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|. BEVEZETES, CELKITUZESEK

Evtizedek ota ismert, hogy bizonyos fémionok koncentracidja
megné ¢és amiloid plakkok jelennek meg az Alzheimer-korban
szenvedok bizonyos agyi régidiban. A kutatdsok kozponti kérdése,
hogy a fémionok homeosztazisanak zavara a betegség kivalto oka
avagy annak kifejlédése sordn kovetkezik be a felhalmozodasuk.

Ennek fényében az Alzheimer-kor kialakulasaban szerepet
jatszo PB-amiloid peptid réz(II)- cink(ll)- és vas(II/IIT)ionokkal vald
kolcsonhatasanak vizsgalata elengedhetetlennek bizonyul. Ezen peptid
koros formajanak megjelenése és aggregacidja ugyanis a felsorolt
tagl amiloid-B peptid szekvencigjat tekintve szdmos, fémion-
megkotésre alkalmas, valamint azt segitd polaris aminosav-oldallancot
tartalmaz, mely alatdmasztja a fémionok szerepét az amiloidozis
kifejlodésében. Tobb kutatocsoport, koztiik a Debreceni Egyetem
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének Bioszervetlen Kémiai
Kutatocsoportja 1s vizsgélta a peptid fémionkotd képességét. Ennek
soran fény deriilt arra, hogy az N-terminalis lancvég felelds a fémion-
koordinacioért, mig a molekula tovabbi része apoléris csoportokat
tartalmaz hidrofob jelleget kolcsonozve, mely sajatsag az aggregacid
révén kertil elétérbe. Az oldategyensulyi vizsgalatokat megnehezitette a
rossz oldhatdsag, melyet a peptid pegilalasaval kiiszoboltek ki. A
polietilén-glikollanccal vald 0Osszekapcsolas révén lehetévé valt az
amiloid-f peptid fémkomplexeinek vizsgalata és annak meghatarozasa,
milyen az egyes fémionok affinitisa a rendelkezésre 4llo
kotohelyekhez. A vizsgalatok a Cu(Il)- és Zn(II)-ionok mellett a
Ni(ll)-ionokra is kiterjedtek, mely szintén nagy stabilitdsu komplex
kialakitasara képes a peptiddel és a réz(Il)ionok koordinacids
viselkedésének modellezésére is alkalmas. Ennek eredményeként
megallapitottdk, hogy a peptid 1-16 szekvencidja vesz részt a
fémionmegkdtésben, mely szakaszban a terminalis aminocsoport
mellett a 6-0s, 13-as és 14-es pozicidban 1évé hisztidin szerepel
horgonycsoportként. Az AB(1-16) esetén az [. tabldazatban Osszegzett
modon megy végbe az emlitett &tmenetifém-ionok koordinacidja.



1. tabldzat: Atmenetifém-ionok megoszidsa az amiloid-f (1-16) fragmens
kétohelyei kozott

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

A fémionok kotOhelyek kozotti megoszlasat tehat korabban
megadtak, azonban a kialakuld részecskék kotésmodjanak teljes
leirasdra és a koordinacioban részt vevd valamennyi donoratom
megadasara még nem keriilt sor.

A vizsgélt peptidrészlet szamos, 1ényegesen kiilonb6zd vagy épp
nagy hasonlosagot mutatd kotdhellyel rendelkezik, melyek affinitdsa az
egyes fémionok fel¢ azonban nagyban kiilonbozhet. Kutatasaink elsd
szakaszat tehat az jelentette, hogy elkiiloniilt kelatképzé ligandumok
segitségével modellezziink  hisztidin(eke)t  és/vagy  terminalis
aminocsoportot horgonydonorként tartalmazé koordinacids helyeket
egy molekulan beliil, igy téve lehetdvé azok dsszehasonlitisat.

A vizsgalatok tovabbi részét az emlitett AP(1-16) szakasz
fragmenseinek és/vagy azok modell-ligandumainak tanulméanyozasa
jelentette. Ezen peptidek egyik csoportjat az AP(1-9), a masikat az
APB(8-16) peptidrészlet ill. szarmazékaik képezték. A pontos
koordinaciés modok meghatarozasanak érdekében a nativ peptid egyes
kotéhelyeit elkiiloniilten vagy kiilon ligandumokban tartalmazé
modellpeptideket allitottunk el6 a kutatocsoportban.

Az utobbi években latott napvilagot az a felfedezés, miszerint a
kor lefolyasaban fontos szerepe van az amiloid-B peptid
dimerizaciojanak, ugyanis ez a lépés kritikus a tovabbi aggregacio ¢s
plakk-képz6dés szempontjabol. A dimer viselkedést tanulmanyozando
szintetizaltuk azt az Gn. amiloid dimer szarmazékot, mely két A(1-16)
fémmegkoté fragmenst tartalmaz a C-terminusan Osszekapcsolva,
valamint pegilalt az oldhatosag novelése érdekében.

Az emlitett ligandumok komplexképzddési folyamatait réz(II)-,
nikkel(I1)- és cink(Il)ionokkal vizsgaltuk pH-metrids, UV-lathat6, CD,
'H NMR, ESR spektroszkopias ¢és ESI-MS technikakkal. Azon
rendszerek esetében, amelyekben lehetdség volt erre, vegyes
fémkomplexek kialakuldsat is tanulmanyoztuk, hiszen bioldgiai
koriilmények kozott egyidejiileg tobb fémion is jelen lehet.



Il. ALKALMAZOTT TECHNIKAK

1. Szilardfazisa peptidszintézis (SPPS):

A vizsgalt peptideket a kutatocsoportban Libertyl, illetve a
peptidszarmazékot az olaszorszagi Cataniai Egyetemen Liberty
mikrohulldmt peptidszintetizald késziilékkel (CEM, Matthews, NC)
automatizalt modon allitottuk eld. A szilard fazist Rink Amide AM, ill.
Fmoc-Gly-Wang tipust gyantak jelentették, melyek aminocsoportot,
ill. glicin aminosavat tartalmaznak a feliiletiikon, igy C-terminuson
védett, ill. szabad peptid keletkezik a hasitast kovetéen. Ezen peptidek
szintézisét Fmoc/tBu technika alkalmazasaval végeztiik, az aminosavak
karboxil- és aminocsoportjanak aktivalasat a TBTU/HOBt/DIEA
stratégia szerint végzetiik N,N-dimetilformamidos (DMF) koézegben.
Az eloéallitott ligandumok szerkezete az /.a és 1.b dabrakon lathato.

2. Nagynyomasu folyadékkromatografia (HPLC)

Az eldallitott peptidek tisztasagarol HPLC-kromatogramok

felvételével bizonyosodtunk meg. A vizsgalatokhoz trifluorecetsav
0,1 %-os vizes (A), illetve acetonitriles (B) elegyét hasznaltuk
eluensként, a tisztasdgellendrzéshez 3% A ¢és 97% B, ill. 2% A ¢és
98% B eluens-osszetételt és 0,8-1,0 ml/min aramlasi sebességet
alkalmaztunk. A mérések Vydac CI8 forditott fazisu kolonnan
(250 mm x 4,6 mm, poérusméret: 300 A, szemcseméret: 5 um)
torténtek, a detektalast Jasco MD-2010 plus detektorral, 222 nm-en
veégeztiik.
3. pH-potenciometrids titralas segitségével is ellendriztiik a peptidek
tisztasagat ¢és megallapitottuk a ligandumok protonalddasi allandoit,
valamint a réz(Il)-, nikkel(ll)-, cink(ll)- és vegyes fémkomplexek
stabilitdsi allandoit. A méréseket vizes oldatban végeztiik kiilonb6z6
aranyban (0 < M:L < 2) fémiont ¢és ligandumot tartalmazd
rendszerekben (T = 25 °C; | = 0,20 mol/dm*® KCI). A ligandum-
koncentracio 1x107% - 2x107% mol/dm® koncentracio-tartoméanyba esett.
A ligandumok protonalodasara és a fémkomplexek képzddésére
vonatkoz6 stabilitasi szorzatokat a PSEQUAD ¢és SUPERQUAD
szamitogépes programokkal szamitottuk ki a kisérleti adatok
segitségével. A meghatarozott allanddkat felhasznalva a MEDUSA
szamitogépes programmal abrazoltuk az egyes rendszerek részecske-
eloszlasi diagramjait.




4. Az UV-lathato (UV-vis) spektrofotometrids méréseket a 250-800 nm
hullamhossztartomanyban, szobahdmérséekleten kiviteleztiikk a réz(II)-
¢s nikkel(IT)ionokat tartalmazé rendszerekben. Az abszorpcids
spektrumokat  3-12  pH-tartomanyban, a  pH-potenciometrias
titralasokhoz alkalmazott fém-ligandum aranyok mellett regisztraltuk
Perkin  Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras UV-lathato
spektrofotométer segitségével, melyhez 1,000 cm 1uthosszi kvarc
kiivettat hasznaltunk.

5. A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopias méréseket a
Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztik, JASCO-810
tipusi  spektropolariméteren. Ezen technika alkalmas olyan
fémkomplexek szerkezetének felderitésére, melyek optikai aktivitast
mutatnak. Munkank sordn a Cu(Il) és/vagy Ni(Il) tartalmi
fémkomplexek esetén volt lehetdség a részecskék szerkezetének
CD-spektrum alapjan torténd leirdsdra. A tanulmanyozott rendszerek
fém-ligandum aradnya, homérséklete, pH-tartomanya és a mérések
hulldamhossztartomédnya megegyezik a fotometrids vizsgéalatoknal
alkalmazottakkal, a kiivettak thossza 0,100 és 1,000 cm volt.

6. A 'H NMR spektroszkopias méréseket BRUKER AM 360 MHz
FT-NMR ill. Bruker Avance DRX 400 MHz FT-NMR késziiléken
végeztiik, a spektrumok kiértékeléshez az 1D WIN-NMR Bruker ill. a
MestReNova szoftvert hasznaltuk. A modszer informacioval szolgal a
ligandumok tisztasagarol ¢és néhany Zn(II)-, ill. siknégyzetes
geometriagju  Ni(Il)-komplex koordinacids viszonyairol a szabad
ligandum *H NMR spektrumaval torténé dsszevetés révén.

7. Tomegspektrometria (MS) segitségével azonositottuk az eldallitott
ligandumokat és néhany vegyes fémkomplexet. A vizsgalatokra a
Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén ESI-TOF-MS
technikaval, micrOTOF-Q 9 ESI-TOF késziiléken, ¢, = 1x10~* mol/dm®
koncentracio mellett kertilt sor.

8. Az _elektronspin-rezonancia _spektroszkopias (ESR) méréseket
lefagyasztott mintakban (T = 120 K) az olaszorszagi Sassari Egyetemen
végezték Bruker EMX  spektrométerrel, °Cu izotoppal dusitott
CuSO45H,0 és 10 % etilénglikol alkalmazasaval.
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1. A VIZSGALT LIGANDUMOK SZERKEZETE

LA, H,N-AAHAAAHG-OH
1.B, H,N-AHAAAHG-OH
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1.a dbra: A Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportban
szintetizalt oligopeptidek szerkezete




IV.A, (H,N-DAEFRHDSGYEVHHQK),-N,N-bisz(3-aminopropil)glicin-NH-PEG
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1.b abra: Az eloallitott amiloid dimer peptidszarmazék szerkezete

IV. Ul TUDOMANYOS EREDMENYEK

Doktori értekezésemben az amiloid-f peptid fragmenseinek,
azok mutansainak, illetve modellként alkalmazhatdé szarmazékainak
kolcsonhatasat vizsgaltuk réz(Il)-, nikkel(ll)- és cink(II)ionokkal.
Az oligopeptidek deprotonalddasi, valamint Cu(Il)-, Ni(ll)- és Zn(ll)-
komplexeinek képzddési folyamatait pH-potenciometrids vizsgéalatok
segitségével irtuk le. A stabilitasi szorzatok ismeretében abrazoltuk a
folyamatokat leird6 részecske-eloszlasi diagramokat. UV-lathato
fotometrias és CD-spektroszkopias meghatdrozasok alapjan megadtuk
az egyes komplexekre jellemzd spektroszkopiai paramétereket.
A kotéhelyeket modellezé kis tagszamu ligandumok CD-spektrumait
felhasznalva lehetévé valt a kialakulo réz(Il)- és nikkel(Il)komplexek
szerkezetének ill. azok izomerardnydnak meghatarozasa. A kétmagvu,
ill. biszligandumt komplexek jelenlétét ESR, és/vagy MS mérések
alapjan is igazoltuk.

Kiilonb6zd, terminalis aminocsoportot ¢és/vagy hisztidint
tartalmazo kotéhelyek egy peptidben vald vizsgélatat végeztiik el egy
hepta- és egy oktapeptid esetében, melyekkel vegyes fémkomplexek
tanulmanyozasara is sor keriilt. A dolgozat tovabbi részeit az amiloid-f3
peptid 1-9 természetes fragmense és két modell-liganduma, a 8-16
fragmensének harom szdrmazéka és a teljes 1-16 természetes fragmens
32 aminosavrészletbdl allo Gn. amiloid dimer formaja jelentik. Ez
utobbi molekula vizsgalata csak a réz(II)- és cink(Il)komplexeinek
tanulmanyozasara terjedt ki.



1. Elkaloniilt kelatképzo csoportokat tartalmazoé ligandumok

Hasonl6o donoratomok részvételével megvalosulo, de kiilonb6zo
koordinacidés lehetdségek fémion-affinitdsanak 0Osszehasonlitdsara
alkalmasak azok a ligandumok, melyek egymastol elkiiloniilten
elhelyezkedd horgonycsoportokat tartalmaznak molekul4jukban.
Erre hivatott az l.a dbran feltiintetett ligandumok 1. csoportja, a
H,N-AAHAAAHG-OH  (oktapeptid) ¢és  H,N-AHAAAHG-OH
(heptapeptid), melyeket modellpeptidekként alkalmaztunk.

A vizsgalt oktapeptidben az aminoterminuson létrejovo
(H,N,N')N",Nj)  koordinaciés mod az ATCUN  motivumnak
megfeleld, jol ismerten stabil réz(I)- és nikkel(I)komplexek
kialakitasara  képes  kotohely.  Mindkét  modell-ligandumban
megtaldlhatdo egy lanckozi hisztidin, melynek imidazolnitrogén;jérol
kiindulva az N-terminalis iranyba valdsulhat meg a fémion-koordinéciod
(N7,N",N",N,,) donoratomok részvételével. A heptapeptidben az amino
terminuson (H,N,N",N;,) koordinalt fémion szerepelhet telitetlen
koordinacios szféraval, ami kiegésziilhet a His6 makrokelatszerii
kotédesével.

a, HoN-AAHAAAHG-OH (oktapeptid)

e Cu(ll)- ¢és Ni(Il)-ionok esetén is az N-terminalis lancvég
koordinacioja bizonyult elsédlegesnek az MH_j;L (MH_,LH)
részecskében, de dinuklearis komplexek is kialakultak mindkét
fémionnal.

e Zn(ll)-ionokkal enyhén savas koriilmények kozott a terminalis
aminocsoport és a hisztidinek részvételével makrokeldt szerkezet
alakul ki. Ezéltal az oligoglicinekhez képest nagyobb stabilitasu
komplexek jonnek Ilétre, azonban 7-es pH koriil hidrolizis
kovetkezik be. Az amidnitrogének deprotonaléddsa nem megy
végbe, a réz(Il)- és nikkel(Il)ionokéihoz képest kisebb stabilitds
jellemzd a komplexeire.

o Cu(ID/Ni(l1) vegyes fémkomplex kialakulasat MS-spektruma
alapjan is bizonyitottuk, CD-spektruma pedig arra utal, hogy az
N-terminuson réz(Il)-, a His7 kornyezetében nikkel(Il)ion
koordinacidjaval 1étrejové izomer van jelen meghatarozé
mennyiségben.



b, H,N-AHAAAHG-OH (heptapeptid)

e Az oktapeptidtél eltéréen az aminoterminus preferencidja nem
csak a réz(Il)- és nikkel(IT)-, hanem a cink(II)ionok esetében is
megfigyelhetd.

e Enyhén savas pH-n bekovetkezik a fémion-koordinacié az
N-terminalis részen, melynek stabilitasat a His6 imidazol-
nitrogénjének  ekvatorialis kotédése noveli az  MH_L
komplexben.

e Nagy pH-n szerkezeti atalakulds kovetkezik be réz(I)- és
nikkel(Il) tartalmu rendszerekben: a His2 kiszorulhat a
koordinacios szférabol és tovabbi N~ koordindlodhat vagy a
fémion atrendezO6dhet a His6-re.

o Kétmagvl részecske is kialakul a cink kivételével, azonban
egyértelmiien nagyobb pH-értéken, mint az oktapeptid esetén
melyet az elébb emlitett makrokeldt szerkezet kiemelkedd
stabilitdsa magyaraz.

e Vegyes fémkomplex alakul ki a Cu(II)/Ni(II) rendszerben, a
Ni(IT)/Zn(II) tartalmi rendszerben a nikkel(IT)ionok cink(II)
jelenlétében eltérden viselkedtek a torzsrendszerhez képest.

e Az egyes fémionok két modellpeptid altal reprezentalt haromféle
kotéhely  kozotti  megoszlasa  érdekes  képet  mutatott.
Az oktapeptid amino terminusanak albuminszer( szekvenciajaval
1étrejove réz(Il)- és nikkel(Il)komplexek kiemelkedd stabilitasa
kisebbnek bizonyult, mint a heptapeptidben kialakuld, makrokelat
révén stabilizalt [100% -
fémkomplexé,  melyben cuth)
(HaN,N7,Njm,Njm)
koordinacié jon  1étre. | seo0%

a-

cu2+
[CuB]*  [CuBH.] P
;N T I.’ [CuAH ]

A stabilitasbeli kiilonb- |, | ¥ ks

séget jol mutatja a CuH_;L i v

(CUHLLH) ill. a CulL |zw{ ).~ oy
(CuH_;LH) osszetétell, az |, L2oX o> s ICuBH
amino terminuson 30 50 70 90 PH 110

kialakulé komplex meg- 2. dbra: Komplexeloszlasi diagram
jelenésének pH  értéke Cu(I):AAHAAAHG(A):AHAAAHG(B)

kozotti eltérés az okta-, ill. ckvimoldris rendszerben
a heptapeptidre. A két ligandumot és a réz(Il)iont tartalmazo
terner rendszerben ezen tilmenden megfigyelheté a heptapeptid



altal koordinalt fémionok megnovekedett aranya az irodalomban
leirt, kimondottan Cu(Il)- ¢s Ni(Il)-ionok szdmara kedvezd
albuminszerii koordinacidhoz képest (2. abra).

e Zn(ll)-ionok esetén a preferencia még Kkifejezettebb az
(HoN,N")N;;,Nijm)  koordinacié  irant, melyet a  vegyes
fémkomplexek  kialakuldsa is alatamaszt.  Cink(II)ionok
jelenlétében a réz(Il)- vagy nikkel(Il)ionokat tartalmazé
rendszerekben megvaltozik a fémionok megoszldsa az egyes
kotéhelyek kozott, a réz(Il)- és nikkel(I)ionok nagyobb
mértékben foglaljak el a His6 kdrnyezetét a heptapeptidben, mint
biner rendszerben.

2. Amiloid-B (1-9) fragmens és modellvegviiletei

A természetes amiloid-f peptidben a termindlis aminocsoport
(HoN,NTN,N) és a His6 (N ,N,N",N,,) kornyezete jelent két
koordinacios lehetdséget, melyet korabban az AP(1-6) fragmens
vizsgalataval irtak le. Az APso4> peptidben a fémion-koordinacid
azonban kiterjedhet az N-terminalis lancvég els6é kilenc aminosavara
(Njm,N7,N7,N"), valamint koordinaciés izomerek johetnek 1étre, melyek
aranyat az Af(1-9) fragmens tanulmanyozasa révén terveztilk megadni.
(3. dbra) A fémion-megkotésben részt vevd donoratomok pontos
leirasdhoz azonban sziikség volt a két modellvegyiilet, a
H,N-DAAAAHAAA-NH, (DAsHA3) ¢és a H,N-DAAAAAHAA-NH,
(DAsHA,) peptidek vizsgalatara is.
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3. abra: Az egyes lehetséges koordindcios modokban részt vevo donoratomok
az AS(1-9) természetes fragmensben

a, H,N-DAAAAHAAA-NH, (DA,HA;)

e Az els6 modellpeptidben az oldallancok hatéasat kiiszoboltiik ki az
aminosav egységek alaninra torténd cseréjével az Aspl (az Ala2)
¢s a His6 kivételével. A komplexeloszlasi kép a mért



pH-tartomanyban 1ényegében nem valtozott az Af(1-9)
természetes fragmenseéhez képest, azonban kisebb stabilitassal
képzddtek a hasonld szerkezetli részecskék.

e Az elsddleges kotdhely szintén az aminoterminus volt, immaron a
réz(Il)ionok szdmara is nagyobb mértékben (~90%).
Az oldallancok hidnya tehat kedvezdtlen a His6 kornyezetében
torténd fémionmegkotés szempontjabol.

e A Zn(ll)-ionokkal csak gyenge kolcsonhatas alakult ki az
oldallancok részvételével, pH > 8 esetén a fémion hidrolizise és
csapadék levalasa kovetkezett be.

o Kétmagvi komplexek csak nagy pH-n, a fémhidroxid
csapadékbol vald visszaoldddasat kovetden alakultak ki
réz(Il)ionokkal. A C-terminus irdnyaba torténd amidnitrogén-
koordinaci6 (Nj,,N,N,N) csak erdsen Iugos kozegben
kovetkezik be.

b, H,N-DAAAAAHAA-NH, (DAsHA,)

o A feltiintetett szekvencidban a hisztidin a 6-osrél a 7-es pozicioba
keriilt, melynek oka a kelld szdml amid-nitrogén biztositasa a
fémionok koordinacids szférainak telitésére. A kiilonbséget tehat
az jelenti, hogy a dinuklearis réz(Il)-komplexben mind az
(HoN,NTN,N) mind az (N,N N7 ,N,,) koordinacio egyidejii
kialakuldsara  is  van [oo% ;

lehetdség. A masodik |©M

modell-ligandum fémmeg- | ™" | AR

kotd sajatsagait tekintve | eo% -

nagy hasonldsagot mutat o |

az elébb emlitett peptidéi- Cu(l)-DAHA,

vel: a hisztidin athelyezése |2%{ / it S

a  C-termindlis  felé = T \SuliOANA, h""“
lényegében nem valtoz- 3 4 5 6 7 8 9  10pH11

tatott a komplexkeépzési 4. dbra: Cu(Il)ionok megoszidsa az
sajatsagokon, tehat az ApB(1-9) fragmens és szarmazékai kozott
amiloid-p (1-9) fragmens-  Cu(I11):A5(1-9):DA;HAz:DAsHA,=
hez hasonld koordinacio 1:10:10:10

valosul meg a két szdrmazékban is.
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o A természetes fragmens szekvencidja kifejezetten alkalmas
réz(Il)ionok megkotésére, amit a DAsHA; és DAsHA,
szarmazékokkal vald 6sszehasonlitas is mutat. (4. dbra)

¢, H,N-DAEFRHDSG-NH, (Af(1-9))

e Mindharom fémion képes mononukledris komplex kialakitdsara
(NH,,COO " ,|N,,) makrokelat képzodésével, melyet a tovabbi
aszpartil és glutamil oldallancok stabilizalhatnak.

e Amidnitrogén-deprotonalodas és -koordindcié csak a Cu(Il)- és
Ni(Il)-ionok esetén megy végbe.

e Az amino terminus preferencidja mindkét fémion komplexeiben
megfigyelhetd, a Cu(Il)-ionokhoz képest (~75%) a Ni(II)-ionok
esetén nagyobb mértékben (~100%).

o Kétmagvi részecske kizardlag réz(Il)ionokkal képzddott,
melyben a 4N koordindcié nagyobb ardnyban alakult ki az
N-terminuson megkotott fémion kdrnyezetében.

3. Amiloid-B (8-16) fragmens szarmazékai

A természetes szekvencia 13-as ¢és 14-es hisztidinjének
fémmegkotd sajatsagait tanulmanyoztuk a mar korabban vizsgalt
AB(8-16)Tyrl10Ala szarmazék tovabbi, Vall2Gly pontmutacidjaval
nyert peptiden keresztil. A glicin részlet a komplexszerkezet-
meghatarozashoz jarul hozza oly modon, hogy a CD-spektrumon eltéré
valtozast okoz optikai  aktivitisanak  hidnya révén. Igy
megkiilonboztethetévé valik a His13-r6l ill. a Hisl4-r6l kiinduld
koordinaci6. A kétféle kotésmod jellemzdinek megismeréséhez
azonban tovabbi két mutansra, az emlitett két valtoztatason tul a
His13Ala, valamint a His14Ala cserékre volt sziikség.

a, Ac-SGAEGAHQK-NH, (A(8-16)AH)

e Az egy hisztidint tartalmazo, Hisl3Ala szarmazék egy-egy
réz(Il)- vagy nikkel(Il)iont képes megkotni (N,N-,N7,N;)
donoratomok részvételével.

e Cink(IT)ionokkal nem képes stabilis komplex kialakitdsara, a
fémion pH > 6 értéken hidrolizal.
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b, Ac-SGAEGHAQK-NH, (AA(8-16)HA)

e Szintén egymagvi részecskék alakulnak ki a Hisl4Ala
mutacioval kapott peptiddel, az AS(8-16)AH szarmazékhoz
hasonl6 koordinacids moddal.

e A szekvencia nem akadalyozza meg a Zn(II)-ionok hidrolizisét,
csapadék jelenik meg pH > 6 értéken. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a cink(Il)ionok stabilis koordindcidjdhoz
elengedhetetlen két hisztidin jelenléte.

e A két egyhisztidines szarmazék komplexképzési tulajdonsagai
kozott eltérést jelent a CuH_j;L (CuH_,LH) Gsszetételii részecske
Kitlintetett ~ stabilitisa az ApS(8-16)HA mutanssal. Ennek
magyarazata lehet a Glu(COO") ekvatorialis kotédésének
stabilitdsnoveld hatdsa, mely a harmadik amidnitrogén
koordinaciojat nagyobb pH-értékre tolja el.

¢, Ac-SGAEGHHQK-NH, (AA(8-16)HH)

e A nonapeptidben haromféle kotésmodra van lehetdség: a
His13-t6l vagy a His14-t6]l az aminoterminus felé (N-,N",N",N,)
vagy a Hisl4-t6l C-terminus iranyaba  (Njm,N,N,N)
koordinacioval.

e Mononuklearis réz(Il)komplexben az izomerek ardnya koriilbeliil
azonos, az egyes hisztidinekrél az N-terminus fel¢ kiindulva
(NN ,N",N;,) koordinacidoval, melyet feltehetben a masik
hisztidin imidazolnitrogénjével axidlisan kiegészit.

o Kétmagvi részecskében szerkezeti atalakuldas megy végbe a
masodik réz(IT)ion megkotddésekor: az elsé ekvivalens réz(Il)ion
atrendezddésével a His 13 kornyezetébe, a masodik fémion pedig
a C-terminus felé 1étrejovo koordinacioval kotddik.

e Ligandumfelesleg mellett biszligandumti Cul,H, komplex
jelenléte is bizonyitott ESR spektruma alapjan.

o Nikkel(Il)komplexek csak 1:1 fémion-ligandum aranyban
alakultak ki, meghataroz6 mennyiségben (~100%) a His14-tdl
indul6 koordinacioval.

e A korabbi AB(8-16)Tyrl0Ala mutanshoz hasonldéan kiemelkedd
Zn(I-ionaffinitast mutattunk ki. Ligandumfelesleg mellett
biszligandumu, fémfelesleg esetén dinukledris részecskék
jelenlétére utal a pH-potenciometrids meghatarozas, utobbi
tomegspektruma alapjan is bizonyitott.
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4. Az amiloid dimer szarmazék

A B-amiloid peptid dimerként wvaldo  viselkedésének
alatamasztasara szolgal az AP(1-16),-CgH:7;ON4-PEG  oligopeptid-
szarmazék, melyben 0sszesen nyolc kotéhely talalhato. (1.b abra)

rrrrr

1,5 < pK < 11,5 tartomanyba esnek. A hig oldat (7x10~* mol/dm?)
azonban a pH-potenciometrias mérés alapjan csupan a
kolcsonhatas kvalitativ jellemzését tette lehetove. Ugyanakkor az
UV-lathatdo és a CD-spektroszkdpids mérések szamos fontos
informacioval szolgaltak a Cu(Ill):L = 1:1 aranyd rendszert
illetden.

e Nyolc ekvivalens réz(Il)ion megkdtésére képes az eldallitott
szarmazék, csapadék megjelenését csak tovabbi fémion
hozzaadésara tapasztaltunk.

e Ekvivalens mennyiségii réz(Il)ion jelenlétében a
peptidszarmazékban az amidnitrogén-koordinacié fiziologias
pH-tartoményban késleltetett a pH fiiggvényében a monomer
szarmazékhoz képest. Ez a viselkedés alatdmasztja az amiloid
plakkok képzddése soran kulcsfontossagunak vélt dimer forma
kialakulasat.

e Erdekes valtozast tapasztaltunk a Cu(II)::L = 1:1 rendszerhez
cink(Il)ionokat adagolva: a CD-spektrumon a savok
intenzitdsanak novekedését okozta, mely a réz(Il)ionok
koordinacidés viszonyainak megvaltozasat jelentheti. Ennek
értelmében a cink(Il)ionok nem szoritjdk ki, de atrendezik a
réz(Il)ionokat a részecskékben.
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IV.AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

A fehérjék szamara fontos fémkotOhelyet jelentenek a hisztidin
oldallancok. Bebizonyosodott, hogy ugyanazon kotéhelyek is
rendelkezhetnek kiilonbozo affinitassal az egyes atmenetifém-ionok
felé. Két modellpeptidiinkben hisztidin  tartalmi  kotéhelyeket
hasonlitottunk 0ssze a kialakuld réz(Il)-, nikkel(ll)- és cink(II)ionok
stabilitasa révén, melyek alapként szolgdlhatnak hisztidint tartalmazo
peptidek fémion-megkotésének megallapitasanal. Ennek
eredményeként a kiemelkedé Cu(Il)- és Ni(Il)-ionkotéként szadmon
tartott ATCUN-motivumnal stabilisabb kotohelyet jelentett az
(NH2,N",N;,,N;m) koordinacio savas, semleges ¢€s enyhén lugos
kozegben is. Ezen feliil bebizonyosodott, hogy Zn(Il)-ionok szamara a
H,N-AHAAAHG-OH heptapeptid kivalo fémmegkotoként szolgal.
Ilyen horgonycsoportokat tartalmazé ligandum az Alzheimer-koérban
alapvetd fontossagu amiloid-f peptid, melynek fragmenseit vizsgaltuk
az emlitett harom fémionnal. A képz6dd komplexek szerkezeti
tanulmanyozasa révén meghataroztuk a koordindcidban részt vevo
donoratomokat, a fémionok preferencidjat az egyes kotohelyek felé,
valamint a komplexek izomeraranyat. A vizsgalatok eredményeként az
amiloid-f peptid kiugr6 affinitasa mutathatd ki Cu(Il)- és Zn(II)-ionok
felé. A két fémion preferencidja azonban eltéré az egyes kotohelyek
irant: mig a réz(ll)ionok az aminoterminust, a cink(ll)ionok a 13-as és
14-es pozicioban 1évé hisztidinek kornyezetét részesitik eldnyben.
Ennek eredményeként az amiloid dimer peptidszarmazékban
Zn(ll)-ionok hozzaadasara a Cu(ll)-ionok atrendezédése kovetkezik be
az imidazolnitrogén-koordinalt kotéhelyrél az amino terminus felé,
amidnitrogének részvételével kialakulo komplexbe. Az AP(8-16)
szarmazék réz(Il)ionokkal biszligandumt részecskét is képes volt
kialakitani, mely alatamasztani latszik az amiloid-f peptid
fémionindukadlt oligomerizdcidjat az €16 szervezetben. Az AB(1-16),
szarmaz¢ék amidnitrogénjeinek koordinacidja nagyobb pH értékre, az
enyhén lugos tartomanyba tolodik el az AB(1-16) monomerhez képest,
mely szintén a dimerizacios folyamatot erdsitheti meg. Az altalunk
nyert eredmények tehdt kozvetve  hozzdjarulhatnak  0jabb
gyogyszerhatdéanyagok Kkifejlesztéséhez, melyek az Alzheimer-kor
kialakulasat gatoljak, illetve annak kezelésében jatszhatnak szerepet.
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