu(ll) 4

’ \
80% 4

! \
1 [CuH LI
60% [CuH,L]** U \
\[Cqu.le;'

40% L,
y A\ ':_[CUZH-GL]

20% A

0%

3.0 9 0 pH 11 0 400 500 600 700 A (nm) 800

45. abra Az Ac SGAEGHHQK NH, Cu(ll):L = 2:1 aranyi rendszer
\_ komplexeloszlasi diagramja (1) és abszorpcios spektrumanak pH-fliggése (2) y,

A kétmagva komplexek kialakulasa a 13-as hisztidintdl az N-terminus felé és a
14-es hisztidint6l a C-terminus felé mehet végbe (3N ,Njn) és (Njm3N)
kotésmodokkal.  (46/1. dbra) A [CuHsL]* részecskék jelenlétét a
potenciometrids adatok alapjan nem tudtuk bizonyitani, ami az
Ac-AB(8-16)Y10A fragmenshez képest kiilonbséget jelent. A [Cu,H ¢L]*
részecske képzddése az abszorpcidos maximum hullamhosszanak csokkenésével
jart egyiitt, ami tovabbi amidnitrogén-koordinaciora utal. A lizin oldallancanak
deprotonalodésa ezzel a folyamattal atfedd 1épésben mehet végbe.
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1 P du N 60
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CH N CH, ! / 40 I
. c . HC ,é.uz"""“'\ Boomo ‘ ‘l ‘ " El gg
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° ’ ° }*H Ho\cuz 15001
A
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46. dbra: Az Ac-SGAEGHHQK-NH, [Cu,H_¢L]" komplexének szerkezete (1), valamint

\.a Cu(ll):L = 2:1 rendszer nagy pH-n mért (fent) és szamolt (lent) tomegspektruma 2) )

A képz6do komplexek szerkezetét a CD-spektrumoknak a modellrendszerekével
torténd Osszevetése révén adhatjuk meg. A CD-spektrumok véltozédsa a pH
figgvényében 8,2-es  értékig megegyezik az Ac-SGAEGAHQK-NH,
réz(I)komplexeinek spektrumaival. (47/1. dbra) Ezt kovetéen a CD-savok
intenzitasanak csokkenése kovetkezik be, ami a réz(Il)ionok His14-r6l a Hisl3
kornyezetébe valod atrendezodésére utal. Az amidkoordinacio két fémion esetén
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ugyanis akkor mehet végbe a koordinacios szférak telitésével, ha az N-terminalis
lancvég felé a His 13-r6l, a His14-rél pedig a C-terminalis iranyba megy végbe.
A legnagyobb pH-n rogzitett spektrum azonban nem csupan a maximalisan
deprotonalt részecskére jellemz6, az Ac-PHAAA-NH; modell peptiddel leirhato
(Njm,3N") koordinaci6 CD-savjai nem jelentkeznek a megfeleld mértékben
(4712 abra, c). A CD-spektrumok alapjan tehat még nem teljes az
amidnitrogének deprotonalddasa a Hisl14-t61 a C-terminus iranyaba minden
Cu(IDion esetén. A dinuklearis réz(I)komplex jelenlétét tomegspektruma is
alatamasztja. (46/2. abra) A két réz(Il)ion kozotti kis tavolsagot a pH
novelésével az ESR-spektrumok savjainak szélesedése is jelzi.

/ —

=]
@

Ag (M em™) ¢

=
-]

-0,6

47. dbra: A Cu(ll):Ac-SGAEGHHQK-NH, = 2:1 rendszer CD-spektrumainak
pH-fiiggése (1) és az AP(8-16)AH (a) és AS(8-16)HA [CuH_sL]* (b), valamint az
Ac-PHAAA [CuH_sL]* (¢) komplexének és b és ¢ eredé CD-spektruma (d) (2) )

Az AB(8-16)HH Ni(Il)-komplexei

A nikkel(IT)ionokat feleslegben tartalmazé rendszerben csapadék
képz6dott, kétmagvia részecskékre nem tudtunk stabilitasi allandot meghatarozni.
A titralasi adatok alapjan ligandumfelesleg mellett biszkomplex csak kis
mennyiségben képzddik. (26. tdabldzat) A protonalt komplexekben kizarolag az
oldallancok koordinalodnak, hiszen a [NiHL]*" osszetételii részecske nem mutat
mérhetd CD-aktivitast. A mononuklearis részecskék stabilitasi allandoit
Osszevetve a Vall2-t tartalmaz6 szdrmazékéival, jelentds kiilonbséget latunk, bar
a képzodo részecskék sztochiometriaja egyezik.
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26. tablazat: Az Ac-SGAEGHHQK-NH, és 4c-SGAEVHHQK-NH, ligandumok
nikkel(Il)komplexeinek stabilitasi allandoi

Részecske Ac-SGAEGHHQK-NH, Ac-SGAEVHHQK-NH,™**

AL(8-16)HH Ac-AB(8-16)Y10A

lg B pK lg B pK

[NiHL]* 14,17(2) - 14,05(3) -

[NiH_1L] -2,02(2) - -2,63(3) -

[NiH_,L] -10,49(2) 8,47 ~12,38(4) 9,75

[NiH_sL]* -20,37(2) 9,88 ~23,47(5) 11,09

[NiH,L,]** 26,71(18) - - -
Ig K(Ni + Nim) 3,94 3,74

A részecskeeloszlasi diagramok szerint a deprotonalodasi folyamatok
kisebb pH-n mennek végbe a glicint tartalmazo peptid esetén, igy feltételezhet6 a
valin izopropil oldallancénak sztérikus gatld hatésa.”® Az abszorpcios és CD-
spektrumok pH=9 felett nem
valtoznak, igy az utolso 5
deprotonalodési 1épés ismét a lizin
oldallancnak tudhat6 be. A 430 nm-

i B B . . 50 0 350 ".400 456, 500 600
nél lathatdé maximalis elnyelési R
\ ] A (nm)
-~
U
I
!
1

ar”

1~ b
o
I/

o Asg I
M- em P

[

hullamhossz és a vallként megjelend 50 ]
abszorpcios sav 476  nm-nél
(3N ,Nj) koordinaciéra utal a 00
[NiH_L] és [NiH sL]* 48. abra: Az Ac-SGAEGAHQK-NH, (a),

. . Ac-SGAEGHAQK-NH, (b) és
reszecslfekre'. A horgonycso_p@t Ac-SGAEGHHQK-NH, (c) peptidek
meghatarozasa az egy hisztidint [NiH_sL]* komplexeinek CD-spektruma
tartalmazo ligandumok CD- '

spektrumaival torténd Osszevetés utjan lehetséges. (48. abra) A (3N ,Njy)
koordinalt Ni(Il) CD-spektruma jo egyezést mutat a 14-es hisztidinrdl indulod
kotésmodra  jellemzé  spektrummal, tehat a nikkel(Il)ion szdmara ez a
horgonycsoport jelenti az elsédleges kétohelyet.

Az AB(8-16)HH Zn(l1)-komplexei

Az amiloid-p peptid elsddleges cinkkoté helyeként a Hisl3 és Hisl4
kornyezetét jelolték meg, melyek nagy affinitasat dinuklearis komplexek
jelenléte is igazolja az Ac-AB(8-16)Y10A fragmenssel.'®
Az Ac-SGAEGHHQK-NH, peptiddel szintén leirtuk kétmagva részecskék
képz6dését, valamint a mononuklearis komplexeken feliil ligandum feleslege
mellett biszligandumuak is kialakultak a potenciometrias adatok alapjan.
(27. tablazat)
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27. tablazat: Az Ac-SGAEGHHQK-NH, és Ac-SGAEVHHQK-NH, ligandumok
cink(ll)komplexeinek stabilitasi allandoi

Részecske Ac-SGAEGHHQK-NH, Ac-SGAEVHHQK-NH,"®
AS(8-16)HH Ac-AB(8-16)Y10A
lg B pK lg B pK
[ZnLH,J** 19,37(5) — 19,92 —
[ZnLH]* 13,38(3) 5,99 13,94 5,98
[ZnL] 6,29(2) 7,09 6,67 7,27
[ZnH_;L] -1,96(3) 8,25 -1,55 8,22
[ZnH_,L] -11,34(3) 9,38 -11,20 9,65
[ZnH_,L]* —22,41(5) 11,07 -22,65 11,45
[ZnHo,L] —6,64(4) - -5,85 -
[Zn,H_sL] ~14,20(1) 7,56 ~14,49 8,64
[ZnHo,L] -23,77(2) 9,57 -25,65 11,16
[ZnH,L,]* 26,77(8) - - -
Ig K(Zn + Njp) 3,15 3,63

A stabilitasi allandok felhasznalasaval ligandumfelesleg esetén abrazolt
komplexeloszlasi diagramon azonban enyhén lugos kozegben a dinuklearis
részecskék is megjelennek. (49. dbra) A négyszeres ligandumfelesleg mellett

- ~
100% 100% 100% @ .
[Zn,H L]
Zn(l) Zn(in) @Zn(ll) il
80% 80% 80% [ZngH . L]
[ZnH L) [ZnH,L]? ,;' Iy
H A
60% 2L 60% [ZaH L] AL gy, N
B | e \ [,Z'-‘E"*L“. '
40% , ZnHALE 4oy, . [ZnL] NN 40% ]
[ZnH L [Zn,H4L) [ZnH LT . \

1
> ZnL]"Zn,H ¢
20% ERHLE S T \EnHly 20% [ZnHLF? N e 2ot | ],ﬂ’/ y,
[ZnH L /, [ZnH,LP* Al Y [ZnH L™ AN
o 4 S " SR ~ | el

3 5 7 9 pH m 3 5 7 9 pH 11 3 5 7 SA pH 1
49. dbra: A Zn(Il):Ac-SGAEGHHQK-NH, 1:2 (1), 1:1 (2) és 2:1 (3) ardnyii

rendszerek komplexeloszlasi diagramjai

g
felvett tomegspektrum a biszkomplexek jelenlétére nem utalt, ami a Zn-N,,, kotés
megszlinésével is magyarazhaté a vizsgalat koriilményei kozott. Kétmagva
részecskékre jellemz6 m/z  értékeknél jelentkezd csucsokat azonban
megfigyelhettiink ilyen fém-ligandum arany mellett is a spektrumon,
Osszhangban a részecskeeloszlasi képpel, azonban ellentétben a korabbi
tapasztalatokkal. Ezek ismeretében nem meglepd, hogy ekvimolaris fémiont és
ligandumot tartalmazé rendszerben is megjelennek a dinuklearis komplexek,
hasonldan a korabban vizsgalt Ac-AB(8-16)Y10A szarmazékhoz. A pH = 7 kortil
megjelend kétmagvh komplexekben lejatszodé deprotonaldédas azonban
kedvezményezettebb a glicinnel helyettesitett szarmazékban, ami ismét utalhat a
valin oldallancanak sztérikus gatlo hatisara. Ezek a részecskék és a [ZnH_sL]*
ugyanis kisebb pH-n jelennek meg és nagyobb mennyiségben képzddnek
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ekvimolaris rendszerben. A deprotondlodési folyamatok nem csupan hidrolizis
folyamatra, de amidnitrogén-koordinaciora is utalhatnak. Cink(Il)ionok altal
indukalt amiddeprotonalddasra kevés példa van az irodalomban, a legjellemzébb
a 4.1.2. fejezetben a heptapeptid esetén is ismertetett H,N-XH- szekvenciaval
kialakuldo (NH2,N",N,,) koordinaci6. Megfigyelték tovabba az Ac-HHVGD-NH,
ligandumban is a Zn(l)-N~ kotés kialakulasat, azonban az Ac-HVGDH-NH,
peptiddel mar nem jott létre ez a kotés, ami alapjan az amidkoordinacidhoz
sziikséges a hisztidinek szomszédos elhelyezkedése. Az Ac-HHGH-OH
ligandummal annak ellenére, hogy tartalmazza ezt a kotdhelyet, nem jatszodik le
amidnitrogén-deprotonalodas, ami a megfeleld tavolsagra elhelyezkedd, foként
aszpartat ill. glutamat oldallancbeli karboxilat csoportjainak sziikségességére is
utal.”®® Ezek fényében nem meglepd az Ac-SGAEVHHQK-NH, szirmazék
esetén mar bizonyitott amidkoordinacid, amit a valin-glicin csere sem befolyasol,
ugyanis ekvimolaris cink(Il)ion jelenlétében nem jelent meg fémhidroxid
csapadék a pH novelésével, valamint a megfelelé pK értékek is nagy
hasonlosagot mutatnak. A 'H NMR spektrumok alapjan kaphatunk pontosabb
képet a koordindlodd donoratomokrél, azonban a kémiai eltolodasok
cink(IT)ionok jelenlétében nem kiilonboznek jelentsen a szabad liganduméihoz
képest, valamint a jelek szélesedése is megneheziti azok kiértékelését. A hisztidin
a-CH és B-CH, protonjai mellett a lizin &-CH, és a glutamat 6-CH,
hidrogénjeinek kissé eltérd kémiai eltolodasat tapasztaltuk a szabad ligandumhoz
képest, foként a pH = 6-8 tartomanyban, ami az oldallancok koordinacidjara
utalhat. A nagy pH-n felvett spektrumokon a szabad ligandumra jellemz6 jelek is
lathatok, melyek alapjan dinuklearis részecskék és igy a fémionhoz nem
koordinalt ligandum jelenlétére kovetkeztethetiink.

A kétmagvu komplexek jelenlétét tomegspektrumuk alapjan is igazoltuk, amit az
Ac-AB(8-16)Y10A ligandummal is bizonyitottak. A "H NMR spektrumok 1,8:1
fém-ligandum arany esetén azonban széles jeleket mutatnak, melyek nem
alkalmasak a komplexszerkezetre vonatkozd informaciok kinyerésére, a
potenciometrias méréshez képest megnovelt koncentracio csapadék képzddését
eredményezte.

A Dbiologiai szempontbol jelentds réz(Il)- és cink(Il)ionok egyidejli
jelenlétében is vizsgaltuk a komplexképzdodési folyamatokat. A réz(I)iont
tartalmazo torzsrendszerrel dsszevetve sem az abszorpcids sem a CD-spektrumok
nem mutattak érdemi kiilonbséget cink(I) jelenlétében. Az APB(8-16)HH
ligandum réz(Il)ionokkal valéo kolcsonhatasat tehat a cink(Il)ionok nem
befolyasoljak jelent6s mértékben. A teljes AB(1-16) fémmegkoté szakaszban
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188 tehat csak abban az esetben

tapasztalt Cu(ll)-atrendez6dés Zn(II) jelenlétében
megy végbe, amennyiben a réz(Il)ionok szamara rendelkezésre all mas
koordinacids lehet6ség a His13 és His14 kdrnyezetén kiviil, amit nagy pH-n a

cink(ll)ionok foglalnak el.

4.4. Az amiloid-B (1-16) dimer szdrmazéka

Az utobbi évek biokémiai kutatasainak eredményei alapjan az amiloid
lerakodasok kialakulasaban a kulcslépést az amiloid-p peptid dimerizacioja
jelenti, majd az igy képz6dé dimer szdlak tovabbi akkumulacidja révén jonnek
létre az oligomer formak, tovabba az amiloid plakkok. A réz(Il)- és/vagy
cink(Il)ionok szerepe ebben a folyamatban a két szal kozotti intermolekularis
kotés kialakitasa lehet a horgonycsoportok részvételével, igy az APB(1-16)
fragmens  kiilonbozé dimer formainak fémkoordinaciojat is vizsgaltak.?®
Néhany irodalmi eredmény azokban az esetekben is alatamasztotta a
kolcsonhatast, amelyekben a peptid apolaris (17-43) szakasza is jelen volt a
molekuldban.® Ez a szakasz hidrofob kolcsonhatasok kialakulasa révén
elosegitheti a dimerképzédést, valamint a fémionok hid szerepe is fontos lehet a
ligandumok kozott. Mindezek fényében a réz(Il)- és cink(Il)ionok

intermolekularis kolcs6nhatdsdnak tanulmanyozasara allitottuk elé az amiloid
dimer szarmazékot.

Az amiloid dimer szintézise

Az (AB(1-16)),CgH;;04,N-PEG ligandum "
szintézisét a 3.2. fejezetben leirtakhoz hasonléan FmOC_N‘\_\ o
végeztiik el, az eléallitani kivant szarmazékot a N—CHrﬂ—OH
fejezet 7. abrajanak 1V.A molekulaszerkezete . I/
mutatja. Elsé lépésként az Fmoc-PEGy-COOH | 2o ™ = N'-Fmoc-N.N-
kapcsolasat  végezte a készilék, miutan a bisz(3-aminopropil)-glicin

gyantarol eltavolitotta az Fmoc véddcsoportot. | szerkezete

Az Gjabb véddcsoport-hasitast kdvetden csatoltuk

az aminocsoportjain védett N,N-bisz(3-aminopropil)-glicint (50. dbra), amivel
olyan szerkezethez jutottunk, melyben két, aminosav kapcsolasara alkalmas
aminocsoport talalhaté. A szintézis 1éptékének kétszerezése révén ezaltal
lehetévé valt az Fmoc-véddcsoportok eltavolitdsat kovetéen a kettds
DAEFRHDSGYEVHHQK  peptidlanc  parhuzamos  felépitése = azonos
szekvenciaval.
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Az amiloid dimer sav-bazis tulajdonsagai

A tisztitast kovetden nyert peptidszarmazék kis mennyisége és ismeretlen
peptidtartalma nehézséget jelentett az oldategyensulyi vizsgélatok soran.
Az AB(1-16) fémmegkotdé szakasz két aszpartat-, két glutamat-, harom
imidazolil-, egy tirozinat-, egy lizil- és egy terminalis aminocsoportot tartalmaz.

A két peptidszalat Osszekotd

glicinszarmazék tercier | 19 1
pH

aminonitrogénjével  egyiitt a | |

szarmazék 21 pK  értékkel
rendelkezik. A  deprotonalodd | ©
csoportok a  vizsgalat pH- | ,|
tartomanyan beliil

disszocialnanak, azonban a 0 0.1 02 vV(ml) 03

szamos azonos funkcids csoport 51. dabra: Az (A5(1-16)),CgH;1;0N,-PEG
egyidejii jelenléte miatt ezek a peptidszarmazék titralasi gérbéje
S e qes e (CLNO!7 mM)

1épések nem  kiiléniilnek el

egymastol. A pH~2,5 vagy kisebb, ill. a pH~11,0 vagy nagyobb pH-értéken
lejatszodo folyamatokat azonban ilyen koncentracidban nem tudtuk megfeleld

pontossaggal leirni. A becsiilt mintabeli koncentraci6 azonban kozel allt a
tényleges, potenciometrias titralas eredménye alapjan kapott 0,7 mM korili
értékhez. (51. dbra) A meghatarozas kozel 10%-os pontatlansaga miatt az
oldategyensulyi vizsgalatoktol eltekintettiink és spektroszkdpiai moddszerek
segitségével terveztiink informaciot szerezni a komplexképzodési folyamatokrol.

Az amiloid dimer Cu(ll)-, és vegyes Cu(ll)-Zn(I1)-komplexei

A kis mennyiségl ligandum csupan az ekvimolaris réz(Il)iont tartalmazo
rendszer potenciometrids vizsgalatat tette lehetdve, ami alapjan az amidnitrogén-
deprotonalodasra extra ligfogyas utalt. Ez a folyamat a monomer AB(1-16)-PEG
szarmazékkal Osszevetve nagyobb pH-értéken kovetkezett be, melynek
igazolasdhoz spektroszkopiai modszereket alkalmaztunk. Az aminocsoport €s a
hisztidin oldallancok koordinaciojara jellemz6 abszorpcids sav Amax = 650 Nm-nél
pH = 4,8 koriil mar egyértelmiien jelentkezik. (52./1 abra) Az amidkoordinacio
hianyat ezen a pH értéken a mérheté CD-aktivitas hianya is alatamasztja. 8-as pH
értékig a maximalis elnyelés hullamhossza kékeltolodast mutat 615 nm-ig
novekvéd szama Ny, koordindcidja miatt, majd a pH tovabbi emelése egy tjabb
abszorpcids sav megjelenését eredményezi. Lugos kdzegben 510 nm koriil
maximalis az elnyelés, ami a novekvé szami amidnitrogén-koordinaciora
jellemzo.
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52. dbra: Az AP(1-16),CgH1,0N,4-PEG ekvimolaris réz(Il)iont tartalmazo
rendszerének abszorpcios (1) és CD-spektrumainak (2) pH-fiiggése

A CD-spektrumok 7,1-es pH-n még nem, csak pH = 7,6 felett mutatnak CD-
aktivitast, ami az AB(1-9) fragmens [CuH_;L]* komplexének spektrumaval jo
egyezést mutat. A kotésmod tehat az (NH,,3-COO™,N") donoratomokkal irhato le
az Aspl és Ala2 részvételével, hurokszeri imidazolnitrogén-koordinacioval
kiegésziilve, ami Osszhangban van az irodalomban a vér fiziologias pH-jan leirt
szerkezettel.™® 8,4-es pH felett a CD-spektrumokon megjelennek a (3N",N;n)
koordinaciora jellemz6 savok is. (52/2. dbra) A két Osszekapcsolt peptidlanc
dimerként vald viselkedését a monomer AP(1-16)-PEG formaval torténd
Osszehasonlitassal tamaszthatjuk ala. CD-aktivitas ezzel a ligandummal mar
7,3-as pH-n jelentkezik, mégpediga (3N~
,Nim) koordinaciora jellemzo BEE

Ae

hullamhossznal. A dimer forma esetén | M'cm?y
0,5 4

ett6l eltéréen nagyobb pH értékig
megmarad az amino  terminuson 05 ]
koordinalt réz(Il)ionra jellemzé CD-
spektrum, tehat stabilitisa novekszik.
Ennek magyarazataul szolgalhat, hogy a 251

dimer formaval az | 53. dbra: Az AP(1-16),CeH;;ON,-PEG
(NH,,8-COO " ,N",N;mNim(ax)) kotésmod és AB(1-16)-PEG CD-spektrumai

kiilonbozo pH-értékeken ekvimolaris
réz(ll)ion jelenlétében

alakul ki, amelyben az axialis

imidazolnitrogén szarmazhat a masik
peptidlanc egyik hisztidinjébol, igy kialakitva az intermolekularis stabilizalo
kdlcsonhatast.

Ezt a CD savot azonban a monomer forméanal nem tapasztaltak. (53. dabra)
A Cu(ll)-ionok hozzaadasat az ekvimolaris rendszerhez 9,4-es pH értéken
veégeztiik, mivel ezen az értéken mar jol mérhetd CD-aktivitast tapasztaltunk.
A Cu(ll)-ionok feleslegében mért CD-spektrumok nem valtoznak, csupan
intenzitdsuk nd, tehat az imidazolnitrogénrdl induld amidkoordinacié egyre
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nagyobb mértékben valésul meg. A mintdban nyolc ekvivalens réz(Il)ion
hozzaadasat kdvetden jelent meg lathaté mennyiségii csapadék, ami megfelel a
dimer peptidszarmazékban megtalalhatd nyolc kdétohelynek. (Egy peptidlancban
egy aminocsoport €s harom hisztidin oldallanc talalhaté horgonydonorként.)

Az Cu(ll) : amiloid dimer

, .

ekvimolaris rendszerhez cink(Il)ionokat | 14
adagolva vizsgaltuk a koordinacios g__g
modok véltozasat szintén 9,4-es pH-n. | of : i

. . L 390 00 500 00 700 0
Cink(IT)ionok hozzdadasaval a 0 ek, znqy ™™
(3N",N;m) koordinaciora jellemzé CD- | -5
sdévok  intenzitdsanak  parhuzamos 5 ekv. Zn(ll)
novekedését tapasztaltuk. (54. dbra) | =0
A réz(Il)ionok tehat egyre novekvo 52. dbra: A Cu(1):4f5(1-16),CgH1,ON,

., . . 1:1 rendszer CD-spektrumainak

mennyiségben vannak jelen ilyen

valtozasa cink(Il)ionok hozzaadasara

kotésmoddal, ami arra utalhat, hogy
ezen a pH értéken koordinacios izomerek vannak jelen a torzsrendszerben.
Az emlitett koordinacios szféra mellett jelen lehet a mar az AS(8-16)HH
ligandummal kimutatott, a két lanc szomszédos hisztidinjeinek 4N.-je altal
kotott fémion is. Cink(II)ionok a mar ismertetett modon a Hisl3 és Hisl4
kornyezetét preferaljak, igy az amiloid dimer szarmazék is ezen kotéhelyeken
keresztiil koordinalhatja a fémiont. A Cu(Il)ionok tehat a (3N",N;) kotésmoda
komplexbe rendezédnek at, mig a Zn(Il)ionok elfoglalhatjak a 4N-koordinacios
lehetdséget.

Az amiloid dimer szarmazék komplexképz6dési  folyamatai
réz(Il)ionokkal tehat nem kiilonboznek 1ényegesen a monomer formaétol. Savas
és Iugos pH-n hasonlo koordinacidés médok alakulnak ki. Kézbensé pH értéken
azonban megjelenik a Cu(ll)-ion hid szerepe a CD-spektrumok alapjan, ami
igazolja a dimer szerkezetet, azaz élettani szempontbodl valoban jelentds lehet ez
a kolcsonhatas.
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5. Osszefoglalas

Doktori értekezésemben az amiloid-f peptid fragmenseinek és
szarmazékainak fémmegkotd sajatsagait tanulmanyoztam réz(IT)-, nikkel(Il)- és
cink(ll)ionokkal. A szamos horgonycsoporttal rendelkezd peptid szerepét az
Alzheimer-korban egyértelmiien bizonyitottak, melynek kifejlédése soran a
egyes agyi régiokban. A munkat ezek fényében két f6 részre osztottuk: az
amiloid-B peptidben is megtalalhatd hisztidin aminosavat tartalmazé modell
ligandumok tanulmanyozasara és a peptid fémmegkotdé (1-16) szakasza
természetes fragmenseinek vizsgalatara.

A hisztidintartalmt  kot6helyek fémionaffinitasanak Osszehasonlitasat
egy molekulan beliil a H,N-AAHAAAHG-OH ¢s H,N-AHAAAHG-OH peptidek
segitségével végeztiink. Az oktapeptidben az N-terminuson az albuminszeri
koordinaciora van lehetéség, mely mind a réz(Il)-, mind a nikkel(ll)ionok
szamara els6dleges a C-terminalis hisztidin részvételével 1étrejové (3N7,Njp)
kotésmoddal szemben. Az emlitett két fémionnal dinuklearis komplexek is
kialakulnak, melyben mindkét hisztidin részt vesz, jelezve ezzel az oktapeptid
kiemelked6 affinitasat réz(Il)- és nikkel(Il)ionokhoz. Cink(IT)ionokkal ezzel
ellentétben csak az oldallancok és a lancvégi funkcids csoportok szerepét tudtuk
leirni, mar ekvivalens mennyiségii fémion jelenlétében is hidroxidcsapadék valt
le. Ezzel ellentétben az utdbbi, heptapeptiddel amidkoordinalt Zn(II)-komplexek
jelentek meg az N-terminalis kotohely részvételével. Ehhez az (NH;,N",Nn)
kotésmodhoz hozzajarul a C-terminalis hisztidin is imidazolnitrogénjével telitve
a koordinacioés szféra ekvatorialis sikjat. A makrokelatszerii kotéssel 1étrejovo
részecskét réz(Il)- ¢és nikkel(Il)ionokkal is kimutattuk, valamint azok
megndvekedett stabilitasat tapasztaltuk. Osszehasonlitva az ATCUN motivum jol
ismerten nagy Cu(ll)- ¢és Ni(ll)-ionkotd képességével, attol nagyobb
fémionaffinitast irtunk le az (NH,N,N;,Nim) kotésmod esetén. A kétmagvi
komplexek megjelenése ennek kovetkeztében nagyobb pH-értékre tolodott el,
hiszen a mononuklearis részecskében mindharom horgonycsoport fémionhoz
kotott.

A vizsgalatok masodik fazisat az amiloid-f fragmensek és szarmazékaik
képezték, amit tovabbi harom teriiletre oszthatunk: az N-termindlis szakasz, a
szomszédos hisztidinek kdrnyezete és a dimer szarmazék tanulmanyozasara.
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Az ApP(1-9) természetes fragmens vizsgalata soran feltérképeztik a
képz6d6 komplexekben szereplé donoratomokat, a keletkezd izomer részecskék
szerkezetét, azok aranyat. A termindlis aminocsoport mellett a His6 is
horgonycsoportként szerepelhet, igy az amidkoordinacio tobbféleképpen is
végbemehet: (NH2,3N"), (3N ,Nj) és (N;m,3N") kotésmodok johetnek 1étre.
Az utolsoként emlitett, C-terminalis irany( koordinaciés modnak csak
réz(Il)ionok esetén és csak nagy pH értéken van jelentOsége, igy biologiai
szempontbol nem relevans. A 4N koordinalt fémkomplexek jellemzésére a
H,N-DAAAAAHAA-NH, (DAsHA;) ligandumot hasznaltuk. Dinuklearis
részecskék csak réz(Il)ionokkal képzddnek, melyben a koordinacids szférak
telitése az amidnitrogének sziikségesnél kisebb szdma miatt nem kdvetkezik be.
A kialakulé izomer részecskék aranya nagy pH-n  (NH;,3N;2N,Nip):
(NH2,2N53N)Ny) = 3:1, mig az oldallancokat nem tartalmazd
H,N-DAAAAHAAA-NH, (DA4HA;3) szarmazék esetén 9:1. Nikkel(Il)ionokkal
az aminoterminus koordinaciojanak egyértelmii preferenciajat irhattuk le, mig
cink(Il)ionok szdmara ez a fragmens €s szarmazékai sem kinaltak kedvezo
lehetdségeket. Az oldallancok jelenléte azonban ez utébbi esetben is novelte a
képz6d6 komplexek stabilitasat, ami abban nyilvanult meg, hogy a
cink(ll)hidroxid-csapadék nagyobb pH értéken jelent meg. Cu(Il)- és Ni(I)-
ionok esetén mar jelentdsebb stabilitasnovekedést ereményezett az oldallancok
jelenléte, nagyobb mértékben a réz(Il)ionok komplexeinél, melyet a
nikkel(Il)ionokhoz képest torzultabb szerkezet lehetOségének, igy a kiegészitd
axialis koordinacié megvalosulasanak tudhatunk be.

A Hisl3 és Hisl4 aminosavakat tartalmazo (8-16) szarmazékban (AS(8-
16)HH) az Y10A pontmutacion til a V12G cserét is megvalositottuk, ezaltal CD-
spektrumaik alapjan megkiilonboztethettiik az egyes hisztidinekt6l kiindulod
amidkoordinécioval létrejové komplexeket. Az ehhez sziikséges tovabbi HI3A
és HI4A mutansokat (AS(8-16)AH és AP(8-16)HA) hasznaltuk modell
ligandumként az izomer részecskék jelenlétének bizonyitdsara és aranyuk
meghatarozasara. A mindkét hisztidint tartalmazé szarmazék réz(IT)komplexei
kozel 1:1 aranyban képzédnek a 13-as és a 14-es hisztidinrél indulod
amidkoordinacidval, mig nikkel(IT)ionok esetén kézel 100%-ban a His14 volt az
elsodleges horgonycsoport nagy pH értéken. Kétmagva réz(Il)komplexek is
képzbédtek (3N",Nim) és (N, 3N") kotésmoddal, melyben a masodik Cu(IT)-ion
amidkoordinécidjahoz az elsé ekvivalens fémionnak a His13 kdrnyezetébe valo
atrendezodésre van sziikség. Nikkel(II)ionokkal csak egymagvi komplexeket
tudtunk leirni, mind az egy, mind a két hisztidint tartalmaz6 szarmazékra. Mig
egyetlen hisztidin a szekvencidban nem oOvta meg a cink(Il)ionokat a
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hidrolizistél, a mindkét hisztidint tartalmazé peptiddel — a kordbbi
megfigyelésekhez hasonloan — dinuklearis részecskék is képzodtek. Az utdbbi
években megfigyelt, az amiloid-B peptid dimerizacios folyamatainak jelentségét
tamasztja ala, hogy cink(Il)- és réz(Il)ionokkal is leirtunk biszligandumu
komplexeket a szomszédos hisztidinek részvételével, 4N, koordinacioval.

Az amiloid dimer szarmazék elballitasara és tanulmanyozasara éppen
ezen eredmények okan keriilt sor. A két AB(1-16) szal C-terminusan
Osszekapcesolt és pegilalt szarmazékanak spektroszkopiai vizsgalata soran pH
szempontjabol késleltetett amidnitrogén-deprotonalddast figyeltiink meg a
monomer szarmazékhoz képest ekvivalens mennyiségii réz(Il)ion jelenlétében. A
képz6dd komplexféleségben tehat mindkét peptidlanc szerepet jatszhat, ami
ismételten utalhat a kor Kkifejléddése soran bekdvetkezd dimerképzodésre.
A csapadék megjelenése alapjdn a szarmazék nyolc ekvivalens réz(Il)ion
megkotésére képes, ami megfelel a ligandumban megtalalhatdé nyolc
horgonycsoportnak. Ekvivalens mennyiségli AB(1-16)-dimert és réz(Il)iont
tartalmazo6 rendszerhez cink(IT)ionokat adagolva a Cu(Il)-ionok atrendez6désére
utalé valtozasokat tapasztaltunk a 4N, -kotott komplexbdl az amidnitrogén-
koordinalt kotési modokba. A Zn(Il) igy a szomszédos hisztidinek altal
koordinalt modon lesz jelen a rendszerben, azonban csak abban az esetben
foglalhatja el ezt a kotéhelyet, amennyiben a Cu(ll) szamara rendelkezésre all
mas koordinacios lehetdség is. Az AP(8-16) szarmazék esetén ugyanis ez az
atrendez6dés nem kovetkezik be.

Vizsgalataink eredményei alapjan a fémionok Alzheimer-korban
betoltott szerepe azok koncentrdcidjanak névekedésébdl adodo aggregacio és
amiloid plakk-képz6dés lehet. A fémion szerepe ebben az esetben az amiloid
szalak Osszekapcsolasa, melyek ezaltal kell6 kozelségbe keriilnek a hidrofob
C-terminalis szakaszok ko6zotti masodlagos kolcsonhatasok kialakitdsdhoz és a
képz6dé szerkezet rogzitéséhez. A réz(I)-, cink(ll)- és vas(Il/IlI)ionok
szerkezetalakito hatdsa szintén okozhat megnovekedett hajlamot az aggregaciora.
Nem zarhaté ki azonban a betegség kifejlédése sordn bekovetkezd réz(Il)-,
cink(ll)-, illetve vas(I/IIT)koncentracié-novekedés, melynek soran az oligomer
apo-formak képz6dése nagyobb affinitast eredményez a fémionok felé, igy
azonban tovabbi, f6ként biokémiai tanulmanyok sziikségesek, melyek a ligandum
oligomerizacidjanak vizsgalatat tiizik ki célul fémionok tavollétében.
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6. Summary

The aim of my work during the years of PhD was the study of the
copper(1l), nickel(Il) and zinc(Il) binding ability of the amyloid-p peptide.
The role of this peptide containing several anchoring sites such as histidine and
terminal amino group in Alzheimer’s disease is unambiguously proved by many
research groups and publications. The aggregation and plaque formation is
attached with the increased concentration of copper(ll), zinc(ll) and iron(lI/111) in
certain brain regions. These findings led to two main chapters of work: study of
histidine containing model ligands and the fragments and derivatives of the
native AB(1-16) peptide sequence.

As a comparison of binding modes including histidine in the same ligand
the peptides H,N-AAHAAAHG-OH and H;N-AHAAAHG-OH were used.
The N-terminus of the octapeptide represents the albumin-like binding site
preferred by copper(ll) and nickel(ll) ions instead of the (3N",N,,) coordination
mode including the C-terminal histidine. These two metal ions form dinuclear
complexes, too, in which both histidine residues are involved showing high
affinity towards copper(ll) and nickel(ll) ions. On the contrary only the side
chains and the terminal functional groups play a role in zinc(Il) binding resulting
in the hydroxide precipitation in the presence of equimolar amount of the metal
ion. On the other hand in the case of the heptapeptide amide-coordinated species
are present with the involvement of the N-terminus of the ligand. The imidazole
nitrogen of the C-terminal histidine contributes to the (NH,N",N,,) binding
mode in the equatorial plane of the coordination sphere resulting in a 4N
complex. This macrochelate containing species can be detected with copper(ll)
and nickel(Il) ions, too, having an increased stability even compared with the
well known ATCUN motif which has one of the highest Cu(ll) and Ni(ll) ion
binding ability. The (NH2,N",N,,,N,,) coordination mode results in the shift of
the appearance of dinuclear complexes to higher pH values, because all the three
anchoring groups are bond to the same metal ion in the mononuclear complex
formed at lower pH.

The second part of the work involves the fragments and derivatives of
amyloid-B and can be detailed into three more sections: the study of the
N-terminal fragment, the environment of the adjacent histidines and the dimer
peptide derivative.

As a result of the study on the native N-terminal fragment AS3(1-9) the
donor atoms playing role in the complex formation processes, the isomer species
and their ratio was determined. Beside the terminal amino group the imidazole
nitrogen of His6 is an anchoring group, too, giving the possibility for the amide
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coordination in two directions with the donor sets (3N",N;,) and (N;,,3N").
The presence of the latter, C-terminal coordination mode is significant only at
high pH and exclusively for copper(ll) ions therefore lacks of biological
relevance. The 4N coordinated isomer metal complexes can be characterized by
using the H,N-DAAAAAHAA-NH, (DAsHA,) ligand. Formation of dinuclear
complexes can be detected only with Cu(ll) ions in an unsaturated coordination
sphere because only five amide nitrogens can be involved in metal binding.
The ratio of the isomer complexes at high pH is (NH2,3N; 2N ,Niy):
(NH,2N"; 3N ,Ni) = 3:1, while it is 9:1 for the H,N-DAAAAHAAA-NH,
(DA4HA;) derivative without polar side chains. Nickel(ll) ions preferres the
amino terminus of the peptide, the hydrolysis of zinc(Il) ions, however, can be
observed in equimolar samples. Although the presence of polar side chains
enhances the stability of the formed complexes it results in the appearance of
hydroxide precipitate at slightly higher pH values for the native fragment. In the
case of Cu(ll) and Ni(ll) ions remarkable increase of stability can be observed
with the involvement of side chain functions especially for copper(ll).
This difference can be explained with the more distorted coordination geometry
of this metal ion leading to the additional axial binding of aspartyl and/or
glutamyl side chains.

The APB(8-16) derivative containing the His13 and His14 amino acid
residues and the Y10A and V12G point mutations (AS(8-16)HH) can be used to
determine the structure of complexes formed with each imidazole nitrogens on
the base of their CD-spectra. The H13A and H14A mutated model peptides
(AS(8-16)AH and Ap(8-16)HA) were synthesized to identify and determine the
ratio of the formed isomer species. Copper(ll) complexes of the peptide
containing both histidines have the binding modes started from the His13 and
His14 in approximately equal amount, while in the case of nickel(ll) ions the
latter imidazole group is preferred at high pH. Dinuclear copper(ll) complexes
were also formed with (3N",N,,) and (N,,,3N") coordination modes attached with
the rearrangement of the metal ions to the His13 from His14 in the dinuclear
species. All AB(8-16) derivatives are able to bind only one nickel(Il) ion and the
presence of the one-histidine peptides can not avoid the hydrolysis of zinc(Il)
ions. The AB(8-16)HH peptide forms, however, dinuclear species with this metal
ion, too, in agreement with the earlier results on AB(8-16)Y10A. Confirming
former publications on the importance of dimerization of the amyloid-f3 peptide
the four imidazole coordinated bisligand zinc(Il) and copper(ll) complex can be
described involving the adjacent histidines.
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These findings gave reason to synthesize and study the amyloid dimer
derivative. According to the spectroscopic study of the ligand containing two
AB(1-16) fragments connected at the C-terminus and pegylated the deprotonation
of amide nitrogens is shifted to higher pH compared to the monomer derivative
in the presence of equivalent amount of copper(ll) ion. This observation indicates
that both peptide chains can play a role in the formation of these complexes
confirming again the dimerization during the development of Alzheimer’s
disease. Precipitaion appeared after adding eight equivalent of copper(ll) ion
equally to the anchoring groups in the ligand. Adding zinc(ll) ions to the
Cu(Il) - amyloid dimer equimolar system the change of CD-spectra refers to the
rearrangement of copper(ll) ions from the four imidazole binding mode to the
amide coordinated species. Zinc(ll) ions are able to occupy the former
coordination mode with the involvement of the adjacent histidines in this case
although the realignment of copper(ll) takes place only in the presence of other
possible binding sites eg. the N-terminal binding site of the ligand. Accordingly,
redistribution of copper(ll) ions in the presence of zinc(ll) can not be observed in
the case of the ApB(8-16)HH derivative.

According to our results the high level of metal ions in AD patients’
brains can induce the aggregation and plaque formation of amyloid. However,
the increase of the concentration of copper(ll), zinc(ll) and iron(ll/I11) ions
during the development of amyloidosis can not be ruled out. The exact role of
metal ions can be confirmed by other, mainly biochemical and biological studies
focusing on the oligomerization processes of the ligand in the absence of the
mentioned transition-metal ions.
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