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I. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Napjainkra vitathatatlannd valt, hogy a fémionok az ¢16
szervezetekben el6forduld fehérjékkel kolcsonhatasba 1épnek
komplex vegyiiletek keletkezése kozben. Az elemek €16 szervezetekre
gyakorolt hatasa alapjan két kategoriat kiilonithetiink el: egyrészt a
létfontossagu, masrészt a szennyezdé elemeket. Utobbi kategéria
mérgez0, illetve kozombds alcsoportokra oszthato. A Cu(Il) és Zn(II)
egyértelmiien 1étfontossagu nyomelemek, mig a Cd(I) mérgezo
tulajdonsagu, a Ni(Il) karaktere pedig a vizsgalt organizmus
mindségének fliggvénye.

A fémionok az ¢él6 szervezetekbe a taplalkozas Utjan vagy
valamilyen  kiils6 hatds révén (példaul ipari munka,
kornyezetszennyezés) keriilnek be, és leggyakrabban
oligopeptidekkel és fehérjékkel 1épnek kdlcsonhatasba azok gyengén
vagy er6sen koordinalodé oldallancbeli funkcioscsoportjaikon
keresztiil  koordinativ  kolcsonhatds eredményeként. Gyengén
koordinaléddé oldallinc az aszparaginsav és  glutaminsav
karboxilatoldallanca, erbésen koordinaléddé pedig a hisztidin
imidazolil-, valamint a cisztein tiolatcsoportja. A fémionok kiilonféle
folyamatokban vehetnek részt: (i) szerkezetalakit6 szerepet toltenek
be (cink-ujj fehérjék) (ii) elektronatmenettel jard folyamatokat
katalizalhatnak kiilonb6z6 enzimek aktiv centrumaban (iii) tovabbi a
szervezeteket negativ. moédon érintd folyamatokban (példaul
létfontossagn  ionok helyettesitése, oxidativ stressz, enzimek
blokkolédsa, neurodegenerativ elvaltozasok létrehozasa) jatszhatnak
szerepet. Amennyiben egy fém vagy annak ionja nagy mennyiségben
dusul fel egy élélényben akut, illetve idiilt mérgezés kialakulasaval

kell szamolni.
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Az emlitett oldallancok és fehérjék, valamint peptidek
kolcsonhatdsat mar tobb évtizede vizsgaljak:

Az egy, kettd, illetve tobb aszparaginsavat és glutaminsavat
tartalmazo peptidek fémion szelektivitasat a meglévo irodalmi adatok
alapjan kevéssé kiterjedten tanulmanyoztak.

A cisztein, illetve multicisztein peptidek tobb kozlemény
kozéppontjaba keriiltek az elmult idészakban, mivel az ilyen
aminosavat tartalmazé fehérjék a létfontossagii fémionok (Zn(II),
Fe(11/111)) mellett, akar toxikus fémionokkal (Cd(IT), Pb(II), Bi(lll)) is
kolcsonhatasba 1épnek.

Az idegrendszeri vagy neurodegenerativ rendellenességekért olyan
fehérjék térszerkezeti megvaltozasa a felelds, amelyek hisztidint
tartalmaznak kiilonb6z6 szamban (prion protein (Szivacsos
agyvelOgyulladas, amiloid-f  (Alzheimer-Koér), tau  fehérje
(tauopatiak)). A tau fehérje és az amiloid-f§ egyarant részt vesznek, a
kozismerten az id6sebb generaciot érint6 betegség, az Alzheimer-kor
kialakulasban. A fehérje és fragmensei szisztematikus oldat-
egyensulyi folyamatinak vizsgalata hozzdjarul a kor molekularis
hatterének részletesebb megismeréséhez.

A Debreceni Egyetem Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportjaban
szisztematikus vizsgalatok folynak mindharom fentebb emlitett
témaban, én ezekbe kapcsolodtam be, €s a munkdm sordn a kovetkezo
célokat tiiztiik ki:

1.  Egy, illetve tobb aszparaginsavat és glutaminsavat tartalmazo
peptidek Cd(Il)-ion felé mutatott fémionkotéképességének
vizsgalata.

2. Egy, illetve két ciszteint tartalmazo kistagszami peptidek
szisztematikus vizsgalata, amelyek segithetnek a nagyobb

tagszamu peptidek oldategyensulyi viselkedésének
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értelmezésében. A kutatas arra iranyult, hogy a ciszteinek
szdma ¢és pozicidja a peptidek szekvencidjaban hogyan
befolyasolja azok Cd(II)- és Zn(Il)-komplexeinek Gsszetételét
és  stabilitasat. Az  eredményeket a  Ni(I)-ion
tanulmanyozasaval tettiik teljessé.

crer

¢és 32. szamu hisztidint (His 14 és His32) és azok kornyezetét
tartalmazd fragmensek és mutansaik vizsgalata elsésorban
Cu(Il)-ion jelenlétében. Mivel a Ni(ll)-ion segithet utobb
emlitett részecskék koordinacidos kémiai viselkedésének
értelmezésében, igy néhany esetben a Ni(II)-komplexek

tanulmanyozasat is terveztiik elvégezni.
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II. ALKALMAZOTT TECHNIKAK

pH-potenciometrias modszerrel hataroztuk meg a kiilonboz6
Cu(I)-, Zn(11)-, Ni(I)- és Cd(II)-komplexek stabilitasi allandéit. A
vizsgalatokat vizes kozegben végeztiik 298 K hémérsékleten, 0,20
mol/dm® ionerésség alkalmazisa mellett, a 1égkéri szén-dioxid,
oxigén- és 6zongaz kizarasaval. A fémion/ligandum aranyt 2:1 és 1:4
kozott valtoztattuk. A PSEQUAD és SUPERQUAD szamitogépes
szoftverek felhasznalasaval a kisérleti adatok alapjan hataroztuk meg
a fémkomplexekre jellemzd stabilitdsi szorzatokat. Ezekbdl a
MEDUSA programmal készitettik el a képz6d6 részecskék
koncentracié-eloszlasat a pH-fiiggvényében.

UV és UV-lathaté spektrofotometrias modszerrel a réz(Il)-,
nikkel(1)- és kadmium(II)-komplexeket, valamint a tiolcsoportot
tartalmazo ligandumok oldatait vizsgaltuk. A spektrumokat Perkin
Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras spektrofotométeren rogzitettiik
jol zarhaté 1,000 cm uthosszh kvarc kiivettaban, 2:1, 1:1, 1:2 és 1:3
fémion/ligandum aranyok mellett a pH valtoztatasaval, 200-900 nm
hullamhossztartomanyban. Az aranyokat és a pH értékeket a pH-
potenciometrias mérések alapjan valasztottuk meg.

Az altalunk tanulmanyozott Cu(Il)-, illetve Ni(ll)-komplexek
CD-aktiv tulajdonsaguiak, mivel kiralitas centrumot tartalmaznak. A
cirkularis dikroizmus (CD) méréseket Jasco J-810 tipusu késziiléken
hajtottuk végre a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén,
valamint a CNR-1BB (Consiglio Nazionale Delle Ricerche - Instituto
Di Biostrutture e Bioimmagini, Catania, Olaszorszag) kozpontban. A
spektrumok pH-fliggését vizes kozegben rogzitettiik, tobb esetben
egyedi mintak felhasznalasaval, 2:1, 1:1, 1:2 és 1:3 fémion/ligandum
aranyok mellett, kiillonboz6é pH-értékeken, 0,100 és 1,000 cm
uthosszusagu kiivettakban, 200-800 nm hullamhossz-tartomanyban.
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13Cd NMR vizsgalatokat a Cd(Il)-komplexben a fémionhoz
kot6dd  tiolat-S  donoratomok  szamanak  meghatarozasdhoz
hasznaltunk. A spektrumokat Bruker AMX 400 MHz késziiléken
vettik fel, és a kiértékelés soran MestreNova 8.1 szoftvert
hasznaltunk.

Az elektronspin-rezonancia spektroszkopia (ESR) olyan
részecskék vizsgalatara alkalmas, amelyek parositatlan elektront
tartalmaznak, vagyis paramagneses sajatsagiak. A Cu(Il)-ionra ez
igaz, igy komplexei tanulmanyozhatok ezzel a modszerrel. A fémion
koriil kialakult koordinacios médokat, egytttal a koordinacioban részt
vevé donoratomok mindségét, a komplexekre szamitott paraméterek
Osszehasonlitasaval tudjuk megallapitani, mivel a moédszer nem
abszolut.

A méréseket a CNR-IBB kutatokézpontban a veliink
egyittmikodésben all6 Dr. Giuseppe Pappalardo és munkatarsai
végezték. A mérések egy szamitogép altal vezérelt Bruker Elexsys
E500 CW-ESR késziiléken torténtek. A mintak legfeljebb 10%
metanolt tartalmaztak a felbontas javitasa érdekében, valamint 150 K
homérsékleten, kiilonbozé pH-értékeken és fémion/ligandum arany
alkalmazasa mellett torténtek vizsgalatok.

A  komplexek 0Osszetételének alaposabb megismeréséhez
tomegspektrometrias méréseket is végeztiink. A mérések ugyancsak
Olaszorszagban a Giuseppe Pappalardo vezette kutatocsoport altal
késziiltek. A nagyhatékonysagi ESI-MS spektrumokat Q Exactive
(orbitrap) tomegspektrométeren (Thermo Fisher Scientific) keriiltek

felvételre, pozitiv médban.
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I11. Vizsgalt ligandumok

A vizsgalt ligandumok egy részét kereskedelmi forgalombol
szereztiik be: az aszparginsav- és glutaminsav-tartalmi peptideket
(DA, DD, EE, DE, DDD, DDDD) a Bachem cég allitotta el5. A
cisztein aminosavat tartalmazé peptideket (Ac-SAAC-NH,, Ac-
SCCS-NH;,  Ac-CSC-NH;, Ac-CSSC-NH;,  Ac-CGSC-NHy),
valamint az Ac-EVMEDHAG-NH; ligandumot a Debreceni Egyetem
Szervetlen ¢és Analitikai Kémiai Tanszékén, mig a tau fehérje
szekvenciajahoz kothetd, tobbi peptidet (Ac-QGGYTMHQ-NH,, Ac-
KGGYTMHK-NH;, Ac-KGGATMHK-NH;, Ac-EDHAGTMHQD-
NH;) a CNR-IBB kutatokdzpontban allitottuk el6. Az Osszes
ligandum szerkezeti képlete az 1. tabldzatban talalhato.

A peptidek szintéziséhez Liberty 1™ (CEM, Matthews, NC)
automata mikrohullamt peptidszintetizalé késziiléket és Fmoc/tBu
véddcsoport stratégiat alkalmaztunk. A peptidek N-terminalis
aminocsoportjanak védettségét acilezéssel értiik el, a C-termindlis vég
amidalasat pedig a Rink Amide AM tipusti gyanta biztositotta. Az
amino- és karboxilcsoportok aktivalasahoz a szintézisek soran
TBTU/HOBU/DIEA stratégiat hasznaltunk. A gyantat, illetve az
oldallancban talalhato véddesoportok eltavolitasat
TFA/H,O/TIS(/DODT) elegyében végeztiik, és az igy nyert oldatbol
a peptidet hideg dietil-éterben torténd kicsapassal nyertiik ki. Sziirés
vagy centrifugalas utdn a ligandumokat liofizaltuk, majd a
tisztasagukat nagynyomasu folyadékkromatografias (HPLC), ESI-
MS, ESI-TOF és/vagy MALDI-TOF technikakkal ellendriztiik.
Amennyiben az eldallitott anyag csak a hatéanyagot és esetleg inert
szennyezO4t tartalmazott, tovabbi tisztitds nélkill alkalmaztuk azt. Ha
sziikséges volt a peptid tisztitasa abban az esetben RP-HPLC technikat
alkalmaztunk.
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1. tablazat: A vizsgalt ligandumok Osszeg- és szerkezeti képlete
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IV. Uj tudomanyos eredmények

4.1. Jellemeztiik a novekvé szamban aszparaginsavat és/vagy
glutaminsavat tartalmazé peptidek Cd(I1)-ion kotéképességét.

»  Megallapitottuk, hogy a karboxilatcsoportok részvételével
kezdédik el a komplexképzddés, gyengén savas pH
tartomanyban, protonalt komplexek keletkezése kdzben.

» A pH novelésével az ammoniumcsoport deprotonalodik és
[NH2,(COO")y] koordinaciés mod valdésul meg, ami nem képes

megakadalyozni a fémion hidrolizisét a lugos pH-tartomanyban.

» A karboxilatcsoportok novekvé szama a [CAL] komplexek
stabilitasanak kismértékii novekedését eredményezi, amelyet a

komplexek ndvekvo toltése nem befolyasol.

» A tobbi vizsgalt fémion eredményével vald Gsszevetésbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a peptidek nem szelektivek Cd(II)-ionra
(1.abra).

35 3
-3,7 N
-3,9 ﬁ‘\* ]
| NER |
41 ﬁ_\
-43 LR

I3

=~
e

19A[ML]-pKamino

1
o

(X

1. dabra: A GG, GGG, DD, DDD és DDDD peptidek
Ig[ML]-pKamino értékei
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4.2. Jellemeztiik az egy- és két-cisztein-tartalmi peptidek Cd(II)-
és Zn(II)-komplexeit Osszevetve a korabban vizsgalt ciszteint
tartalmazo peptidekkel.

»  Megallapitottuk, hogy stabilis mono- és biszkomplexek
keletkeznek, és a stabilitdsra minden esetben a Cd(Il) > Zn(II)
sorrend adhat6 meg.

» Az egy-cisztein-tartalmu peptid komplexeinek stabilitasi
allandoit oOsszevetve az Ac-DAAC-NH; és Ac-HAAC-NH;
peptidek megfeleld komplexeinek értékével azt a megallapitast
tettiik, hogy a ligandumokban jelenlévé egyéb donorcsoportok
novelik a képz6dé komplexek stabilitasat, ami mindkét fémion
esetén az Ac-SAAC-NH; < Ac-DAAC-NH; < Ac-HAAC-NH;
sorrendben valtozik.

» A Kkét ciszteint tartalmazo peptidekkel képz6d6 komplexek
stabilitasa akkor a legnagyobb, ha a kialakul6 [S™,S7] makrokelat
tagszama 12 vagy 15.

» A kapott adatokat 6sszevetve a korabban vizsgalt két terminalis
donorcsoportot tartalmazo peptidekre kapott eredményekkel
[S‘ S1[SS7]
. 12
z i
3,

2. abra: Kiilonbozo koordinaciés médi monokomplexek stabilitasi
dllandoi
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(2. abra) azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy mind a Cd(Il)-,
mind a Zn(ll)-komplexek stabilitisa a koordinalodo
donorcsoportok alapjan az [Im, Im] < [S] < [S7, COOT] <
[S7,Im] < [S7,S7] sorrendben nd.

4.3. Tanulmanyoztuk, hogy két-cisztein-tartalmi peptidekben a

ciszteinek kozotti aminosavak szimanak novekedése hogyan

befolyasolja a képz6dé Ni(II)-komplexek sztochiometriajat.

>

Megallapitottuk, hogy Ni(II)-ion jelenlétében a gyengén savas és
semleges pH-tartomanyban el6térbe keriil a tobbmagvh
komplexek képzddése, ahol a koordinalodott tiolat-S
hidligandumként két fémionhoz is kotédik, mint példaul a
[NisL4]?> komplexben (3. abra).

S'/—\S' /—\

~ ~ ~ .
~ . -

247 S g2t
NiZt Ni?
e ~ R S P ~

s’ TS

3. dbra: A [NisLs]?> dsszetételii komplex
sematikus dbrdja

Ezek az eredmények kiegésziti a hasonld szekvenciaju
kistagszamu peptidekre korabban kozolt irodalmi adatokat,
amelyekben csak egymagvi  komplexek keletkezését
feltételezték [1-3].

[1] M. Rowinska-Zyrek, D. Witkowska, S. Bielinska, W. Kamysz, H. Kozlowski;
Dalton Transactions, 2011 (40) 5604-5610.
[2] M. Rowinska-Zyrek, D. Witkowska, D. Valesin, W. Kamysz, H. Kozlowski;

Journal of Inorganic Biochemistry, 2007 (101) 1699-1706.

[3] P. Kolkowska, K. Krzywoszynska, S. Potocki, P. R. Chetana, M. Spodzieja; S.
Rodziewicz-Motowidolo, H. Kozlowski; Dalton Transaction, 2015 (44) 9887-9900.
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Megallapitottuk tovabba, hogy a peptidek C-terminalis

pozicidjaban talalhatd cisztein aminosav oldallainca az

elsédleges fémionkotdhely.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a cisztein aminosavak
szekvencian beliili tavolsaganak ndvekedésével (i) a
polinuklearis komplexek képzédése hattérbe szorul, valamint,
hogy (i) a horgonycsoport mellett jelenlévé masodik
tiolatcsoport, a horgonycsoportot megel6z6 peptidnitrogén
donorok koordinacidjat egyre kisebb mértékben gatolja.

Osszevetve kiilonbdzé fémionok [ML] komplexinek stabilitasat
a kovetkez6 sorrend allithaté fel: Cd(II) > Pb(Il) > Zn(Il) >
Ni(ll), azaz a ligandumok a Cd(ll)-iont képesek a
leghatékonyabban megkdtni, ami &sszhangban van az Osszes

fémkomplexet tartalmazé predominancia gorbékkel (4. dbra).

1,0
Cd(l1)-komplexek

508 1

£06 - Ni(l1)- Zn(11)-
§ komplexek komplexek
50,4 A

h )

Pb(I1)-komplexek

S
20,2 -

0,0 | .
4,0 5,2 6,4 7,6 pH 8,8

4. dabra: CdA(I1):Zn(11):Pb(11):Ni(11):Ac-CSSC-NH:
1:1:1:1:1  rendszer  predominancia  gorbéi

(fémiononként a  komplexek  koncentracioja
dsszegezve)
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4.4. Tanulmanyoztuk a tau fehérje Hisl4 és His32 tartalmu
fragmenseinek és a His32 tartalmi mutiansainak komplexképzé
sajatsagait Cu(ll)-, illetve Ni(l1)-ion jelenlétében.

»  Megallapitottuk, hogy a hisztidin mind a Cu(II)- mind a Ni(ll)-
ion megkdotésére képes, de a Ni(Il)-komplexek termodinamikai
stabilitasa szamottev6en kisebb, mint a Cu(Il)-komplexeké.

» A hisztidin az elsédleges kotéhely a molekulakban, azonban a
Tau(9-16) peptidnél a szekvenciaban jelenlévd
karboxilcsoportok képesek a M(II)-Im koordinalt komplexek
stabilitasat megnovelni a Cu(Il)-ion esetén a gyengén savas, mig
a Ni(ll)-ionnal a fiziologias pH tartomanyban.

» A pH novelésével a peptidek szekvencidjaban a hisztidint
megel6z6 peptid-NH csoportok  fémion indukalt
deprotonalodasa és kordinacidja jatszodik le: (i) A Cu(ll)-ion
esetében ez két 1épésben torténik, mig (ii) a Ni(Il)-ion esetében
kooperativ a folyamat.

»  Megallapitottuk, hogy a kétféle kotdhely esetében a hisztidin
aminosavak eltérd kornyezete miatt eltér6 CD-spektrumok
jellemzoek a Tau(9-16) és Tau(26-33), valamint annak mutansai
Cu(ll)- és Ni(II)-komplexeire. Ez a jelenség a His14 és His32
aminosavakhoz val6 kotddés megkiilonboztetésére ad

lehetdséget.

» Az adatokbol arra kovetkeztettiink, hogy mindkét fémion esetén

a His32 a kedvezébb kotohely, amelyet az 5. dbra szemléltet.
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» A Tau(12-16)(30-34) peptidben a kétféle kornyezetli His
kotohely dsszekapcesolt formaban van jelen. Ez kiilonbségeket
eredményezett: (i) a két imidazolilcsoport kdtddése megndveli a
keletkez6 Cu(I)- és Ni(Il)-komplexek stabilitasat (ii) a
Tau(12-16)(30-34) peptid két ekvivalens Cu(Il)-iont is képes
megkotni. Az  ekvimolaris rendszer  spektroszkopids
vizsgalataval azonositottuk, hogy a His32 az elsédleges
kotohely, mindkét fémion szdmara, ami alatdmasztotta a két

nativ szekvenciara megallapitott preferencia sorrendet (5. dbra).

= C = Ni(1I
RTR 210 T Tau2633
§ Tau(26-33) g
C 0.5 - 2,05
g Tau(9-16) g Tau9-16
E 0.0 T T T 1 E 0,0 T T T 1
3 5 7 9 11 3 5 7 9 11
a) pH b) pH

5.  dbra: A Cu(ll):Tau(9-16):Tau(26:33) 1:1:1 (a) és a
Ni(ll):Tau(9-16):Tau(26-33) 1:1:1 (b) ardnyu rendszerek
predominancia diagramjai
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V. EREDMENYEK HASZNOSITHATOSAGA

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékének Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportjaban mar
évtizedek ota kutatjuk kiilonféle biologiai szempontbol meghatarozo
jelentéséggel birdo fémionok és fehérje modell (oligo)peptidek
komplexkémiai viselkedését in vitro koriilmények kozott. A kapott
eredmények tudomanyosan helytalldo alapokat biztositanak késébbi
akar biologiai és/vagy orvosi kutatdsokhoz.

A kutatocsoportnal végzett munkam soran fény deriilt arra, hogy
az [NH2,(COO)y] (x = 2-5) koordinacios moéd 6nmagaban nem
elegend6 a Cd(II)-ion szelektiv megkotésére, tehat sziikség van
valamilyen mas donorcsoport jelentlétére is a peptidek
szekvenciajaban a szelektivitas noveléséhez.

Az eredmények azt mutattdk, hogy elsésorban a CXXC és
CXXXC szekvenciak kedvezok a Cd(Il)-ion szelektiv megkotésére a
fiziologias pH-tartomanyban, igy a Cd(II)-ion szelektiv megkotésére
alkalmas peptidek tervezhetok ezen szekvencidk beépitésével a
molekulaba. A Ni(ll)-komplexek eredményei hozzajarultak, hogy
kiilonbozé kornyezetben 1év6 ciszteint tartalmazd nagyobb peptidek
komplexeinek spektralis paramétereit értelmezni tudjuk, és igy azok
szerkezetére kovetkeztethessiink.

A tau fragmensek esetében egy altalanos tendencia nem vonhato
le, a fehérjében taldlhaté mas kotdhelyek koordinaciés kémiai
viselkedésének megismerése nélkiil. Ugyanakkor a tauopatidk
molekularis hatterének megismeréséhez a tau fehérje két N terminalis
kotéhelye eltéré fémionkotoképességének ismerete mindenképpen
hasznosnak bizonyulhat.
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