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1. Bevezetés és célkitiizések

1. Bevezetés és célkituzeések

Neurodegenerativ betegségek biokémiai hdtterének a vizsgalata

Manapsag egyre tobbet lehet hallani az agyvel6 degenerativ elvaltozasait okozé
megbetegedésekrdl. Az egyik ilyen betegség, az atolthatd szivacsos agyveldsorvadas (TSE)
szamos allatfajban €s az emberben is évtizedek oOta ismert, mindig halallal végz6do betegség.
Az orvosokon kiviil a kdzvéleményt azonban nemigen foglalkoztatta ezen ritka betegség
mindaddig, amig 1985-ben el nem kezdddott az angliai kergemarhakor (BSE) jarvany, €s nem
sokkal kés6bb a BSE eredetlinek vélt, emberéleteket is kdveteld Creutzfeld-Jakob kor (CJD) is
megjelent. Az Alzheimer-kor (AD) ezzel szemben manapsag igen gyakorinak szédmit. A
betegség kialakuldsa az életkor elérehaladtaval egyre valdszinlibb, a 90 éves kor feletti
lakossagnak akar 10%-4t is érintheti. Bioldgiai mintdk vizsgalatakor azt talaltak, hogy a beteg
agyszovetekben egy olyan fehérje csapodik ki (TSE esetén ennek a neve prion protein, AD
esetében pedig amiloid-p fehérje), ami az egészséges szovetekben is megtalalhat6, azonban a
betegség kialakuldasa sordn megvaltozik a konformacidja (anélkiil, hogy az aminosav-
szekvenciajaban barmilyen valtozas vagy mutacid6 menne végbe), és igy plakkok forméjaban
kicsapddik. Ezeknek a plakkoknak a vizsgéalata azt mutatta, hogy benne a fémionok
eléfordulasa eltérd, mint az egészséges agyszovetben, arra azonban maig nincs egyértelmi
magyarazat, hogy ez vajon okozodja vagy kovetkezménye-e a betegségnek. S.B. Prusiner
Nobel-dijas (1997) amerikai kutatdé elmélete alapjan a ,.kérokozo” olyan fehérje, amely az
egészséges  szervezetben is  megtalalhatd, de a konforméci6 megvaltozasaval
fehérjeaggregatumként kicsapodik az agyban, rdadasul autokatalitikus mddon gyorsitja az
egészséges fehérjék koros konforméciovaltozasat. Azt is egyre tobb vizsgalat tdmasztja ald,
hogy a betegség kialakuldsaban jelentds szerepet jatszik az agy fémionegyensulydnak a
felborulasa.

Vizsgalataink soran az el6zdekben emlitett két betegségért felelds fehérjének — a prion
proteinnek ¢és az amiloid-p fehérjének, — illetve ezek kisebb modellvegyiileteinek a betegség
kialakulaséaért felelés fémionokkal alkotott torzs- és vegyes komplexeit tanulmanyozzuk. Ezen
fehérjék tobb hisztidint, illetve egyéb koordinal6dé oldallanci aminosavakat is tartalmaznak,

igy akar viszonylag nagy mennyiségli fémion megkotésére is képesek.

rrrrr

Szamos biokémiai folyamat tanulmanyozasa sordn (ilyen az elézéekben emlitett,
neurodegenerativ betegségekkel kapcsolatos fehérjéknek, de emellett metalloproteinek aktiv
centruméanak a modellezésére tervezett kismolekuldknak a vizsgalata is) tobb, egymashoz

térben tobbé-kevésbé kozeli funkcios csoport taldlhatd, melyek mind az hidrogénion, mind a
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fémionok szamara lehetséges kotohelyet jelentenek. Az 4altalaban protondlodasi és
komplexképzodési folyamatok vizsgalatara alkalmazott modszerek (pH-potenciometria, UV-
Vis spektrofotometria) az Gn. makroszkopikus folyamatokat irjak le, azaz megadhatjuk a
segitségiikkel a képzddd részecskék Osszetételét (sztochiometridjat) és stabilitasi allanddjat,
azonban tobb lehetséges kotohely esetében nem érzékenyek a kotddés pontos helyére. Ennek a
megallapitadsara egyrészt olyan spektroszkopiai modszerekre van sziikség, amely kiilon latja
ezeket a kotOhelyeket (ilyen pl. az NMR, vagy a cirkuléris dikroizmus spektroszkopia), illetve
bizonyos esetekben az eredmények kiértékelésére ujfajta matematikai kezelésmodra, azaz
mikrodllandok megallapitdsdra szolgdlé 0j moddszerekre is sziikség lehet. Ez leginkabb
egymassal atfedd folyamatok értelmezésénél mertil fel; amikor is tobb folyamat kdzel azonos
pH-tartoméanyban jatszodik le (ide tartozik a tobb azonos koordindl6éd6é aminosavat tartalmazé
peptidek deprotonalodasa és komplexképzése), illetve amikor egy-egy jel ugyan nagyrészt egy-
egy folyamathoz rendelhetd, ugyanakkor ez a hozzarendelés nem kizardlagos, azaz mas
folyamatok hatdsat is érezni lehet az adott csoporton, bar kisebb mértékben. Ez utdbbi esetben
nem — vagy nemcsak — a kémiai folyamatok, hanem az azok kd&vetésére hasznalhatd

spektroszkopiai adatok is atfednek egymassal.

Fémkomplexekkel katalizalt reakciok kinetikai vizsgdlata

Kutatési tevékenységem reakcidkinetikaval foglalkozo teriilete egyrészt a homogén, masrészt a
heterogén katalizist érinti. Ezen két nagy teriiletet 0sszehasonlitva a homogén katalizis elonyei
kozé elsésorban a katalizatorok jelentds aktivitasat és szelektivitdsat szokds sorolni. Emellett
homogén katalitikus reakciok esetében a folyamatok reprodukélhatosaga Iényegesen jobb (nem
befolyésoljak a sebességet pl. olyan, viszonylag nehezen kontrollalhat6 tényezdk, mint amilyen
a keverés sebessége, vagy a katalizator részecskeeloszlasa), és a kovetésiikre is tobbféle on-line
modszer alkalmazhat6. Ugyanakkor a reakcid végén a katalizator elvélasztdsara ipari
méretekben gyakran nincs megoldas, €s igy alkalmazasuk nem gazdasdgos.

Szamos probalkozas torténik arra, hogy a fémkomplex katalizdtor a reakcid végén
lehetbleg teljes mértékben visszanyerhetd, és ujabb folyamatokban ismételten felhasznalhato
legyen. Az egyik ilyen lehetOség a katalizator szilard hordozon térténd megkotése, azonban ez
sokszor a katalitikus aktivitds vagy a szelektivitds csokkenésével, leoldodassal, vagy mas
problémaval jart. Joval nagyobb sikert értek el azokban az esetekben, amikor két egymassal
nem elegyedo oldoszert alkalmaztak: az egyik olddszer ilyenkor a katalizatort, a masik pedig a
szubsztratumot, illetve a reakcid termékét tartalmazza. A legtobb atalakitandod szubsztratum
szerves vegylilet, melyek tobbsége csak szerves oldoszerben oldoédik, igy ez képezi a szerves
fazist, a masik fazis pedig — a kdrnyezetvédelmi szempontokat szem eldtt tartava — a katalizator
vizes oldata. Ilyen kornyezetbarat, vizoldhatdo katalizatorok fejlesztésével, illetve

miikodésiiknek reakciokinetikai vizsgalatdval is foglalkoztam az utobbi években.
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2. Vizsgalati modszerek

Oldategyensulyi mérések és szamoldasok

A kiilonféle aminosav- és peptidszarmazék ligandumok esetében vizes (vagy oldhatosagi
problémak esetén vizes-etanolos) oldatban, pH-potenciometrids modszerrel hataroztuk meg a
stabilitasi allandoit. A titralasi gorbe kiértékeléséhez tobbféle illesztdprogramot (PSEQUAD,
Superquad, Hyperquad) is hasznaltunk. A rendszerben képz0ddé részecskék (kiilonféle
protonaltsagi fokt ligandumok, ill. komplexek) szerkezetét egyrészt a stabilitasi allando adatok
hasonldé komplexekkel valo kritikai Osszevetése alapjan, masrészt kiilonféle spektroszkdpiai
modszerekkel hataroztuk meg. Az altalunk alkalmazott legfontosabb technikdk a kdvetkezdk
voltak: '"H-. ’C- és *'P-NMR, tobbdimenzios NMR technikék (ligandumprotondlédas,
cink(Il)-, sitknégyzetes nikkel(Il)-, valamint palladium(ll)komplexek), spektrofotometria (UV-
Vis), cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia (réz(1l)-, nikkel(ll)-, palladium(Il)-,
kobalt(Il)komplexek), tomegspektrometria (ESI-MS), ESR (réz(1l)komplexek). Ezen mddszerek
hasznalatanal valamennyi esetben kiilonféle fémion/ligandum aranyoknal, illetve kiilonféle pH-
értekeken sziikséges volt méréseket végezni.

A mikroallandok meghatarozéasara egyrészt NMR modszert alkalmaztunk (a ligandum
protondlodasi  folyamatai), mésrészt a szines fémkomplexek (foképp réz(ll)komplexek)
esetében CD mérésekbdl nyert informécid segitségével végeztiik el a sziikséges szdmitdsokat.
A matematikai modellek felallitasat kovetben az illesztésekhez MicroMath Scientist, Matlab,

valamint Microsoft Excel Solver programot hasznaltunk.

Kinetikai mérések és kiértékelésiik

Homogén fazist kinetikai méréseinket szobahdmérsékleten spektrofotometridsan, illetve —
lassubb reakciok esetében — idofiiggd NMR mérésekkel kovettiik. A rendszerek levegére nem
voltak érzékenyek. A reakcidkat szerves oldoszerekben (toluol, benzol) hajtottuk végre. A
kinetikai gorbék kiértékelésére egyrészt a kezdeti sebességek modszerét alkalmaztunk,
masrészt a teljes kinetikai gorbéket kiilonféle kinetikai és egyéb illesztéprogramok (MicroMath
Scientist, Microcal Origin, Kaleidagraph, KinSim, ZiTa) segitségével elemeztiik.

Heterogén katalitikus reakcidinknal a katalizatort valamennyi esetben a reaktansokkal
¢és termékekkel nem elegyedd, pufferelt (foszfat-, ill. citratpuffert tartalmazd) vizes fazis
tartalmazta. A reakciok oxigénre vald érzékenysége miatt sziikséges volt a Schlenk-technika
(argonatmoszféra) alkalmazdsa. A reakciok egy részét ugyanakkor magas hdmérsékleten
(80 °C) kellett végrehajtani annak érdekében, hogy néhany ora alatt megfeleld konverziot
érjiink el. A reakcidk eldrehaladtat gazkromatografiasan kovettiik, azonban egyes esetekben

(szobahdmérsékleten) NMR méréseket is végeztiink.
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3.1. A prion betegségek kialakulasaval kapcsolatos oldategyensulyi

vizsgalatok

A human prion protein (HuPrP) egy 250 aminosavbdl felépiild fehérje, amely réztarolod és
-szallito funkciot 1at el az agyban. A fehérje nagy része (HuPrP91-230) rendezetlen szerkezet,
¢és protedzokkal nem lebonthat6. Itt talalhatd a toxicitasért felelés HuPrP106-126 szakasz is,
amely a protein aggregalodasaért, igy a betegség kialakulasaért kozvetlentl felelds.

A prion protein esetében harom fontos, C- és N-termindlisan védett (a nativ peptidben
nem terminalis) fragmenst kell vizsgalni, melyek részt vehetnek a fémionok kotésében: az elsd
az ,,octarepeat” HuPrP57-91 és kisebb szarmazékai (HuPrP60-91, HuPrP61-65, HuPrP60-85),
ahol egy nagyon jellegzetes, 8§ aminosavat tartalmaz6 [PHGGGWGQ] peptidszekvencia
ismétlodik négyszer. Az aminosavak kozott taldlhatd egy hisztidin, ami igen erds fémmegkotd
sajatsagl, és indukdlhatja a vele kelatképzd helyzetben 1évd peptidcsoportok pH novelésével
végbemend 1épcsdzetes deprotonalodasat is. A szekvenciaban taldlhatd emellett egy prolin is
(P), amelyrdl ismert az, hogy meg tudja allitani a 1épcsdzetes peptid-deprotonalddast, mivel a
peptidcsoport kialakuldsa utdn nem tartalmaz NH-csoportot. A triptofdn (W) és glutamin (Q)
szerepe ennél jelentéktelenebb, azonban ha a koordinacid irdnyitdsdban nem is, de a fém
kotésében, a masodlagos szerkezet és az oldhatdsagi viszonyok kialakitasaban ezen csoportok
is részt vehetnek.

A masodik, neurotoxicitasért felelds fragmens az emberben és a csirkében 1évd egyik
nonapeptid prion szakasz (HuPrP106-114 [KTNMKHMAG] ¢és ChPrP119-127
[KTNFKHVAG]), amely minddssze két aminosavban tér el egymadastol. A kétféle
peptidszekvencia kozotti kiilonbség az, hogy amig az emberbdl izolalt protein metionint (M)
tartalmaz a 109. és 112. pozicidban, addig a csirkébdl izolalt proteinben itt fenilalanin (F), ill.
valin (V) talalhatd. (Lehetséges, hogy ennek tulajdonithatd az a tény, miszerint a csirkéknek
nincs prion betegsége.) Ugyanezt a szekvenciat tetrapeptidben is tanulmanyoztuk (HuPrP94-97
[GTHS], HuPrP109-112 ¢és ChPrP122-125) annak eldontésére, vajon mennyi a minimalis
aminosavszam ezen kotohely megfeleld modellezésére. Ugyanennél a fémmegkotd helynél
nemcsak a  nativ  szekvenciat, hanem a  HuPrP106-126Scrambled  peptidet
[NGAKALMGGHGATKVMVGAAA] is eléallitottuk annak tanulmanyozasara, hogy a
fémmegkotés szempontjabdl az egyes aminosavaknak kémiai mindségének, vagy azok

A harmadik fontos fémmegkotd rész a HuPrP184-188 pentapeptid, [IKQHT]. Ez
egyetlen hisztidint tartalmaz, €és koordinacidos szempontbol jol Osszevetheté a masodik
fragmens tetrapeptidjeivel. Itt is vizsgaltunk egy ennél nagyobb modellpeptidet is, a HuPrP180-
193 [VNITIKQHTVTTTT] szakaszt.
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A kisebb peptidszarmazékok vizsgalata mellett annak a megvalaszolésa is alapvet6 volt,
hogy vajon a teljes peptidben az egyes kotohelyek hogyan versengenek egymassal kiilonféle
fémionok esetében (akdr tobbféle fémiont tartalmazd rendszerekben). Ehhez olyan
szarmazékok (pl. HuPrP91-115, HuPrP84-114 ¢és mutansai, HuPrP76-114) mérésére volt
sziikség, amelyek egyszerre tartalmazzak a kiilonféle tartomanyokban 1évd hisztidineket. Ezen
nagyméretli, sok, de térben tavol 1évé koordinalédd csoportot tartalmazd peptideknek a
vizsgélatanadl mar sziikség van a klasszikustol némiképp eltérd kezelésmoddra, a stabilitasi
allandok és az ezekbdl levonhato kovetkeztetések (pl. kooperativitas), eredmények matematikai
statisztikai elemzésére, illetve — a tobb ,,octarepeat” egységet tartalmazé szarmazékoknal a
peptidek és a komplexek oldhatosaga ndvelendd — a peptidlanc polietilén-glikollal (PEG) valo
kapcsoldsara. Tapasztalataink szerint ez utobbi moddszer maés tipusu, tobb aminosavat
tartalmazod peptidek esetében is hatékonyan novelte az oldhatésagot. Emellett a fémion
kotohelyek kozotti megoszlasanal egy 0j, komplexképzddési mikrodllandok meghatarozasara

alkalmas moédszert is kifejlesztettiink; ez utobbirol részletesebben a 3.3. fejezetben lesz szo.

3.1.1. Vizsgaltuk a prion protein ,octarepeat” tartomdanydnak a protondlodasi folyamatait,
valamint a komplexképzodését kiilonféle dtmenetifém-ionokkal (ezek koziil
réz(IDionnal kaptuk a legérdekesebb eredményeket). A pH novelésével — a
peptidszekvenciaban a hisztidint megelézo prolin hatdsdra — a deprotondlodas a C-
terminadlis iranyba indul el, és igy elso lépésben egy 7-tagu, a kisebb tagszamuakhoz
képest kisebb stabilitasu kelatrendszer alakul ki. (C1.1., C1.2., C1.3.)

Az egyetlen ,octarepeat” monomer egységet tartalmazd peptid réz(Il)komplexei
esetében a pH novelésével 1épcsdzetes deprotonalddas figyelhetd meg a peptid C-
termindlis iranyaba. Ennek a koordinacidos modnak a stabilitdsa kisebb, mint a hisztidin-
tartalmt peptideknél altalanos, N-terminalis irdny deprotonalddasé, de igy is képes a
fémiont a teljes mérhetd pH-tartomanyban (pH 2-11) megvédeni a hidrolizistol.

Amennyiben a vizsgalt peptid egynél tobb (ketté vagy négy) ,,octarepeat”
egységet tartalmaz, mar megfigyelhetd az ezek kozotti kooperativitds, azaz az elsd
fémionnak a koordinacidja erésen megnodveli a masodik fémion koordinacios készségét
modon, ami kedvezObb a tobbi fémion szamara is. Ennek megfelelden pl. a
Cu(Il)/’octarepeat dimer” rendszerben mar 1:1 fémion/ligandum ardnynal is nagy
mennyiségben megjelennek a kétmagvi (két réz(Il)iont tartalmazd) komplexek,
ugyanakkor a peptid kb. 50%-a fémiontdl mentes, szabad formaban talalhatd. Ugyanez
a hatas a ,tetra-octarepeat” ligandumnal még erdteljesebb (ez esetben a négymagvi
komplexek stabilitasa kitlintetett).
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3.1.2. Részletesen tanulmdanyoztuk a konformdcios valtozasokért felelds, emberben

3.1.3.

elofordulo HuPrP106-126 fragmens, illetve az ennek a kisebb modelljét képezd
HuPrP106-114 és a csirkében lévé ChPrP119-127 réz(Il)- és cink(I)komplexeit.
Emellett eloallitottunk egy olyan szekvencidat is (HuPrP106-126Scrambled), amely
ugyanazokat az aminosavakat tartalmazza, mint a nativ prion proteinben taldlhato
szakasz, de az aminosavak sorrendje 0ssze van keverve, és ennek is megvizsgaltuk az
elobb emlitett fémekkel valo komplexképzését. (Cl.1., C1.4., C1.5., C1.6.)

A 106-126 peptidszakasz esetében vizsgalataink alapjan joval stabilabb komplexek
képzddnek, mint az egyetlen ,,octarepeat” egységet tartalmaz6 modellekkel. A hisztidin
koordinalédasa utan az amidnitrogének deprotondlodasa az N-termindlis iranyba megy
végbe, igy végilil nagy pH-ra stabilis, (6,5,5)-tagi csatolt kelatrendszer jon létre.
Emellett a Cu(Il)/HuPrP106-114 rendszer esetében a metionin koordinacidja tovabb
noveli a 3N-es komplex stabilitasat.

A HuPrP106-126 vizsgéalata — 0Osszehasonlitva az el6z6 szarmazékokkal —
hasonl6o eredményeket adott, igazolva azt, hogy ezen szekvencia hidrofob oldallancai
gyakorlatilag nem befolyasoljak a fémek koordinaciojat.

A HuPrP106-126Scrambled szekvencia vizsgalata sordn problémat jelentett,
hogy vizes oldatban 6-os pH felett drasztikusan lecsokkent a ligandum oldhatdsaga, igy
a mérések egy részét igen hig oldatokban, viz/etanol elegyben végeztiik. Réz(Il)ionnal
csak 1:1 Osszetételli komplexek képzddnek az imidazolil oldallancon mint horgonyon
keresztiil, 1épcsdzetes deprotondlodassal. A 4N koordinécio kialakuldsa utdn még két
lizin deprotonalodéasat lehet detektalni a pH novelésével. A ligandum tartalmaz
metionint is, ami azonban — a Cu(II)/HuPrP106-114 rendszerrel ellentétben — itt nincs
megfeleld helyzetben ahhoz, hogy koordinalodjon. Ezen szekvencia sokkal inkabb a
Cu(IT)/ChPrP119-127 rendszeréhez hasonlit mind koordinacios kémiai, mind biologiai
szempontbo6l.

Cink(IT)ionnal ennél joval gyengébb koordinacidt sikeriilt csak kimutatni.
Fiziol6gias pH-nal az imidazolon keresztiili monodentat koordinacié volt jellemzd, amit

a metionin jelenléte sem befolyasolt szamottevden.

Meghataroztuk a prion protein helixIl domain-jében taldlhato 187-es hisztidint
tartalmazo egyhisztidines modellpeptidek protondlodasi folyamatait, valamint réz(11)-
és cink(ID)ionnal alkotott komplexeit. Vizsgaltuk a peptid fémionokra vonatkozo

szelektivitasat és a kialakulo komplexek koordindcios médjait. (C1.7.)

Méréseink alapjan a HuPrP184-188 fragmens igen szelektiv rézre, a cink(Il)ionnal csak
nagyon kis stabilitasu, 1N koordinacioji komplex képzddott 6-os pH felett, azonban
ennek a moltortje legfeljebb 30%. Ezzel szemben a Cu(Il)/HuPrP184-188 rendszerben
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3.1.4.

3.1.5.

mar 4-es pH- megkezdddik a komplexképzddés a cink(Il)komplexszel azonos 1IN
szerkezettel, majd ezt 5,5-6s pH-ndl a két, N-terminalis vég fel6li amid-nitrogén
kooperativ deprotondlodasaval 3N, 8-as pH-n pedig 4N koordinacié valtja fel. A nem-
koordinal6do lizin deprotonalddasa a szabad liganduméval egyezd pK-val jellemezhetd.
A rendszeren a réz(Il)/ligandum aranytdl fiiggetleniil csak 1:1 Osszetételli komplexek
alakulnak ki, amelyeknek a stabilitdsa azonban nagyobb, mint barmely egyéb, egyetlen
hisztidint tartalmaz6 prion szakaszé.

HuPrP180-193 esetén igen hasonld szarmaztatott stabilitdsi allandokat ¢s
koordinaciés modokat kaptunk, ami alapjan megallapithatjuk, hogy a HuPrP184-188
pentapeptid j6 modellje a peptid helixII domain-jének.

A kisebb méretii prion szegmensek (ChPrP122-125, HuPrP61-65, HuPrP109-112,
HuPrP94-97, HuPrP184-188) vizsgalatat elvégeztiik a réz(Il)- és cink(Il)-ionon kiviil
egyéb, létfontossagu és toxikus fémekkel is, amelyek — a kordabbi irodalmi adatok
alapjdan — szintén feleldsek lehetnek a prion betegségek kialakuldasaért. Ezen fémionok
a kovetkezok: palladium(Il), nikkel(ll), kadmium(Il), kobalt(ll), mangan(ll). Az
osszes vizsgalt féem koordindcios erossége Pd(Il) >> Cu(Il) > Ni(Il) Zn(Il) > Cd(1])
~ Co(1l) > Mn(Il) iranyban csokken. (C1.4., C1.6.)

Valamennyi esetben sikeriilt igazolni a His85-6t tartalmazo6 ,,octarepeat monomer”
egység tobbi hisztidinhez (His96, Hisl11, His187) képesti gyengébb koordinacids
képességét. A legtobb vizsgalt fémionnal gyenge monodentat imidazol-koordinacid
alakul ki fiziologias pH koriil. Palladium(II) esetén ezzel szemben mar egész savas pH-
n képzddik a 3N-es komplex, €s a tioéter-kén koordinacioja mar itt jelentds kiillonbséget

eredményez a HuPrP és a ChPrP szarmazékok kozott.

Osszevetettiik az elézéekben leirt prion szakaszok fémmegkité képességét. Ehhez
egyrészt modellszamitasokat végeztiink, melyben felhasznaltuk az egy hisztidines
szakaszok mar ismert stabilitasi dllandoit és ezekbdl szamoltuk a két- vagy tobbféle
kornyezetben lévo hisztidin kozott a réz(Il)ion megoszlasdat; mdsrészt vigsgaltunk
olyan szekvencidkat is (HuPrP91-115, HuPrP84-114 és ennek mutinsai (HuPrP84-
114His85Ala, HuPrP84-114His96Ala, HuPrP84-114Hisl11Ala), HuPrP(76-114)),
amelyek tobbféle kiilonbozo tartomdanyban talalhato hisztidineket tartalmaztak egyiitt
(C1.2, Cl1.3., Cl.5., Cl.6., C1.7.)

Az egy hisztidines modellpeptideket tartalmazd, szamolt eloszlasgdrbék azt mutattak,
hogy a réz(Il)ion szamara a Hisl187 kotdhely a legstabilabb. Ezzel Osszemérhetd

stabilitasu a Hisl11 és His96, az ,,octarepeat” tartomanyban taldlhaté His85 pedig a
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3.1.6.

legkevésbé stabilis. Ez a kép azonban alapvetéen megvaltozik, ha az ,octarepeat”
esetében dimert vagy tetramert hasznalunk a modellezésre: ez utobbiak minden egyéb,
»octarepeat” tartomdnyon kiviili hisztidinnel eredményesen képesek versengeni a
réz(Il)ionért.

Az altalunk vizsgalt, hosszabb nativ peptidszekvenciak 2, 3 vagy 4 hisztidint
tartalmaznak (ennek megfeleléen maximalisan 2, 3 vagy 4 réz(Il)iont képesek
megkotni). Emellett a hdromhisztidines HuPrP84-114 szegmensnek harom olyan
mutansat is vizsgaltuk, melyekben egy-egy hisztidint alaninra cseréltiink. A harom
kiilonb6zé kornyezetben 1évoé hisztidin  komplexképz6dési tulajdonsdgai nagyon
hasonléak: valamennyi esetben 1N-, 3N- és 4N-koordinaciés mdd tud kialakulni a pH
novelésével. Leginkabb az ,,octarepeat” tartomanyban 1év6 hisztidin (His85) kiillonbozik
a masik kett6tdl, ez eldbbi esetében ugyanis réz(Il) hatdsdra az amidnitrogének
deprotonaldodasa nem a szokasos, N-termindlis, hanem C-terminalis iranyban indul a
prolin miatt. A legtobb spektroszkdpias modszer (ESR, UV-Vis) csak arra érzékeny,
hogy a fémiononhoz hany, és milyen jellegli donorcsoport koordindlodik, igy nem tud
kiilonbséget tenni a harom hisztidin kozott. Azonban a harom hisztidin kortli,
kiilonb6z6 nem koordinal6doé oldallancokkal jellemezheté aminosav-sorrend miatt CD
spektroszkopia igen érzékenynek bizonyult még a két teljesen azonos koordinacios
modu hisztidin, a His96 és a His111 komplexképzddésének a megkiilonboztetésére is.
A méréseink azt mutattdk, hogy a His96 és Hisl11 rézmegkotd képessége nagyobb,
mint a His85-¢, azonban az el6bbi kettd egymashoz viszonyitott fémmegkotd képessége
viszonylag nagymértékben fligg a pH-tol is (fiziologids koriilmények kozott His111 >
His96 >> His85).

A tobb hisztidint tartalmazo HuPrP szekvenciak vizsgalata alatdmasztotta, hogy
semleges pH koril kialakulhat egy [2xN(Im)] koordinacioja, makrokelatos szerkezet;
foleg a His85 és His96 aromas nitrogénjének a részvételével. Ez a részecske azonban
nem jelenik meg nagy mennyiségben a rendszerben, fdleg nem fizioldgias

koncentracioviszonyok kozott.

Statisztikai szamitasokat végeztiink a tobb hisztidint tartalmazo rendszerekben annak
eldontésére, hogy az egyes fémionok kotodése kozott van-e kimutathato
kooperativitas, esetleg antikooperativitis. Ezekhez a szamoldsokhoz nem csak a
hisztidinek szamat és a fémion/ligandum ardnyt, hanem az egyes hisztidinek pH-
fiiggo féemmegkoto képességét (azaz az egyhisztidines modellekkel képzodo komplexek
mar ismert stabilitdsi dallando értékeit) is felhasznaltuk. (C1.2., C1.3.)

Kevés koordinalodé donorcsoportot tartalmazé peptidek fémkomplexei esetében az

eloszlasgorbék alapjan viszonylag egyszerlien megallapithatd a tobbféle fémion
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koordinalédasaval kapcsolatos kooperativitas/antikooperativitas kérdése. Az altalunk
vizsgalt szarmazékoknal azonban — melyekben tobb, legfeljebb 4 azonos His
horgonydonor taldlhaté — mar akar statisztikus okai is lehetnek annak, ha 1:1
fémion/ligandum ardnynal megjelennek a tobbmagvu komplexek is. Ennek a kezelésére
egy olyan, sulyozott statisztikai moddszert dolgoztunk ki, melyben egyrészt
felhasznaltuk az egyes hisztidineknek az egymashoz képesti kotési erdsségét kiillonbozo
aranyoknal (azaz azt, hogy adott mennyiségli fémion hogyan oszlana el az egyes
kotéhelyek kozott — lasd: 3.1.5. pont elsO szakasz), és az igy kapott eredményeket
vetettlik 0ssze a tObbhisztidines szarmazek stabilitasi alland6ibol szamolhato tényleges,
egymagvu-, kétmagvu- stb. komplexekre jellemzd eloszlasokkal. Ezen modszer
segitségével tobb esetben (pl. Cu(ll)/HuPrP84-114) is sikeriilt igazolni, hogy 1:1
fémion/ligandum aranynal a tobbmagvi komplexek megjelenésének csupan statisztikai
oka van, nincs a fémek koordinacioja kozott kimutathatoé kooperativitas, sot, kismértéki
antikooperativitds figyelheté meg, ami a koordindlt réz(Il)ionok -elektrosztatikus
taszitdsaval jol értelmezhetd. Ugyanakkor az ,,octarepeat” tartomanyban 1évé His-ek
réz(Il)megkotésénél ezen modszer is alatamasztott az igen erds kooperativitast.

Ezen modszert felhasznalva sikeriilt értelmezni azt a kisérletileg is megallapitott
tényt, miszerint a tobbmagvi komplexeknek a kisebb fémion/ligandum aranyoknal valé
megjelenése anndl szamottevébb, minél nagyobb hdnyada taldlhaté a fémionnak
komplexben kotott formaban, illetve minél inkdbb hasonlé az egyes kotohelyeken a

koordinacios kotés erdssége.
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3.2. Az Alzheimer-kor amiloid-f peptidjével és ennek fémkomplexeivel

kapcsolatos eredmények

Az Alzheimer-kér kialakuldsaban az amiloid-B(1-42) felhalmozddasa és plakkokkd torténd
aggregacioja jatssza a kulcsszerepet. A fémmegkotés szempontjabol a peptidnek egy 16
aminosavbol 4ll6 szegmense (amiloid-B(1-16) [NH,-DAEFRHDSGYEVHHQK], a
késobbiekben AP1-16) jatszik szerepet, itt talalhato ugyanis az 0sszes potencialis koordinal6dé
donorcsoport, ezért az AB1-16 peptidnek, valamint ezen peptid még kisebb szegmenseinek a
komplexképzését vizsgaltuk kiilonféle fémionokkal.

A prion proteinnel ellentétben ezen peptidnél a lehetséges kotohelyek egymastol nem
olyan tavol helyezkednek el, sot, a szekvenciaban szomszédos hisztidinek is talalhatéak (His13
¢s His14).

A masik Iényeges kiilonbség a prionhoz képest, hogy az A peptidnél kdzvetleniil az N-
terminalis rész felelés a fémkotésért, emiatt ezeket a modellpeptideket (AB1-n szarmazékok)
szabad terminalis aminocsoporttal kellett eléallitani. A mérések azt mutattak, hogy ennek az
aminocsoportnak valoban lényeges hozzdjaruldsa van az teljes peptid fémmegkotd
képességéhez.

A harmadik kiilonbség, hogy itt nemcsak a hisztidin oldallancokat (H) kell potencialis
fémmegkotd helyekként kezelni, hanem — foként cink(Il)ionnal szemben — az aszparaginsavak
(D) ¢és glutaminsavak (E) karboxilatcsoportjait is, melyek megint csak térben kozel
helyezkednek el mind a hisztidinekhez, mind a terminélis aminocsoporthoz. Emiatt ezen peptid
fémmegkotd szakaszanak a modellezésére sokkal koriiltekintdbben kellett megvalasztani az
alkalmas modellpeptideket, mint az eldz6, prion proteinnel kapcsolatos vizsgalatoknal. Az
altalunk vizsgalt szekvencidk a kovetkezdk voltak: AB1-4, Ac-AB1-6, AB1-6, AP1-16, AB1-
16PEG, AB1-16Tyr10Ala, AB8-16 és AP8-16Tyr10Ala (az utobbi kettd — az Ac-AB1-6-hoz
hasonléan — N-terminalis végén véddcsoportot tartalmazott).

3.2.1. Vizsgaltuk az amiloid-f peptid N-termindlis — a fémmegkotésért felelos — végét
modellezo kiilonféle méretii peptideknek a réz(1l) komplexeit. Az oldhatésag novelése
érdekében az API1-16 fragmensnél sziikség volt a peptidlinc PEG polimerrel valo
kapcsolasara (PEG-ilalas). Megdllapitottuk a képzodé komplexek brutté stabilitdsi
dllandoit, illetve szerkezetiiket. Kimutattuk azt is, hogy hipermetallacio esetén
konformacios valtozas kovetkezik be a peptid szerkezetében, amely a betegség
kialakulasaért is felelds lehet. (C2.1.)

A vizsgalatok azt mutattdk, hogy a peptid igen nagy fémmegkotd képességii: négy

réz(Il)iont képes megkotni a mérhetd pH-tartomanyban (egészen 11-es pH-ig), és
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3.2.2.

négymagvu komplexek is kialakulnak a réz(II)/AB1-16 rendszerben. A réz(Il) a szamos
lehetséges kotohely koziil legstabilabban a peptid N-terminalis végén kotodik. A 6
kotési modok kozott — a pH-tol fliggéen — megtaladlhatd az [NH»,COOagp]
kelatszerkezet, az [NH>,COOasp1,Imp;is] csatolt keldt-makrokelat rendszer, az N-
terminalis aminocsoportot tartalmazo rendszerekre jellemzo, 1épcsdzetes amidnitrogén-
deprotonalddassal kialakuldé [NH,,3xN"] koordinacid, két tavoli imidazolil oldallanc
koordinaldédasaval kialakul makrokelatos szerkezet, illetve a hisztidinekrdl mind
horgonycsoportokrdl  kiinduld, 1épcsdzetes deprotonalodéassal kialakuld  4N-es
koordinaci6 is megfigyelheté a rendszerben. Ez utobbi érdekessége, hogy (habar a
peptidszekvenciaban nincs prolin, ami a deprotonalddas irdnyat megforditana a kevésbé
stabilis C-terminalis irdnyba) ebben a peptidben is megfigyelhetd ezen koordinacids
mod négy ekvivalensnyi réz(Il) hatasara: ekkor ugyanis — a His13 réz(Il)kotésének a
kovetkeztében — a réz(Il) szamara ettdl fliggetlen His14 horgonyrdl kiindulva mar nincs
lehetdség 3 amidnitrogén deprotondlodasara az N-termindlis irdnyba, igy a
deprotonalddas a C-terminalis vég felé jatszodik le nagy pH-n, egy csatolt, (7,5,5)-tagt
kelatrendszer kialakuldsaval parhuzamosan.

Egy masik, a kozeli donorcsoportokbol ad6do érdekesség, hogy hipermetallacio
esetében az aminocsoportrdl és a His6-rdl induldé amid-deprotonalddasok szamara nagy
pH-n (ahol a 4N-es koordinaci6 lenne jellemzd) mar nincs elegendé amid-N. Ekkor az
[NH,,3xN"] koordinacié bizonyult kedvezdbbnek az [Impyis,3%XN] koordinacioval
szemben, és igy az utdbbi csak [Impyis,2*xN ]-ig képes eljutni nagy pH-n is.

Azoknal a szarmazékoknal, ahol a 10-es helyzetben 1évd tirozint alaninra
cseréltik (AP1-16Tyr10Ala és AP8-16Tyrl0Ala), nem valtozott a képzddd
komplexeknek a koordinacids modja vagy stabilitdsa, tehat a tirozinnak ezen peptidnél

nincs hatasa a komplexképzddésre.

Vigsgaltuk az amiloid-ff peptid N-termindlis részének, illetve ennek kisebb
modellpeptidjeinek a cink(Il)komplexeit. Azt talaltuk, hogy ezen peptidszakasz akdr
négy cink(ll) kotésére is képes, illetve megdllapitottuk az ezen kotohelyek kozotti
kotéserosségi sorrendet a pH fiiggvényében. Ezt azt mutatta, hogy a cink(Il) nem
ugyanazokat a kotohelyeket szereti, mint a réz(Il)ion. (C2.2.)

Szemben a réz(Il)ionnal, mely az AB1-16 peptid N-terminalis végéhez koordinalodik
legnagyobb stabilitdssal, a cink(Il) szamara a szomszédos hisztidineket tartalmazé
His13-His14 szakasz az elsddleges kotohely fiziologias pH-n. Egy masik alapvetd
kiilonbség a réz(Il)ionhoz képest, hogy mig réz(Il) esetén a 13-as és a 14-es hisztidin
fiiggetlen kotéhelyként mukodik, cink(IT)ion esetén a két szomszédos His egyetlen

fémiont képes megkodtni, makrokelatszerii koordinacioval.
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3.2.3.

3.2.4.

Emellett cink(IT)ionnal szemben nem csak a N-donor csoportoknak, hanem az
Asp és Glu aminosavak karboxilatcsoportjanak is sokkal inkdbb meghatarozo szerepe
van (réz(Il) esetén ezek inkabb csak a stabilitast novelték, a {6 koordinaciés modokat
nem Ok hataroztak meg).

A koordinacios tulajdonsagok ezen kiilonbségei alapjan részben értelmezni lehet
az AP bioldgiai rendszerekben tapasztalhatd, réz(Il)-, illetve cink(II) hatasara

bekovetkezd kiilonbozd aggregacidos mechanizmusat.

Vizgsgaltuk az amiloid-f peptid N-termindlis részének, illetve ennek kisebb
modellpeptidjeinek a réz(Il)- és cink(ID)ionnal alkotott vegyes komplexeit.
Megadllapitottuk, hogy — a vdrakozdsnak megfelelben — a vegyes fémionos
rendszerekben a két fém nemigen zavarja egymds koordindcidjat: a réz az N-
terminalis végen, a cink(Il) pedig a belso, szomszédos hisztidineken kotodik. Ezen
eredményekhez egyrészt olyan mintakat mértiink, melyek a peptiden kiviil mindkét
fémiont tartalmaztak, illetve itt is késziiltek modellszamitisok a kisebb peptidekkel
kapott stabilitdasi adatok felhasznaldasaval.

A két fémion peptiden beliili eltérd preferencidja miatt a két fémion viszonylag széles
koncentraciotartomanyban nem verseng egymassal a kotohelyért. A versengés csak
akkor jelentds, ha ketténél tobb ekvivalensnyi réz(Il)ion mellett kell a cinknek
koordinalddnia, ekkor viszont a cink(Il) kotédése egyértelmiien hattérbe szorul
valamennyi kotéhelyen.

Emellett az egyszerre tobbféle fémet tartalmazo6 rendszerekben végzett titralasok
azt mutattdk, hogy a torzskomplexek mellett két- €s harommagvu, vegyes fémionos
komplexek (CuZnLH,, Cu,ZnLH, és CuZn,LH,) is képzédnek pH 5 felett.

Részletesen vizsgaltuk az amiloid-f peptid N-terminadlis részének, illetve ennek kisebb
modellpeptidjeinek a nikkel(Il) torzskomplexeit, valamint a nikkel(Il)-réz(I1)- és
nikkel(Il)-réz(I1)-cink(Il) vegyes fémionos komplexeit. Megallapitottuk, hogy — habar
a réz(Il) kotodése a legstabilabb a peptidhe; — mind a nikkel(Il), mind a cink(Il)
képes jelentéosen megviltoztatni a réz(Il) kiilonbozo kotohelyek kozotti eloszldsat.
(C2.3.)

Az N-terminalis vég (AB1-6 és kisebb szarmazékai) Ni(Il)-komplexeinek vizsgalataval
sikeriilt igazolni, hogy az amidnitrogén deprotondldoddsa mind az amino-, mind a 6-os
helyzetben 1évé His imidazolrdl kezdédéen végbemehet, azonban — a réz(Il)ionhoz
hasonloan — az elobbi sokkal nagyobb stabilitasu, igy a nativ peptidben az [NH;, 3xN]

koordinacié valésul meg kooperativ médon.
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Az AB1-16 szekvencia akar két nikkel(IT)ion megkdtésére €és oldatban tartasara képes.
Az els6 fémion az amino-terminalis véghez kotddik, mig fémfelesleg esetében a
masodik nikkel(Il) a szomszédos (Hisl13-His14) hisztidineket tartalmazd részhez
koordinalédik valamivel gyengébben, de még igy is megakadalyozva azt, hogy a szabad
Ni(I) nagyobb pH-nal hidrolizaljon. Mind a modellszamitasok, mind a CD-
spektroszkopias mérések azt mutattdk, hogy ligandumfelesleg esetében (azaz olyan
koriilmények kozott, amelyek jol modellezik az emberi szervezetben 1évé koncentracio-
viszonyokat) a nikkel(II)ion minddssze 20%-a kotddik a szomszédos hisztidinekhez, a
tobbi pedig az amino-véghez.

A Cu(Il)/Ni(IT)/AB1-16 rendszerben azt talaltuk, hogy — a cink(II)ionnal
szemben — a nikkel(II) mar képes 1ényegesen befolyasolni a réz(Il) kotéhelyek kozotti
eloszlasat, versengeni azonban nem tud a rézzel az N-termindlis kotOhelyért. A
nikkel(IT) kotodése kovetkeztében a réz(Il) még nagyobb hanyadban koordinalddik az
N-terminalis részre, ahol a masodik fémion szdmara mar nincs elég amid-nitrogén a 4N
koordinaciéhoz.

Végeztiink olyan méréseket is, ahol nemcsak réz(II) és nikkel(Il), hanem
cink(II) is volt a ligandum mellett az oldatban. A ligandum ily mddon is képes volt egy-
egy ekvivalensnyit megkotni a haromféle fémionbdl a teljes mérhetd pH tartomanyban.
A nikkel(II) és cink(Il) egyiittes jelenléte a réz(II) koordinacidjat még inkdbb az N-
terminalis részre kényszeriti. A cink(Il) ezen hatasa kiemelkedd jelentdségli abbol a
szempontbol, hogy termodinamikai stabilitdsa ugyan alul marad a réz(Il) és a nikkel(I)
mellett, de nagy affinitassal bir az AB1-16 szomszédos hisztidineket tartalmazé része
felé. Ezért a koordinacids helyért képes eredményesen versengeni az altaldban N-
donorokkal stabilabbnak tartott nikkellel, és részben kiszoritani azt. A nikkel(II), amely
— a masik két fémmel szemben — a ligandum mindkét végével csak egymagvu
komplexet képes Ilétrehozni, részben az N-termindlis, részben pedig a belsd

hisztidineket tartalmazo kotéhelyen kénytelen koordinalodni.

15



3. Uj tudomanyos eredmények

3.3. Protonalodasi és komplexképzodési mikrofolyamatok tanulmanyozasa

3.3.1. Uj mébdszert dolgoztunk ki kisméretii, bisz(imidazol-2-il)-metilcsoportot tartalmazé
aminosav- és peptidszarmazék molekulak dtfedd protondloddsi mikrofolyamatainak a
kezelésére. A modszer NMR spektroszkopias méréseken alapszik, és képes olyan
rendszerek egyensulyi kezelésére is, amelyekben az egyes funkcios csoportok nem
kovethetok szelektiven egy-egy NMR jelen keresztiil. (C3.1.)

Oldategyensulyi szempontbol részletesen vizsgaltunk olyan kisméretli vegyiileteket
(bisz(imidazol-2-il)-propionsav, bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (BIMA), N-glicil-
bisz(imidazol-2-il)-metil-amin (Gly-BIMA), o-Glu-BIMA, y-Glu-BIMA, His-BIMA,
Phe-His-BIMA), amelyek tobb hisztidines koordindcioji metallopeptidek aktiv helyét
modellezik. Azonban — a nativ peptiddel szemben — itt az imidazolil oldallancok
egymashoz térben kozel helyezkedtek el, ami a tobbnitrogénes fémmegkotés
szempontjabol rendkiviil eldnyds volt, azonban a ligandumok protonalddasi
mikrofolyamatainak a kdvetését ugyanez nehezitette: a molekula olyan kis méretii, hogy
gyakorlatilag valamennyi NMR-aktiv mag ¢érzi valamennyi helyen torténd
protonalodasnak a hatdsat — kisebb-nagyobb mértékben. Emiatt az egyes,
protonalddasra hajlamos csoportok mikroszkopikus pk értékeinek a szamolasara egy
olyan modszert dolgoztunk ki, ahol ezeket a kisebb-nagyobb hatisokat figyelembe
vettliik, de — a kordbbi moddszerekkel szemben — nem modellvegyiileteken keresztiil
(amely modellvegyiiletek természetesen soha nem lehetnek tokéletes modellek), hanem
kozvetleniil a vizsgalandod szarmazékra meghatarozva a mért adatokbol. A matematikai
modellt azzal a feltételezéssel allitottuk fel, miszerint egy adott NMR-aktiv magra a pH
hatasa ugy irhato le, mint az egyes helyeken végbemend protonalddasi 1épésekhez
tartozo hatasok Osszege. Ezeket a hatasokat, illetve az egyes helyekre jellemz6 egyedi
pk értékeket egyszerre lehet szamolni egy olyan matrixegyenletbdl, amelyben az NMR
kémiai eltolodasokbol az egyes makrorészecskékre szamolt normalizalt kémiai
eltolodas értékeket egyenldvé tessziik két matrix szorzatival. Ezek koziil az egyik
megadja az egyes kotési helyeken végbemend protonalddasi folyamatoknak az egyes
NMR-aktiv magokra gyakorolt hatasat, a masik pedig egy Un. proton frakcié martix,
amely megadja, hogy egy adott csoport milyen mértékben protondlt vagy deprotonalt
egy adott protonaltsadgi foku makrorészecske esetében.

A moddszer felhasznalasaval sikeriilt megadni a vizsgalt, tobb imidazolt
tartalmazd ligandumok esetében az egyes koordinacios helyekhez tartozéd pk értékeket,
illetve arrol is szemléletes képet kaptunk, hogy ezek a protonalddasi folyamatok hogyan

befolyasoljak egymast.
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3. Uj tudomanyos eredmények

3.3.2. Vigzsgaltuk kiilonféle, két vagy harom hisztidint tartalmazo tri-, tetra- és pentapeptidek

3.3.3.

protondlodasi mikrofolyamatait, valamint cink(Il)ionnal valé komplexképzidésének
mikroszkopikus folyamatait NMR spektroszkopia segitségével. Sikeriilt az egyes
hisztidineken bekovetkezo hidrogén- vagy cink(IDkoordindciot is elkiiloniteni
egymastol. Emellett vizsgaltuk tovabbi, tobb aminosavat tartalmazo prion- és amiloid-
modell peptidek pH-fiiggo oldatbeli folyamatait is. (C3.2.)

A tanulmanyozott peptidek (Ac-HGH, Ac-HGH-NHMe, Ac-HHGH, Ac-HHGH-
NHMe, Ac-HVGDH-NH,, Ac-HHVGD-NH,, Ac-HVHAH-NH,, Ac-HAHVH-NH,,
Ac-HPHAH-NH,, Ac-HAHPH-NH,, HuPrP84-114, AB1-16PEG) egyrészt a Cu,Zn-
szuperoxid-diszmutaz enzim aktiv centrumat, valamint a human prion proteint és az
amilod- peptidet modellezd ligandumok. Az egy- és kétdimenzios NMR mérések
értékelése alapjan megallapitottuk, hogy a hisztidinek protonalodasi mikroallandoinak
az értéke jo kozelitéssel minden esetben megegyezik (pk 6,4), kivéve, ha a hisztidin a
peptid C-terminalis végén talalhato, és a peptid karboxilcsoportja szabad. Ez esetben a
mikroalland6 a nagyobb értékek felé tolodik (pk 7,0).

Cink(IT)ionnal [2xIm] és [3xIm] koordinacidju, makrokelatos szerkezetek
alakultak ki semleges pH-nal, és ezek stabilitdsa annal nagyobb, minél tobb hisztidin
talalhat6 a szekvenciaban. Emellett a C-termindlis karboxilatcsoport koordinécioja is
noveli a képzddd komplexek stabilitdsat, azonban az aszparaginsav B-karboxilatja mar
ennél joval kisebb hatassal bir. A pH novelésével legtobb esetben vegyes
hidroxokomplexek képzddtek, egyediil a cink(II)/Ac-HHVGD-NH, rendszerben —
amely az AB1-16 szekvencidhoz hasonléan szomszédos hisztidineket tartalmaz — ment
végbe amidnitrogén deprotonalodés 8-as pH felett.

A prion fragmenssel végzett DOSY mérések alapjan, a HOD ¢és a peptid
diffuzidallanddjanak a mérésével meghatarozhatd volt a prion- és az amiloid-modell
peptidekhez koordinalddott vizmolekuldk szama. Ez nagyon jo Osszhangban van a
peptidnek a diffuzidallandd lapjan szadmolt térfogatdval. Megallapitottuk, hogy a
HuPrP84-114 szegmens harmadlagos szerkezete pH-fliggetlen.

Cirkularis dikroizmus spektrometrias (CD) mérések alapjan meghataroztuk kiilonféle
helyzetekben és kiilonféle szamu metionint tartalmazo di- és tripeptidek réz(I1l)-,
nikkel(I)- és palladium(Il)komplexeinek a koordindcios helyeit, koordindcios
mdodjait, illetve a fémionok ezek kozotti megoszlasat. Ugyanakkor a pH-fiiggo CD
spektrumok alapjan a makroszkopikus stabilitdsi allandokat is meghataroztuk. (C3.3.)

A vizsgalt peptidek (GM, MG, GGM, GMG, MGG, MMA, MGM, MMM) egymashoz
igen hasonldéan viselkednek. A képzédé komplexek sztochiometridja és stabilitasi

allandoi gyakorlatilag csak a fémiontol fliggenek, illetve hogy di- vagy tripeptiddel
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3. Uj tudomanyos eredmények

3.3.4.

torténik-e a komplexképzés. A pH novelésével eldszor egy ML komplex képzddik
[NH,,CO] vagy [NH,,CO,Syei1] koordinacidval, majd az amidnitrogének lépcsdzetes
deprotonalddasaval — a metionin helyzetétdl fliggden — [NH2,N,Symern] vagy [NH2,N']
koordinacion keresztiil végiil [NH2,2xXN",Syes] vagy [NH2,2xN,COO ] koordinacid
alakul ki. Az adott sztdchiometridhoz tartozd koordinicios modok a CD méréseknél
kiilonb6zé spektrumot adnak, és ezeket a spektrumokat nem csak a koordinal6do
csoportok befolyasoljak, hanem a koordinalt amidnitrogén melletti, nem koordinalodo
aminosav oldallancok is. Az additivitasi szabdly alkalmazasaval, illetve az egy
metionint tartalmazoé peptidek spektrumainak ismeretében kiillonbséget lehet tenni az
azonos koordinacids sajatsagu két-, ill. hdrom metionint tartalmazé peptidek kozott.

A CD spektrumok alapjan ugyanakkor az axidalis (ML komplexek) és az
ekvatorialis metionin  koordindcido (deprotonalt amidnirtogén(eke)t tartalmazo
komplexek) kozott is kiilonbséget tudtunk tenni (a vizsgalt peptideknél az eldbbi
negativ, az utobbi pozitiv S—Cu(Il) CT savot ad 330-340 nm koriil).

Uj szimoldsi médot dolgoztunk ki tobbhisztidines rendszerek réz(IDionnal valé
komplexképzodési mikrofolyamatainak a kezelésére. A modszer alapjat cirkularis
dikroizmus spektroszkopias mérések adjak. Segitségével megdllapitottuk kiilonféle
prion modellek egyes kotohelyein a koordindcio stabilitdsat, illetve a réz(Il) eloszldsdt

ezen helyek kozott a pH fiiggvényében. (C3.4.)

A human prion protein ezen munka soran vizsgalt, két, illetve harom egymastol tavoli
hisztidint tartalmazo peptidszekvencidi a kovetkezék: HuPrP91-115, HuPrP84-114,
HuPrP84-114His85Ala, HuPrP84-114His96Ala ¢s HuPrP84-114His111Ala. A harom
hisztidin komplexképzddési tulajdonsagai nagyon hasonldak: valamennyi esetben 1N-,
3N- és 4N koordinaciés mod alakul ki a pH novelésével. Leginkdbb az ,,octarepeat”
tartomdnyban 1évé hisztidin (His85) kiilonbozik a masik kett6tdl, ez elébbi esetében
ugyanis réz(Il) hatasdra az amidnitrogének deprotondloddsa nem a szokasos, N-
terminalis, hanem C-terminalis irdnyban indul. Azonban a héarom hisztidin korili,
kiilonb6z6 nem koordinalddo oldallancokkal jellemezhet aminosav-sorrend miatt a CD
spektroszkopia igen érzékenynek bizonyult még a két teljesen azonos koordinacidju
hisztidin (His96 és His111) komplexképzésének a megkiilonbdztetésére is.

A pH- és réz(Il)/ligandum aranytol fiiggd CD spektrumok kiértékelésénél a
rendszerre felirhatd valamennyi lehetséges koordinacidos modot, illetve az ezekhez
tartoz6 molaris CD spektrumokat figyelembe kell venniink. A molaris spektrumokat —
az illesztendd paraméterek szamat csokkentendd — Gauss-gorbék Osszegeként adtuk
meg. Ennek a masik elénye az volt, hogy korabbi méréseink alapjan ezeknek a Gauss-

gorbéknek a paramétereit jol tudtuk becsiilni, ezért egy jo kiinduldsi paraméterkészlettel
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3. Uj tudomanyos eredmények

tudtuk az illesztés a késdbbiekben végrehajtani. A matematikai modell tartalmazta ezen
kiviil az 1épcsdzetes komplexképzddési mikrodllandokat, amelyekre az egyhisztidines
modellek alapjan (lasd: 3.1. fejezet) szintén jo kiinduldsi adatunk volt. A matematikai
modell felallitdsdhoz az additivitasi szabalyt hasznaltuk még fel.

Szamitasaink soran nem az egyes helyekhez koordinalodo réz(Il)ionnak a
moltdrtjét vettiik figyelembe (ami réz(Il)/ligandum arannyal és a pH-val is valtozik),
hanem az egyes kotdhelyek relativ kotéserdsségét; ez utobbi ugyanis a réz(Il)/ligandum
aranytd nem, csak a pH-tol fiigg, ugyanakkor ismert réz(Il)/ligandum arany esetén az
elébbi szamolhato beldle.

A modszer nagy elénye, hogy a kis modellpeptidekkel képz6dé komplexeknek
mind a molaris spektrumait, mind a komplexek egymadsba valo alakulasat jellemzd pK
értékeit csak az illesztés kezdeti paramétereiként hasznaljuk fel, a végleges értékeket
pedig ténylegesen a vizsgalt peptidre hatarozzuk meg. A kiilonféle szarmazékokra
kapott eredmények Osszehasonlitasa valoban azt mutatta, hogy egy ilyen nagyméretii
peptid fémkomplexei esetében a mért CD spektrumok mér nemcsak a koordinalt
fémionok szamatdl és kotésmodjatol, hanem a peptid tobbi részétdl is fiiggenek
valamennyire (ez leginkabb a molaris spektrumokat alkotdé Gauss-gorbék intenzitasara
érvényes; a félértékszélességiik ¢és a maximum helye kevésbé érzékeny). Ez alapjan
ilyen méretii peptidek esetében a korabbi, modellvegyiileteket felhasznalé szamolasi
modszerekkel csak nagyon kozelitd jellegli eredményeket kaphatnank, szemben a mi
modszeriinkkel nyertekkel.

A kiilonféle spektralis adatok (pl. CD mérések) tudomanyos publikdciokban
valé megadasandl célszerlibb lenne a spektrumoknak a felbontdsa, és az igy kapott
Gauss-gorbék paramétereinek a megadasa a maximum helye (nm) €s értéke helyett, ez
utobbi ugyanis nem jelent lényegesen tobb adatot (egy-egy csucsra 2 helyett 3),
ugyanakkor a spektrumok alakja sokkal jobban jellemezhetd veliikk, mint a korabbi
(4ltalunk is szamos esetben hasznalt, pl.: C3.3.) megadasi moddal.

A spektrumok ily modon valo illesztése a HuPrP altalunk vizsgélt szakaszaira
azt mutatta, hogy a His96 és Hisl111 rézmegkotd képessége nagyobb, mint a His85-¢,
azonban az elébbi kettd egymashoz viszonyitott fémmegkdtd képessége viszonylag
nagymértékben fligg a pH-tol is. Ugyanakkor az egyes CD-aktiv koordinacidos modok
kozotti atmenetet jellemzd pk értékek nem valtoznak jelentésen azzal, hogy a
hisztidinek nem kis tetra- vagy nonapeptidekben, hanem egy tobb mint 30 aminosavbol
allo fehérjében vannak.
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3.4.

3.4.1.

3.4.2.

Rénium- és ruténiumkomplexek katalitikus hatasanak kinetikai

vizsgalata

Részletesen vizsgaltuk a piridin-N-oxiodok és trifenilfoszfinok kozott végbemend
oxigénatom-transzfer reakcio kinetikdajat MeRe(S)(mtp)(PPh;) katalizdator (mtpH, =
merkaptometil-tiofenol) alkalmazdasaval. Megallapitottuk a reakcio lehetséges
mechanizmusdt, amely egy olyan lancmechanizmus, melyben nem szerepelnek szabad
gyokok. (C4.1.)

A fent emlitett reakcid részletes kinetikai vizsgalata azt mutatta, hogy a sebesség

crer

crer

mint négy nagysagrenden beliil valtoztatva, illetve a kinetikai mérésekhez tobbféle
kovetési modot (NMR és UV) alkalmazva igazoltuk). A reakci6 sebességi egyenletének
az értelmezésére egy olyan lancmechanizmust irtunk fel, amelyben négyféle tio-rénium
tipusu, reaktiv koztitermék jelenik meg, €s ahol a lancinditd-, ill. lanclezard 1épésekben
egy dimer komplexen beliil jatszodik le az oxigénatom-transzfer lényegét jelentd
atrendezddés. A mechanizmussal jo egyezésben van a folyamat sordn tapasztalt
szubsztituens-hatds (tobbféle szubsztitualt piridin-N-oxid szdrmazékot is vizsgaltunk,
példaul 4-metil- és 4-nitro-piridin-N-oxidot), illetve az is, hogy a reakciot — a kis
koordinaciés szamu intermedieren keresztil — komplexképzd ligandum (pl. 2,2°-
dipiridil) hozzaadaséaval jelentdsen lassitani lehet.

Igazoltuk, hogy a tio- és az oxo-rénium komplex katalizator esetében mas-mas
mechanizmus szerint megy a reakcid (ez utdbbi sebességi egyenlete elsérendii piridin-
N-oxidra, illetve a 2,2’-dipiridilnek nincs hatdsa a sebességére.) A folyamat érdekes
példdjat adja a nem gyokos tipusti lancmechanizmusoknak, ahol az egyes lancvivo
komplexek megndvekedett reaktivitidsat mindenekeldtt a részecskék koordinacids

szamaval lehet értelmezni.

Vizsgaltuk allilalkoholok redoxiizomerizdcios reakcidjat kiilonbozé Ru(Cp)(mPTA)X
katalizatorokkal (Cp = ciklopentadienil, mPTA = N-metil-1,3,5-triaza-7-foszfo-
adamantan, X = Cl vagy H,0, a toltést nem tiintettem fel). A pufferként hasznalt
foszfat és a katalizator kolcsonhatasdaval értelmeztiik a reakcio rendhagyo, éles

maximumot mutato pH-fiiggését. (C4.2.)

A cimben emlitett katalizatorokat foképp okt-1-én-3-ol, illetve egyéb allil-alkohol

szarmazékok homogén és heterogén izomerizacios reakcioinal alkalmazhatjuk. Az allil-
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alkohol [Ru(Cp)CI(mPTA),]*" Kkatalizatorral végrehajtott kétfazist izomerizacids
valo filiggése jol értelmezheté a kordbban hasonld komplexeknél feltételezett
mechanizmusok alapjan. Azonban a katalizatort foszfatpuffert tartalmazo kozegben
alkalmazva, 4,75-6s pH-nal egy ¢les maximum figyelhet6 meg a konverzioban, amit
nem a reaktans és/vagy a katalizator deprotonalddasa okoz, bar potenciometrids és UV-
Vis mérésekkel, nagyobb pH-értékeknél a katalizator négy ujabb formdjanak a
megjelenése mutathatd ki (ezekben részben a mPTA ligandum felnyilasa lathatd). A
katalizatorban koordinalt kloridion vizzel vald cseréjét, majd a koordinalt viz
deprotonalddasat is sikeriilt kizarni a lehetséges végbemend folyamatok koziil.

A puffert és a katalizatort egyiitt tartalmazé mintak *'P-NMR vizsgalata alapjan
azt lehet valdszintisiteni, hogy ezen két, partner kozott valamilyen kdlcsdnhatas alakul
ki. Ezt egyrészt egy 1j, kis intenzitasi NMR-jel kialakuldsa mutatja, mésrészt az a tény,
hogy egyéb puffer (pl. citrat) alkalmazasanal nincs éles pH-maximum a konverzidban

ugyanezen pH-nal.
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4. Az eredmények varhato alkalmazasi lehetoségei

Neurodegenerativ betegségek biokémia hatterének a vizsgdlata, protondlodadsi és komplex-

képzodési makro- és mikrofolyamatok jellemzése

A kiilonb6z6 biokémiai folyamatokban és biologiai rendszerekben szamos kismolekulaval,
peptiddel és fehérjével taldlkozhatunk, amelyek koziil tobbnek a miikodése kiilonféle, a
szervezetben eléforduld fémionokhoz kotddik (ebbe a csoportba tartoznak a metalloproteinek).
Ezen koordindcié megértése kozelebb visz az enzim mukodésének a megértéséhez, ezen
keresztiil pedig az enzimet gatlo vagy aktivaldé gyogyszerek tervezéséhez. A 3.3. fejezetben
bemutatott BIMA szarmazékok is metalloenzimek, a SOD ¢és a tirozinaz enzim modellezésére,
illetve tobb aminosavat tartalmaz6 szarmazékai a kollagenaz enzim gatlasara késziiltek.

Ezen egyensulyi rendszerek tanulmanyozasakor nemcsak a megkdtott fémionok szamat
¢s a komplexek stabilitdsat, hanem azoknak a koordindcios helyét és modjat, valamint az ezek
kozotti megoszlast — azaz a komplexképzddési mikrofolyamatokat, mikroszkopikus allanddkat
— 1s részletesen vizsgalni kell. A mikrodllandok megallapitasa egyrészt informdciot ad a
protonalodas vagy fémmegkotés soran fellépd esetleges kooperativitasrol (azaz hogy az egyik
fémion koordindcidja gatolja, netan eldsegiti a kovetkezd fémion kotddését), illetve arrol is,
hogy az egyes fémionok a molekuldnak vagy peptidnek melyik kotOhelyét részesitik elényben,
hogyan versengenek egymadssal az egyes kotohelyekért. Peptidek esetében a fémionok
koordinacidja gyakran megvaltoztatja a harmadlagos szerkezetet, ami kozvetleniil
Osszefiiggésben allhat pl. a neurodegenerativ betegségek kialakuldsaval. Reményeink szerint
tehat ezen vizsgalatokkal kozelebb keriilhetiink bizonyos, fémionokkal dsszefiiggésben 1€vo

betegség okanak a megértéséhez, igy az Gijabb terdpias eljarasok kidolgozasahoz is.

Fémkomplexekkel katalizalt reakciok kinetikai vizsgalata

A kiilonféle reakcio kinetikdjanak részletes vizsgalata segitséget nyujt abban, hogy a jovében
ezekhez az ipari szempontbol is fontos folyamatokhoz még hatékonyabb katalizatorokat
fejlesszenek ki. Masrészt egy reakcid sebességének a megvaltoztatdsahoz (gyorsitasdhoz)
részletesen ismerni kell a sebességi egyenletét, illetve az egyes 1épések termodinamikai adatait.

Az ipari folyamatok esetében a masik probléma, hogy a — rendszerint nemesfémeket
tartalmazd, azaz meglehetésen draga — katalizatorok folyamat kozbeni elvesztésével a
technoldgia koltséghatékonysaga 1ényegesen leromlik. Ezt a problémat lehet kikiiszobolni a
heterogén katalitikus eljarasok fejlesztésével és alkalmazasaval, ahol a katalizator a reakcio
végén gyakorlatilag 100%-ban visszanyerhet. Az altalam végzett vizsgalatok egy részében
sikertil is teljesen kikiiszobolni a szerves oldoszer hasznalatat (ilyenkor maga a szubsztratum,
illetve a termék volt a szerves fazis), ezaltal téve a kornyezet szamara kevésbé megterhel6vé az

ipar szamara nélkiilozhetetlen szintetikus folyamatokat.
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Zoltan Nagy, Katalin Osz, Imre Sovago, Daniele Sanna, Giovanni Micera, Diego La
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XXXVII. Komplexkémiai Kollokvium, méjus 29-31, 2002, Matrahaza.
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7" European Biological Inorganic Chemistry Conference (EUROBIC-7), augusztus
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és mikrofolyamatai (el6adas)

XL. Komplexkémiai Kollokvium, majus 18-20, 2005, Dobogokd.

Imre Sovago, Katalin Osz, Zoltan Nagy, Viktoria Rigd, Daniele Sanna, Diego La
Mendola, Giuseppe Di Natale,Giuseppe Pappalardo, Enrico Rizzarelli

Transition Metal Complexe of Peptide Fragments of Prion Proteins (el6adés)
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