Szakmai zardjelentés

Az atmenetifémionok peptidekkel alkotott komplexei. A fémion-
fehérje kolcsonhatas modellezése

Az él6 szervezetben eléfordulé 1étfontossagu atmenetifémek, mint a vas, réz és cink,
donté mennyiségben fehérjékhez kotve talalhatok. A fémionok élettani szerepe igy
elsésorban a feherjékkel vald kdlcsonhatason keresztul érvenyesil. A fémion-fehérje
kdlcsonhatas molekularis szinti megismerése ezért alapveté jelentdségii a
nyomelemek élettani szerepének tisztdzasa céljabol. A péalydzat altal tdmogatott
kutatasok soran ezen témakdrh6z kapcsolodoan kivantunk vizsgalatokat vegezni, a
koordinacios kémia és bioszervetlen kémia nyujtotta lehetéségek kozott.

A korébbi irodalmi vizsgalatok alapjan mar altalanosan elfogadott tény, hogy a
hisztidin és cisztein aminosavak képviselik a fehérjék legfontosabb fémkotéhelyeit. A
célkitizeseink  kozott ezért Qj, hisztidintartalmu  peptidek eldallitdsa  és
komplexképzodési folyamataik megismerése allt. Ezek a peptidek harom szempontbol
is érdeklédésre tarthatnak szamot: (i) a szisztematikusan tervezett és tobb hisztidint
tartalmazo peptidek (vagy multihisztidin peptidek) ideélis ligandumok lehetnek a
metalloenzimek  szerkezetének és  Kkatalitikus  aktivitasanak ~ modellezése
szempontjabol, (ii) a neurodegenerativ betegsegek egy specialis csoportjat jelento
prion betegségekért felelés fehérje ugyancsak gazdag hisztidinben, igy a természetes
eredetti fehérje kilonb6zé fragmenseinek tanulméanyozésa indokolt, (iii) az
Alzheimer-kor a leggyakoribb neurodegenerativ elvaltozds és a betegseggel
0sszefliggesbe hozhat6 amyloid-p peptid szintén hisztidingazdag molekula, kiugroan
magas fémionmegkdt képességgel. A palyazat keretei kdzott az emlitett 3 teriilethez
kapcsolodva végeztiink vizsgalatokat és az eredményeket is ennek megfelel6
bontasban targyaljuk.

1. Tobb hisztidint tartalmazo kistagszdmu peptidek réz(11) és cink(Il) komplexei.

A hisztidintartalmu peptidek kiugro fémmegkotoképessege mar régéta ismert, de a
korabbi eredmények féleg olyan peptidekre vonatkoztak, amelyek a szekvencian beliil
csak egyetlen hisztidint, de terminalis amino- és karboxil-csoportokat is tartalmaztak.
Ezek a peptidek ugyan kivalo femkoté ligandumok, de a terminalis csoportok
jelenléte miatt nem igazan alkalmasak a fehérje molekulan belil talalhato kotohelyek
modellezésére. A palyazat keretein bellil ezért terminalisan védett és altaldban 2 vagy



3 hisztidint tartalmazo, de viszonylag kis tagszamu peptidek eléallitasara/vizsgalatara
torekedtiink. Ezek aminosav szekvenciajat az alabbi dsszeallitas mutatja:
Ac-HisGlyHis-OH
Ac-HisGlyHis-NHMe
Ac-HisHisGlyHis-OH
Ac-HisHisGlyHis-NHMe
Ac-HisValGlyAspHis-NH,
Ac-HisHisValGlyAsp-NH,
Ac-HisValHisAlaHis-NH,
Ac-HisAlaHisValHis-NH;
Ac-HisGlyHisValHis-NH,
Ac-HisValHisGlyHis-NH,
Ac-HisProHisAlaHis-NH;
Ac-HisAlaHisProHis-NH,
Ac-HisGlySerProHisAla-NH,
Ac-HisProSerGlyHisAla-NH,
Ac-HisSarHis-NH;
Ac-HisSarHisSarHis-NH,
Ac-HisSarHisSarHisSarHis-NH;
Ac-HisValValHis-NH;
Ac-HisAlaAlaHisValValHis-NH,
A fenti felsorolasbol egyértelmien lathatd, hogy a vizsgalt — N-terminalisan minden
esetben védett — tri-, tetra-, penta-, hexa és hepta-peptidek szisztematikus
elrendezésben tartalmaztdk a hisztidint és néhany mas aminosavat. A peptidek
aminosav szekvenciaja alapjan a komplexek Osszetételét, stabilitdsat és szerkezetét
befolyasolo alabbi tényezok megvalaszolasara adodott lehetdség:
- a hisztidinek szdméanak hatésa
- a hisztidinek egymashoz viszonyitott tavolsaganak hatasa
- a termindlis karboxilcsoport hatasa
- az aszparaginsav oldallancbeli karboxilcsoportjanak hatésa
- a lanckozi prolin és szarkozin (szekunder amidok) hatdsa
A fémionokat tekintve a vizsgalatok mindenekelétt a réz(I1)- és cink(ll)komplexekre
terjedtek ki, bar néhany esetben a peptidek iranyaba ugyancsak nagy affinitast mutato
nikkel(ll)ionokat is bevontuk a vizsgalati korbe. A réz(I1)- és cink(l)ionok valasztasat
egyrészt ezen fémionoknak, mint enzimalkotoknak a szerepe indokolja, masrészrol a
neurodegenerativ folyamatok kialakulasa kapcsan is feltételezik szerepuket.

A vizsgalatok soran a pH-potencometriat alkalmaztuk a képzédé komplexek
sztochiometriai 0sszetételének és stabilitasi allanddjanak, illetve ezzel 6sszefiiggésben
a pH-fligg6é fémioneloszlas (speciacid) meghatarozasara. Tekintettel ezen rendszerek



meglehetésen bonyolult jellegére mar a munka ezen fazisaban is alkalmazni kellett
azokat az oldatszerkezetvizsgald6 modszereket, amelyek a helyes szdmitdsi modell
megalkotésat lehet6veé tették. Ezek kozott a szines és paramégneses réz(11)komplexek
esetén meghatarozo szerepe volt az UV-lathatd, cirkularis dikroizmus valamint ESR
spektroszkdpianak, mig a szintelen és diaméagneses cink(ll)komplexek vizsgalatara az
NMR és tdmegspektroszkdpias modszereket alkalmaztuk.

A munka ezen fazisa soran kapott nagyszamu eredményre és publikaciéra vald
tekintettel e helyen csak a legfontosabb megallapitasok 6sszegzésére szoritkozunk,
mig a tovabbi részletek a megfelelé6 kozleményekben talalhatok (lasd zardjelentés
kozlemény lista: [3], [5], [9] — [11], [15], [16] és [19] — [21] kOzlemények).
Fontosabb eredmények felsorolasa:

- Valamennyi vizsgalt hisztidintartalmu peptid kdzoés jellemzéje, hogy az oldallancbhan
talalhatdo imidazol-N donoratomok az elsédleges féemkotéhelyek. A multihisztidin
peptidek esetén ez makrokelatok kialakulasat eredményezheti [5,21]. A makrokelatok
létezeése kilonosen fontos lehet a prolint és/vagy szarkozint tartalmazo peptidek
esetén, ahol az amidcsoport koordinacidja gatolt.

- A prolint tartalmazo peptidek esetén azt is kimutattuk, hogy a makrokelatokon belil
a prolin alapveté hatassal van a peptid konformécibjara, azaz ezen peptidek
konformécidja gyenge fémion-ligandum  kdlcsonhatasokkal —is  jelent6sen
befolyasolhat6 [15]

- Kimutattuk, hogy a makrokelatok termodinamikai stabilitasa a hisztidinek szamaval
parhuzamosan novekszik. A legnagyobb stabilitast a hisztidin szempontjabdl
alternalé szekvencia (pl. HXHXH....) esetén kaptuk [3, 9, 21]. Ezt a jelenséget
szemleélteti az 1. abra néhany kilonbozé kéthisztidines peptid esetén.

- A réz(ll) komplexek esetéen a nagy stabilitasu makrokelatok képzodése kissé
visszaszoritja, de nem gatolja meg az amidcsoportok fémion indukalt
deprotonélddasat és koordinacidjat [3,6,20,21]. Ennek megfeleléen pH 7 kordl
valamennyi rendszerben az [Nim,2XNamig] koordinacioju vagy masnéven 3N
komplexek dominalnak. A pH tovabbi ndvelésevel a harmadik amidnitrogén teliti a
réz(11)ionok koordinacids szférajat [Nim,3XNamid]-

- A cink(IDionok Aaltalaban nem képesek az amidcsoport deprotonalédasat és
fémionkoordinacidjat kivaltani. Eredmenyeink szerint erre csak akkor van lehet6ség,
ha a hisztidin aminosavak egymas szomszédsagaban talalhatok és a karboxilcsoportok
ugyancsak vannak a molekulakban [9,11].

- A Kkarboxilcsoportok jelenléte csak kevéssé noveli a réz(ll)komplexek
termodinamikai stabilitasat, mig a cink(Il) esetén szamottevéen noveli a peptidek
fémionko6to képességét és visszaszoritja a hidrolitikus folyamatokat [9.11].
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1. dbra: A Cu-2N;, kotést tartalmazd makrokelatok stabilitasi allanddjanak véaltozasa a hisztidineket
elvalaszt6 aminosavak szamanak fiiggvényében. (a) ciklo-(HH), (b) HVH, (c) GHKLHL (d)
(PHGGGWGQ),, (e) HUPrP(91-115), (f) HuPrP(84-114)H96A.

- A rez(Ihkomplexek vizsgalata soran kapott legfontosabb eredmeényeink szerint a
multihisztidin peptidekkel tobbmagvi komplexek is képzédhetnek, azaz ha
hisztidinek elég tavol vannak egymaéstol, akkor valamennyi hisztidin fliggetlen
fémkotohelynek tekintheté. Ez lehetoséget teremtett arra is, hogy az irodalomban
elészor tobbmagva vegyesfém komplexek képzodési koriilményeit jellemezzik [3,6,
20].

2. A prion fehérje peptidfragmenseinek komplexképzédési folyamatai

A prion betegség a neurodegenerativ megbetegedéseknek egy viszonylag ritka
formajat jelenti, de fert6z6 jellege miatt fokozottan az erdeklédes kdzéppontjaba
keriilt. Egyre t6bb adat timasztja al, hogy a prion fehérje normalis formajanak (PrP®)
szerepe van a réz transzportjaban (internalizaci6), bar a koros atalakulas kivaltd
okaként nem valdszintsithets. A PrP® és a réz biolégiai szerepe azonban
0sszekapcsolhatd, ami indokolja ezen valoban nagy rézmegkoté képességu fehérje
részletes vizsgélatat. A korabbi irodalmi adatok szerint a fehérje (gynevezett
oktarepeat tartomanya az elsédleges rézkotshely, ami 4 ismétlédé és 1-1 hisztidint
tartalmazd oktapeptidb6l all. Az oktarepeat 4 hisztidinje mellett azonban a
molekulaban tovabbi 6 hisztidin talalhaté amelyek kozil legalabb 3 (His96, His111 és
His187) a fémionokkal is kdlcsonhatasba keriilhet. Fontos tovabba kiemelni, hogy a



hisztidintartalm( peptidek méas atmenetifémionokat is stabilan koordinalhatnak, de
ezeket az irodalomban még alig tanulmanyoztak.

Vizsgélati célunk ezért kettds volt: (i) tanulményozni kivantuk az oktarepeaten
kivuli hisztidineket modellezé fragmensek komplexképzédeési folyamatait, valamint
(if) tisztazni kivantuk a hisztidintartalmd kistagszamu prionfragmensek es az
atmenetifémek széles kore kdzott lehetséges kdlcsdnhatasokat.

2.a. A réz(Il) ion kolcsonhatasa az oktarepeaten kivili fragmensekkel

A vizsgalatok céljara az alabbi peptideket allitottuk elé: (Valamennyi vizsgélt peptid
N- és C-termindlisan egyarant védett, ezert ezt az egyszeriiség kedvéért kilon nem
jeloljuk)

HuPrP(109-112) = MKHM

HuPrP(106-114) = KTNMKHMAG

ChPrP)122-125) = FKHV

ChPrP(119-127) = KTNFKHVAG

HuPrP(94-97) = GTHS

HuPrP(184-188) = IKQHT

HuPrP(91-115) = QGGGTHSQWNKPSKKPKTNMKHMAGA

HuPrP(84-114) = PHGGGWGQGGGTHSQWNKPSKKPKTNMKHMAG
HuPrP(84-114)H85A = PAGGGWGQGGGTHSQWNKPSKKPKTNMKHMAG
HuPrP(84-114)H96A = PHGGGWGQGGGTASQWNKPSKKPKTNMKHMAG
HuPrP(84-114)H111A = PHGGGWGQGGGTHSQWNKPSKKPKTNMKAMAG
(réviditések: HUPrP — human prion protein, ChPrP — chicken prion protein)

A felsorolasbdl egyértelmii, hogy a fenti peptidek az oktarepeaten kivili hisztidinek
és a réz(ll)ionok kolcsonhatasanak tanulmanyozéasat kis (tetra- penta-), kdzepes
(nona-) és nagy tagszamu (31-tagl) peptidekben egyarant lehetévé tették. A nagy
tagszamu peptidek egyben azt is biztositottak, hogy az oktarepeat egy egysége €s az
azon Kkivul talalhato hisztidinek femkoté keépességenek 6Osszehasonlitasat egyetlen
molekulaban is elvégezhessik. A vizsgélatokat altaldban ugyanazon Kkiserleti
technikak alkalmazéasaval végeztik, mint azt az el6z6 pontban targyaltuk, de a
rendelkezésre all6 kis anyagmennyiségek miatt specialis eljarasokat kellett
kidolgoznunk. A cirkularis dikroizmus spektrumok 6sszetett jellege azt is sziikségesse
tette, hogy azok felbontasara egy Uj matematikai eljarast dolgozzunk ki [18]. Az
eredmeények nagyobb részét mar kdzoltik ([1, 2, 4, 6-8, 12, 17, 18) igy e helyen ismét
csak a legfontosabb megallapitasokat emeljik ki:

- A munka talan legfontosabb eredmeényének tekinthet6, hogy az oktarepeaten kivili
hisztidinek szintén stabilisan kothetik a réz(I1) iont, sét a kis peptid fragmensekkel



képz6do komplexek stabilitdsa nagyobb, mint az oktarepeat monomereké [2, 8]. Ezt a
jelenséget szemlélteti a 2. abra, amelyen a H96 és az oktarepeat moner (pl. H85)
rézmegkotoképességét hasonlitjuk 6ssze. Az abra alapjan egyértelmii, hogy az 6sszes
réz mintegy 70-80 %-a a H96 hisztidinhez kotodik. Fontos azonban figyelembe venni,
hogy ez az eloszlas akkor érvenyes, ha a két hisztidin két fuggetlen molekulaban
talalhat6. A fehérjében természetesen nem ez a helyzet, azaz az egyes hisztidinek
kozotti eseteleges kooperativitas jelentésen megvaltoztathatja a fémioneloszlast. A
vizsgalatokat tehat olyan peptidekkel folytattuk, amelyekben az oktarepeat és azon
kivuli hisztidinek egyarant megtalahatok, pl. HuPrP(84-114), stb.
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2. dbra: A réz(ll) — octarepeat monomer (A) — HuPrP(94-97) (B) rendszer pH-fliggé
koncentrécideloszlésa

- A nagy tagszamu peptidekre (31-tagu) kapott eredmények szerint a peptidek annyi
réz(ll)iont képesek megkdtni, ahany hisztidin talalhatd bennik, azaz valamennyi
hisztidin fuggetlen kotési helynek tekintheté. A koordinacids viszonyok megfelelnek
az 1. pontban a kis molekulakra leirt tapasztalatoknak [12].

- Béar valamennyi hisztidin  fémkotéhely, azok relativ  betdltottsége a
koncentracioviszonyok és a pH flggvénye. A 3. abra A HuPrP(84-114) peptid
fémioneloszlasat mutatja a H85, H96 és H111 hisztidinek kozott. Egyértelmi, hogy a
H111 koordinacié preferalt és az oktarepeat H85 a legkevéshé stabilis kotohely.
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3. abra: Aréz ion megoszlasa a HuPrP(84-114) peptid 3 kotdhelye kozott.

2.b. A prion fehérje peptidfragmenseinek kélcsonhatasa egyeb fémionokkal

Ezt a kérdést korabban még alig tanulmanyoztak, ezért a vizsgalati korbe igyekeztiink
minel tébb fémiont befoglalni. Ennek megfeleléen vizsgaltuk a létfontossagu réz(1l)-,
cink(1l)-, kobalt(I1)-, mangan(ll)- és nikkel(Il)ionokat, valamint az erésen mergezo
kadmium(ll)- és palladium(ll)komplexeket is. A vizsgalatok eredményei alapjan az
alabbi stabilitasi sor volt felallithat6 [8]:

Pd(I1) >> Cu(ll) >> Ni(Il) > Zn(I1) > Cd(I1) ~ Co(ll) > Mn(I1)

Eredményeink szerint a prion fehérje peptidfragmensei elsésorban a Pd(ll), Cu(ll) és
Ni(Il)ionokkal létesitenek stabilis kdlcsdnhatast, mig az egyéb elemekkel valo
kdlcsonhatasuk — beleértve a létfontossagu cink(ll)ionokat is — nem szamottevo. Ezen
megfigyelés is aldtamasztja, hogy a réz-prion kolcsonhatds biolGgiai szerepe
Kitlintetett és a cinkionok ezen a téren valGsziniileg kevéshé fontos szerepet jatszanak.
A palladiummal valé kiugréan stabilis kdlcsdnhatas viszont egyeb hisztidintartalmu
peptidekkel is hasonléan megvaldsulhat, alatdmasztvan ezen fémion (és mas soft
fémionok) negativ élettani hatasait.



3. Az amyloid-p peptid fragmenseinek komplexképzédési folyamatai

Az amyloid-p peptid egy 40-43 aminosavbdl &ll6 polipeptid, amelynek aggregaciojat
tartjak felelésnek az Alzheimer-kor kialakulasaért. A peptid aminosav szekvenciaja és
a korabbi irodalmi vizsgalatok szerint is nyilvanvalo, hogy a molekula N-terminalis
része lehet alkalmas a fémionok megkotésére. Ennek megfeleléen a fémkdté domaint
modellezé 16 aminosavbol feléplilé peptidet és annak kilénb6zé fragmenseit illetve
mutansait tanulmanyoztuk. Az eléallitott peptidek az alabbiak voltak:

AB(1-16) = DAEFRHDSGYEVHHQK-NH;

APB(1-16)PEG = DAEFRHDSGYEVHHQK-PEG-NH,

APB(1-16)Y10A = DAEFRHDSGAEVHHQK-NH,

AB(1-4) = DAEF-NH;

AB(1-6) = DAEFRH-NH,

Ac-AB(1-6) = Ac-DAEFRH-NH,

Ac-AB(8-16)Y10A = Ac-SGAEVHHQK-NH,

A nagyszamu es kilonb6zo tipusu szarmazek eldallitasat az tette sziikségessé, hogy az
alapvegyulet, AB(1-16), és féleg annak fémkomplexei igen rosszul oldédnak vizben,
ami lehetetlenné teszi a koordinacids viszonyok pontos meghatarozasat. A PEG
(polietilén-glikol) konjugatum szintézise mind a ligandum, mind annak réz(ll)
komplexei esetén novelte az oldhatésdgot megfelelé alapot teremtve az
oldatszerkezeti vizsgdldé moddszerek alkalmazasahoz. Az AB(1-16) peptid egyik
legfontosabb jellemzéje, hogy szabad aminoterminussal rendelkezik, ami jelentésen
noveli a fémkotoképessegét és egyben fokozza a kdlcsénhatas bonyolultsagat. A Kis
tagszamu fragmensek eloallitdsa és vizsgalata igy ujabb egyszerisitett modellek
alkalmazasat jelentette. Egy tovabbi fontos jellemzé, hogy a terminalis amino és 3
oldallancbeli hisztidin mellett ez a peptid tovabbi lehetséges funkcids csoportokat
tartalmaz, mint az aszparaginsav, glutaminsav és tirozin. A tirozin/alanin mutans
vizsgalatdval (AB(1-16)Y10A) a tirozin fenolos-OH csoportjanak lehetséges
koordinaciojarol kivantunk informéaciot szerezni.

A réz(Il)- AB(1-16) rendszer vizsgalata soran elért fébb eredményeket mar
kozoltuk ([13, 14, 17, 18]) és a fontosabb megallapitasokat az alabbiakban rogzitjik:

- A hexadekapeptid AB(1-16) rendkivil nagy affinitast mutat a réz(ll)ionok iranyaba
és a lehetséges kiilonbdzo Osszetételii komplexek szama igan nagy. A fontosabb
részecskek kotésviszonyait a 4. abran tuntettik fel.

- Valamennyi Kkiserleti adat egyértelmtien alatamasztja, hogy az N-terminalis
aszparaginsav amino- és karboxilatcsoportja az elsédleges fémkdtohely (lasd 4.a.
szerkezet). A pH novelésével, de még savas kdzegben a hisztidin imidazol-N



donoratomjai is reszt vesznek a komplexképzésben makrokelatok formajaban (4.b.
szerkezet)
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4. abra: A Cu(ll) — AB(1-16) rendszerben képzsdé fobb részecskék koordinacids viszonyai

- A pH tovabbi novelésevel elkezdédik az amidcsoportok deprotonalddasa és fémion
koordinacioja. Ehhez a reakciohoz a terminalis aminocsoport valamint a His6, His13
és Hisl4 aminosavak egyarant horgonyként szolgélhatnak, ami tébbmagvu
komplexek kialakulasat is lehetéve teszi (4.c. szerkezet).

- Az el6z6 pontban emlitett funkcios csoportok fuggetlen kotési helyet képviselnek,
ezert egyetlen hexadekapeptid 4 ekvivalens réz(ll)ion megkdotésére is képes lehet (4.d
szerkezet).

- Az 1:1 Osszetételii komplexnek szamos koordinacids izomerje lehetséges, de a
cirkuléris dikroizmus spektrumok analizise alapjan a terminalis aminocsoport kituntett
szerepét a teljes pH tartomanyban valdszintsithetjik.
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- Az AB(1-16) es AB(1-16)Y10A peptidek vizsgalati eredményeinek 6sszevetése
alapjan egyertelmtien kijelenthetjiik, hogy a tirozin aminosav fenolos-OH csoportja
nem fémkotohely.

- Az AB(1-16) és kisebb fragmensei cink(ll)komplexeinek vizsgalatat ugyancsak
elkezdtuk. Az elézetes eredmények alapjan nyilvanvald, hogy ennek a peptidnek a
cinkion affinitdsa sokkal nagyobb, mint a szokéasos hisztidintartalmG peptideké,
beleértve a prion fehérje peptidfragmenseit is. A kdlcsonhatasok bonyolultsaga miatt
azonban ezen rendszerben lezajlé komplexképzédési folyamatok teljes feltardsa mar
csak egy kovetkezo kutatasi fazisban lehetséges.

Végezetll szikségesnek tartjuk megemliteni, hogy palyazat sikere
szempontjabol alapvet6 jelentésége volt azoknak a nemzetkozi egylttmiikodéseknek,
amelyek a peptidek szintézise illetve egyes szerkezetvizsgalo mddszerek alkalmazasa
soran valosultak meg. A szintetikus munkaban elsésorban a gérégorszagi loannina és
az olaszorszagi Catania egyetemeinek munkacsoportjaival alakitottunk ki szoros
munkakapcsolatot, mig a CD illetve ESR spektroszkopias mérések tekintetében az
olaszorszagi Catania illetve Sassari Egyetemekkel mikodtiunk egydtt. Fontos tovabba
kiemelni, hogy a munka sordn és annak eredményeinek felhasznéldsaval 3 PhD
értekezés és 5 vegyész diplomamunka késziilt.



