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Oldallancban funkcios csoportot tartalmazé peptidek
protonalddasi és komplexképzédési folyamatai. Makro- és
mikroallandok meghatarozasa.

A posztdoktori 0sztondij keretein belul a prionbetegségek kialakulaséért (kergemarhakor,
Creutzfeld-Jakob betegség) felelés prion protein bizonyos fragmenseinek, a SOD-ban
talalhatd réz(I)- és zink(I1)-kété fehérjének és ezen fehérje kisméretii, sok hisztidint
tartalmaz6 modelljeinek, valamint az Alzheimer-kor kialakuldsaban kulcsfontossagu f-
amiloid peptidnek és szarmazékainak a sav-bazis- és komplexképzédési makro- és
mikrofolyamataival foglalkoztam.

Az OTKA posztdoktori 6sztondij els6 és masodik évében alkalmam volt arra, hogy az
MTA és a CNR tdmogatésaval egy-egy honapot toltsek az olaszorszagi Universita Degli Studi
di Catania egyetemen Prof. Enrico Rizzarelli és Dr. Giuseppe Pappalardo laboratériuméban,
ahol alkalmam nyilt a vizsgalatainkhoz szikseges Ujabb peptidek szilard fazisu szintézisére,
vizsgalatéra, illetve szakmai konzulticidkra egyarant.

Emellett a 2005/06, 2006/07 és 2007/08-as tanévben is dolgoztak/dolgoznak vegyész
szakos hallgaté a témavezetésemmel diplomamunkajukon, illetve TDK dolgozatukon. Ok
szintén részben ezen OTKA témakorébe tartozd kutatast végeznek/végeztek. A harom év
soran elvégzett vizsgalatok eredményeit a kdvetkezékben szeretném dsszefoglalni:

e Protonalédasi mikrofolyamatok vizsgalata, a peptidek oldatbeli
tulajdonsagai femionok tavollétében:

Sikertilt kidolgozni egy olyan mddszert, amely segitségével modellvegyiiletek szintézise és
NMR vizsgalata nélkil lehet6ség van egy molekula egymassal atfedé protonalddasi
folyamatainak a nyomon kovetésére. Ez a modszer is H-NMR titralasokon alapul, mint a
legtobb protondlodasi mikroegyensuly vizsgélat, azonban az egyes, pK-val rendelkez6
csoportok protonalodasanak az NMR aktiv csoportok kémiai eltolodasara gyakorolt hatésat
nem modellvegytletekkel, hanem egyazon molekuldn bell, szdmitastechnikai modszerekkel
hatarozzuk meg. Ezt a modszert az6ta mar tobb, mikroallandékkal kapcsolatos tovabbi
szdmolasra is alkalmaztuk.

Részben ezen modszer, részben egyéb, kétdimenziés NMR technikdk (COSY,
TOCSY, PH-NOESY és DOSY meérések) segitségével meghataroztuk néhany, tobb hisztidint
és/vagy lizint tartalmazd és igy egymassal atfedé folyamatokban deprotonalddd
peptidszarmazék (Ac-His-Gly-His-OH, Ac-His-Gly-His-NHMe, Ac-His-His-Gly-His-OH,
HuPrP84-114, ApB1-16PEG) protonalddasi mikrodllandoit, valamint értelmeztiik ezeket az
értékeket kisebb molekulak protonalodasi allando értéki alapjan.

A peptidszarmazékok esetén az egyes NMR jelek azonositasa (COSY és TOCSY)
utan az oldatszerkezet is meghatarozhat6 volt 2D NMR technika (NOESY) segitségével. A
DOSY mérések alapjan el lehetett kiiloniteni az oldatban lévé szennyezédések (nagyreszt
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ecetsav), valamint a D,O oldoszerb6l szarmazd HOD jelét a peptid spektrumatdl. Ennek
tobbek kozott a ligandum pK-értékeinek a megadasanal volt jelentésége, ugyanis az ecetsav
pK-ja atfed a hisztidin pK-értékekkel, igy ez utobbiakat az acetattartalom pontos ismerete
nélkil nem lehetett volna kisz&molni a potenciometriés titralasokbol.

A HOD és a peptid diffazidallandojanak a mérésével meghatarozhaté volt a
peptidekhez koordinalddott vizmolekuldk szama. Ez nagyon jé 6sszhangban van a peptidenek
a diffazidallandé lapjan szamolt térfogataval, ami egy Ujabb igazoldsa a mdbdszer
hasznélhatdsagéanak.

A pH flggvényében felvett DOSY mérések alapjan megvizsgaltuk, hogy torténik-e
konformaécid valtozas a pH valtoztatasaval. Ezek a mérések egyértelmiien azt mutattak, hogy
a HuPrP84-114 szegmens harmadlagos szerkezete pH-fliggetlen.

Vizsgéltuk néhany, a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak, valamint az amilod-p
peptidnek a modelljéll szolgald kismeretii, toébb hisztidint tartalmazé tetra- és pentapeptid
protonalodasi makro-és mikrofolyamatait NMR technika alkalmazésaval. Ezek a mérések azt
mutattak, hogy a hisztidinek deprotonalodasi mikroallanddinak az értéke kozelitéleg minden
esetben megegyezik (pk 6,4) kivéve ha a hisztidin a peptid C-terminalis végen talalhato, és a
karboxilcsoportja szabad. Ez esetben a mikroallandd a nagyobb értékek felé tolodik (pk 7,0).

Emellett valamennyi, altalunk vizsgalt peptid esetében a vizsgalat elsé lépése a
deprotonalddasi makrofolyamatoknak a tisztazdsa volt. Az esetek tobbségében a
makrofolyamatok nem fednek &t egymassal, igy nem volt sziikség a mikrofolyamatok
tanulmanyozasara, hanem magukbol a makroszkopikus pK-kbdl is el lehetett donteni, hogy
melyik pK melyik csoport protonalodasahoz rendelheto.

e Az emberben (Hu) és a csirkében (Ch) talalhato prion protein (PrP)
kilonféle fémionokkal alkotott komplexeinek a vizsgalata:

A HuPrP(184-188) esetén mind Zn(ll), mind Cu(ll)ionnal végeztiink potenciometrias
és spektroszkdpias (UV-Vis, CD, ESR) meéréseket. Ezek azt mutattdk, hogy ez a prion
fragmens igen szelektiv rezre, a cink(Il)ionnal csak nagyon kis stabilitasu, 1IN komplex
képzédott 6-os pH felett, azonban ennek a moltértje max. 30%. Ezen [ZnLH]*" komplexben a
hisztidin imidazol-nitrogénje koordinalodik. Ezzel szemben a Cu(ll)/HuPrP(184-188)
rendszerben mar 4-es pH-n megkezdddik a komplexképzodés a cink(ll)komplexszel azonos
IN szerkezettel, majd ezt 5,5-6s pH-nal a két, N-termindlis vég fel6li amidnitrogen
egylépéses deprotonalddasa, 8-as pH-n pedig [Nim,3xN] valtja fel. A nemkoordinalodo lizin
deprotonalédasa a szabad liganduméval egyez6é pK-val jellemezheté. A rendszeren a
réz(11)/ligandum aranytdl fuggetlenil csak 1:1 dsszetételit komplexek alakulnak ki.

A HuPrP(106-126)%"mP"d szekvencia vizsgalata soran problémat jelentett, hogy vizes
oldatban 6-o0s pH felett drasztikusan lecsokkent a ligandum oldhatosaga, igy a mérések egy
részét igen hig oldatokban, viz/etanol elegyben végeztiik. A Cu(l1)/HuPrP(106-126)5ambled
rendszer esetén is csak 1:1 dsszetételti komplexeket sikerilt kimutatni. A ligandum egyetlen
hisztidint tartalmaz, és a varakozasoknak megfeleléen a koordinaciés modok megegyeznek a
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Cu(I1)/HuPrP(184-188) rendszernél tapasztalttal, minddssze a deprotonalodasi lépések pK-i
térnek el kis mértékben, valamint a 4N koordinacié kialakulasa utan itt nem egy hanem két
lizin deprotonédlodasat lehet detektélni. A ligandum tartalmaz metionint is, ami azonban — a
Cu(Il)/HuPrP(106-114) rendszerrel ellentétben — itt nincs megfelel6 helyzetben ahhoz, hogy
koordinalddjon.

A kisebb méretii HuPrP szegmensek vizsgalatat elvégeztiik a réz(11)- és cink(ll)-ionon
kiviul egyéb, eszencialis és toxikus fémekkel is, amelyek — a korabbi irodalmi adatok alapjan —
szintén felelések lehetnek a prion betegségek kialakulaséért. Ezen femionok a kdvetkezok:
palladium(Il), nikkel(1l), kadmium(ll), kobalt(ll), mangan(ll). Az 0Osszes vizsgalt fem
koordinacios erdssége Pd(11) >> Cu(ll) > Ni(ll) > Zn(Il) > Cd(Il) ~ Co(ll) > Mn(ll) iranyban
csokken. Emellett minden esetben sikerilt igazolni a His85-6t tartalmazd ,,octarepeat
monomer” egység tobbi hisztidinhez képesti (His96, His111, His187) gyengébb koordinécios
képességét.

A HuPrP(84-114) esetében harom egymaéstol fliggetlen hisztidin fémmegkdtohely
talalhatd. Ennek megfeleléen a fragmens maximum 3 rezet képes megkotni, ezek kozul kettot
nagyobb stabilitdssal, mig a harmadikat (a His85 pozicidéban) semleges pH koril csak
gyengébben. A fémmegkdtésben kooperativitas nem mutathatd ki. A harom hisztidin
rézmegkot6 képessége His111 > His96 > His85 iranyba csokken.

A CD spektroszkdpia segitségével a Cu(ll)/PrP(84-114) rendszerben lehetéség van a
komplexképzodési mikrofolyamatok nyomon kdvetésére is, ugyanis a harom fiuiggetlen
rézmegkotéhelyek a CD paraméterei eltérnek. Ezen eredmények kiszdmitasahoz sziikség van
az egyes fémmegkdtohelyek spektroszkopids paramétereinek az 6nall6 meghatarozasara is.
Ennek keretein belil megtortén a His111, His96 és His85 koruli peptidszekvencia szintézise
és vizsgalata, valamint a His85-htz kapcsoldddan a ProHisGly ligandum vizsgalata. Ezen
vizsgalatok alapjan is megéllapithatjuk, hogy a harom, kilonb6zé kornyezetben [évo
hisztidinen térténé réz(11) koordinacio eltér6 CD paramétereket eredményez. Ugyanakkor a
His85 esetén nem csak a CD paraméterek, hanem a koordinacid is kilonbdzik a masik
kett6tol, itt ugyanis az amid-deprotonalédas nem az N- hanem a C-terminalis iranyba indul. A
HuPrP(84-114) koordindciés modjanak a megallapitdsdhoz négy tovabbi, 2-2 hisztidint
tartalmazo szarmazék szintézise és oldategyensulyi vizsgélata is megtortént. Ezen ligandumok
a kovetkezék: HuPrP(84-114)His85Ala (ahol a 85-6s helyzetben Iévé hisztidin helyett alanin
van a peptidszekvenciaban), HuPrP(84-114)His96Ala, HuPrP(84-114)His111Ala és
HuPrP(91-115). Részben ezen peptidek vizsgalataval tdmasztottuk alda a HuPrP(84-114)
hisztidint tartalmazé HuPrP szekvencidk vizsgalata alatdmasztotta, hogy semleges pH kordl
kialakulhat egy 2xN(Im), makrokelatos szerkezet féleg a His85 és His96 aromas
nitrogénjének a részvételével. Ezen szerkezet aldtdmasztasara tovabbi ESR vizsgalatokat
szeretnénk végezni.

Ezutan a HuPrP(84-114) szekvenciat az octarepet rész felé ndveltik tovabb. Egyrészt
egy olyan peptidnek a vizsgalatat végeztik el, amely a HuPrP(84-114)-ben 1évo két,
octarepeat tartomanyon kivil lévé hisztidinen kivil nem egy, hanem két octarepeat
szekvencidban 1évé hisztidint tartalmaz (HuPrP(76-114)). Ezen ligandum vizsgalata azt
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mutatta, hogy abban az esetben, ha legalabb egy octarepeat dimer talalhaté a ligandumban,
akkor ez jelentésen megndveli az octarepeat részen vald koordinaciét kooperativ hatdsokon
keresztul. Ennek megfeleléen a teljes peptidben (mely egy octarepeat tetramert tartalmaz)
sokkal nagyobb az octarepeat egységekhez vald koordinacio jelentésége, mint azt az egy-egy
hisztidint tartalmaz6 modellek alapjan varnank.

Az irodalomban egymaésnak ellentmondd adatok voltak talalhatok az octarepeat
tartoményban 1évé hisztidineken vald réz(ll) koordinacié koperativitasat illetéen. Ennek
eldontésére elGallitottunk egy olyan octarepeat tetramert is, amelyen egy PEG oldallanc
talalhatd. Sajnos varakozasainkkal szemben igy sem tudtuk olyan mertékben megndvelni az
octarepat tetramer oldhat6sagéat, hogy mM-os tartoméanyban tudjuk vizsgalni a kooperativitas
megjelenését.

e A p-amiloid (Ap) szegmenseinek réz(ll)- és cink(ll)ionnal alkotott,
valamint vegyes komplexeinek a vizsgalata:

Az amiloid-B peptidnek tobb szegmensét is vizsgaltuk (Ap(1-16), AB(1-16)PEG,
APB(1-16)Tyrl0Ala, AB(8-16)Y10A, AB(1-6), AB(1-4) Ac-AB(1-6)). A torzsrendszerekben
végzett mérések azt mutattdk, hogy a teljes (1-16) szekvencia minimum harom réz(ll),
valamint ugyanennyi cink(I1) megkdtésére képesek a teljes mérheté pH-tartoményban (pH 2-
12). A fémmegkotésben kooperativitds nem mutathat6 ki. A réz(Il)ion preferaltan a peptid N-
ternimélis végén, az aszparaginsav-rész karboxilcsoportjanak és a szabad terindlis
aminocsoportnak a részvételével kotédik. A pH ndvelésével megkezdédik az amid-nitrogének
deprotonalédasa. Cink(ll) esetében hasonld koordindciés mddok valdsulnak meg, de a
komplexképzés nagyobb pH-n kezdddik el, és a kialakuld komplexek stabilitasa joval kisebb.
Ugyanakkor a cink(Il) ekvimolaris oldatokban inkabb a ligandum kozépsé részét preferdlja,
azaz a szomszedos His13-Hisl4-en kotodik erésebben. Ezzel nagyon jo egyezést mutattak a
vegyes komplexekre mért eredmények is, azaz hogy a két fémion nem verseng egymassal a
kotohelyekért, mivel kilonbdzo helyeket kedvelnek a ligandumon beldl. A vegyes fémionos
rendszerekben (Cu(I1)/Zn(11)/AB(8-16)Tyr10Ala, Cu(11)/Zn(11)/AB(1-16)PEG és Cu(ll)/Zn(I1)
IAB(1-16)Tyrl0Ala) kimutathaté volt a vegyes komplexek kialakuldsa nagyobb pH-értékek
esetén (pH = 6-9). A vegyes rendszerekben is egyetlen ligandum képes harom fémiont
megkotni  tetszéleges kombindcidban. A torzskomplexek stabilitasi allanddinak az
0sszehasonlitidsa, valamint a vegyes komplexek vizsgalata is azt mutatta, hogy a réz(ll)
szamara az amino-terminus a preferalt kotédési hely, mig a cink(1l) inkabb a két szomszédos
hisztidinen szeret kotddni. Emiatt a két fémion viszonylag széles koncentraciotartomanyban
nem verseng egymassal a kotéhelyért. A versengeés csak akkor jelentés, ha ketténél tobb
ekvivalensnyi réz(ll)ion mellett kell a cinknek koordinalddnia, ekkor viszont a cink(ll)
kotédése egyértelmiien hattérbe szorul.

Az irodalomban kozolt egyes eredményekkel szemben a mi vizsgalataink alapjan a
fémmegkotésben sem réz(I)-, sem cink(ll) esetében nincs mérhet6 szerepe a tirozin
oldallancnak, azonban a tirozin jelenléte a peptidszekvenciaban nagyban csokkenti a peptid
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vizben val6é oldhatosagat, és ezaltal erésen korlatozza, vagy legalabbis neheziti az
oldategyensulyi méréseket, rontja a megbizhatosagukat.

A Kkis peptidek vizsgalata alapjan a fémmegkdtohelyek a hisztidinek (His6, Hisl13 és
His14), valamint a szabad terminalis aminocsoport. Ezek kozul a réz(ll) esetében a két
szomszedos hisztidin (His13 és His14) fliggetlen femmegkotéhelyként viselkedik, és a His14
esetében az amidnitrogének deprotonalddasa a szokasostdl eltéréen a C-terminalis iranyba
megy, csatolt (7,5,5)-tagu kelat kialakulasaval lGgos pH-ra. Ezzel szemben cink(Il)ion esetén
a két szomszédos His egyetlen fémiont képes megkotni, makrokelat-szer(i koordinacidval.

e ., Turn” konformaciot stabilizalo peptidkomplexek:

Kétfele, szisztematikusan tervezett, ket hisztidint és egy prolint tartalmazé
hexapeptidet allitottam el6 szilard fazisu peptidszintézissel, melyek a természetes, nagyméretii
peptidekben is jelen 1évé ,turn” vagy B-redé konformaciot modellezik, amelynek a biokémiai
kutatadsok eredményei alapjan a molekuléris felismerésben van nagy szerepe.

pH-potenciometrias, valamint kilonféle spektroszkopias modszerekkel vizsgéltuk az
elédllitott peptidek oldatbeli tulajdonsagait, protonélddasi folyamatait, valamint a
réz(Il)ionnal alkotott komplexeinek a stabilitasat és szerkezetét. A két peptid dsszehasonlitasa
alapjan talaltunk egy olyan peptidszekvenciat, amely igen nagy mertékben stabilizalni képes a
B-turn konforméacidt, azéltal, hogy a prolinnak a peptidlancba helyezésével egyrész
toréspontot hozunk létre a peptidlancban. masrészt megallitjuk az amidnitrogéneknek a
lépcsézetes deprotonalddasat, amit a réz(ll)ion hisztidin horgonycsoportok jelenlétében
normalisan indukalna mar fizioldgias pH-n. Az eldbbi két peptid vizsgalata megtortént
palladium(Il)ionnal is, ahol az amid-deprotonalddas még jellegzetesebb folyamat.

e Hisztidineket tartalmazd peptidek vizsgalata cink(ll), nikkel(Il) és
kadmium(ll)ionnal:

Néhany, egyrészt a SOD modellezésere, mésrészt az amiloid-p és a prion
modellezesere alkalmas, tobb hisztidint tartalmazd kisméretii peptid esetében vizsgalatokat
vegeztunk cink(Il), nikkel(1l) és kadmium ionnal. Ezek az eredmenyek azt mutattak, hogy a
cink eseteben a szomszédos helyzeti hisztidinek biztositanak viszonylag stabil fémmegkoto
helyet, mig a kadmium esetében a komplexek stabilitasa még kisebb mint cinkkel a Cd(ll)
nagyobb mérete miatt. A nikkel(Il) viszonylag stabil komplexeket képez, és a komplexek
szerkezete is jelentésen eltér a Zn(I)-, illetve Cd(Il)-komplexekétol. Ez foként a
biszkomplexek nagy stabilitdsaban, valamint a tébbmagvu komplexek létében mutathato ki.

Debrecen, 2007. oktober 30.

Dr. Osz Katalin
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