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f-amiloid aggregaciot gatlo kelator molekulak oldategyensulya

SIJA Eva’
“MTA-SZTE Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoport, Dom tér 7, 6720 Szeged, Magyarorszag'

1. Bevezetés

A XXI. szazadban a varhato ¢lettartam meghosszabbodasaval
egyre nagyobb az esélye kronikus és ,,id6skori” betegségek
kialakulasanak. Becslések szerint kb. 25 millio, fOként
hatvan ¢év feletti ember szenved neurodegenerativ
betegségekben. Kelet-Eurdpaban szamukat 1,8 millio fore,
hazankban 150-160 ezer fére becsiilik."? Annak ellenére,
hogy Alois Alzheimer 1907 ben, t6bb mint 100 éve irta le
ma sem 1smer]uk pontosan. Azonban abban egyetértés van,
hogy az f-amiloid fehérjék aggregacidja a hippocampusban
és az agykéregben — akar kivalto okként, akar végsé
kovetkezményként — kulcsszerepet jatszik a betegség
korélettanaban. Az 1990-es évektdl sorra jelentek meg az
irodalomban olyan publikaciok, melyek a fémionok szerepét
hoztak Osszefliggésbe az Alzheimer-koér kialakulasaval.>?
A p-amiloid fehérjék valoban képesek lehetnek fémionok
(AI(IID), Fe(Ill), Cu(ll), Zn(II)) megkotésére. A Cu(Il) és
Zn(I)-ionok a fehérje hisztidin és tirozin oldallancaival
képesek kialakitani koordinativ kotést, mig a hard jellegii
Al(IIl) és Fe(Ill)-hoz az oxigén donoratomot tartalmazo
aminosav oldallancok koordindlédhatnak (aszparaginsav,
glutaminsav, szerin, tirozin).%” A megkotédott fémionok
képesek indukalni vagy gyorsitani a p-redd szerkezet
kialakulasat, igy a p-amiloid kezdeti oligomerizaciojat,
majd aggregaciojat. A képzddott  szupramolekuldris
szerkezetek is képesek lehetnek fémionok megkotésére, sot
a megkotodott fémionoknak szerepe lehet kiilonféle reaktiv
gyokok képzddésében, toxikus folyamatok lejatszodasaban.
A betegség ma még nem gyogyithatd, kezelése a tiinetek
enyhitésére, ¢és a betegség kifejlodésének lassitasara
szoritkozik Mivel a fémkelétorok 1assitjék az - amiloid

e

az Alzheimer-kér gyogyitasaban.®’

A Tanszékiinkon mar korabban is torténtek kisérletek
moderalt cinkkdtd  képességgel rendelkezé  kelator
molekuldk kifejlesztésére. Kezdetben Cu(Il) és Zn(I)
kelator molekulak szintézisét és vizsgalatat tiiztiik ki célul.'
Az egyik molekula tulajdonképpen egy piridin-szarmazék,
a TPEN (N,N,N' N'-tetrakisz-(2-piridil-metil)-etilén-diamin)
molekula ,,megfelezésének” tekinthetd (1. abra).'* A TPEN-t
a sejtben 1év6 Osszes cink fluoreszcens modszerrel vald
meghatarozasaban hasznaljak. Hatasa mérgezd. Azonban, ha
a molekula méretét felére csokkentjiik, csokken a fémkotd
képessége is, a negyedakkora méreti MPMA pedig mar
joval enyhébb fémkaotd képességti ligandum.

A MPMA (N-metil-1-(piridin-2-il)-metanamin) Zn(II)- és
Cu(Il) kotoképessége gyenge, nem elég hatékonyan képes
versengeni a [-amiloid fehérjékben kotott fémionokért.
Az ENDIP (N',N*-bisz(piridin-2-il-metil)etan-1,2-diamin)
ligandum azonban fiziol6gias pH-n mindkét fémionnal elég
nagy stabilitasu 1:1 Osszetételli komplexet képez ahhoz,
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1. Abra. Cu(Il) és Zn(I1)-k6t6 MPMA és ENDIP és TPEN kelétorok.

hogy kivonja a fémionokat az amiloid komplexébdl és igy
képes gatolni a fémion indukalta f-amiloid oligomerizaciot.
Hasonloan igéretes eredmények sziilettek hisztidin gazdag
oligopeptidekkel is."!' Ezekben a ligandumokban HisHis
vagy GlyHis motivumok kapcsolodnak dssze egymassal egy
lizin linker segitségével. A (HisHis),Lys és (GlyHis),Lys
ligandumok is megfeleld erdsséggel képesek kotni a
fémionokat ahhoz, hogy eltavolitsak Oket a f-amiloid
komplexekbdl, azonban nem vonjak el a fémionokat az
esszencialis metalloproteinektdl, igy alkalmasak lehetnek
arra, hogy megakadalyozzak az amiloid aggregacios
folyamatait. Ezt spektrofluorimetriasan ellenériztiik.
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2. Abra. A (1-40) f-amiloidban 16vé Tyr(10) aminosav fluoreszcens
emisszidjanak valtozasa Cu(ll) és kelatorok jelenlétében. (a) f-amiloid, (b)
f-amiloid és ekvimolaris mennyiségti Cu(ll), (c) f-amiloid, Cu(II) és fél
ekvivalens kelator, (d) f-amiloid, Cu(Il) és egy ekvivalens kelator, (¢) -
amiloid és két elvivalens kelator (kelator: (GlyHis),Lys — kdzép sziirke és
(HisHis),Lys — vilagosabb sziirke oszlopok) Chamiloid =22 uM.!1*

Azt tapasztaltuk, hogy a fémion hozzaadasanak hatasara
az oligomerizaciot mutatd f-amiloid fluorimetrids
emisszidjanak intenzitdsa csokken. Azonban, ha a
kelatképz6 ligandum is jelen van a rendszerben, a f-amiloid
fluoresszencidja részben, vagy teljesen visszanyerhetd
—a fémion-kelator komplex stabilitasatol fiiggden. A Cu(Il)-
ionnal nyert kisérleti eredményeinket a 2. dbra mutatja be."

Az 0ijabb, jobb tulajdonsaggal rendelkez6 kelatormolekulak
felkutatasa ma 1is aktualis feladat. A felhalmozddott,
aggregalodast eldsegité fémionok eltavolitasara alkalmas
ligandumok lehetnek a kiilonboz6 hidroxi-piridinkarbonsav
szarmazékok (3. abra).
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3. Abra. A tanulméanyozott hidroxi-piridinkarbonsav ligandumok
szerkezeti képlete.

A piridingylirtin egymassal orto helyzetben 1év6 fenolos
hidroxil- és karboxilcsoport egy hattagt, szalicilat tipusa
koordinacié kialakitasara képes. A gytriiben 1évé nitrogén
azonban a szalicilsav komplexekhez képest stabilabb
komplexek kialakitasat teszi lehetévé. A karboxil- és
hidroxilcsoportok bazicitdsa tovabb novelhetd, metil-
szubsztituensek jelenlétével. Kiilonleges jelentosége lehet
a metilcsoport jelenlétének 1. pozicidban, azaz a piridin
nitrogénen, melynek hatdsdra az aromas gyiiriben 1évo
nitrogénen pozitiv t6ltést eredményez, amely igen erds
elektronszivo hatdsu a koordindlédni képes funkcids
csoportokat tekintve.

Habar ezeket a ligandumokat elsésorban ‘hard’ fémionok
(Fe(IIT), AI(IIT)) megkdtésére tervezték'?, réz- és cinkion
esetében elég, ha kisebb stabilitassal kotik a fémiont,
itt ugyanis a f6 cél a megbomlott fémion-haztartas
visszaallitasa, ¢és nem a fémfolosleg minimalisra
csokkentése. Mivel feltehetden, a gyodgyaszati célra
megfeleld és alkalmazasra keriil6 ligandumok a véraramban
szallitddnak, kélcsonhatasuk fontos lehet kiilonboz6 vérben
1évé molekulakkal, elsésorban az albuminnal. A ligandum
human szérum albuminnal (HSA) valo kolcsonhatasat
UV-lathaté  spektrofotometridas  ultraszlirésessel,  és
spektrofluorimetrias mérésekkel vizsgaltuk. A biologiai
vizsgalatok, illetve a ligandumok p-amiloid fehérjék
oligomerizacios folyamataira tett hatasanak vizsgalata
jelenleg is folyamatban van laboratériumunkban. Hidroxi-
piridinkarbonsavak sav-bazis tulajdonsagai

A piridin nitrogénen protondlt ligandumok harom
deprotonalodasi 1épésen, mig az N-metil szarmazékok két
deprotonalodasi 1épésen mehetnek keresztiil (4. abra)

Az els6 proton disszocidcios allandd (pK, < 2) mindket
ligandum esetében a karboxilcsoportokhoz rendelhetd. Az
N-metil szubsztitualt szdrmazékban a gylirtin 1év6 fenolos
hidroxilcsoport savassaga a fenolhoz és a szalicilsavhoz
képest drasztikusan csokken, ami kinoidalis mezomer
szerkezet kialakulasara vezethetd vissza. A kinoidalis és
aromas L~ izomer formak jelenléte 'H NMR méréssel is
igazolhat6. A piridin nitrogénen 1év6 metilcsoport hianyaban
a masodik és harmadik disszocidcios allando (pK, és pK,)
egyértelmiien sem a hidroxil-, sem a piridin-N protonjahoz
nem rendelhet. A HL™ formara harom hipotetikus mezomer
hatarszerkezet irhato fel (4. abra), melyek egyidejli 1étezését
az oldatban szintén 'H NMR mérésekkel bizonyitottuk.'
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4. Abra. DQ5 és DQ715 ligandumok lehetséges proton disszociacios
folyamatai.

2. Hidroxi-piridinkarbonsavak komplexképzé sajatsagai

AI(IIT)- és Fe(Ill)-ionok komplexképzddési folyamatainak
tanulmanyozasa hidroxi-piridinkarbonsav szarmazékokkal
a Padovai Egyetemmel k6z6s munka soran torténtek
pH-potenciometrias és UV-lathatd spektrofotometrias
mérések segitségével, melyeket 'H NMR (Al(II)-
komplexek esetében), és ESI-MS mérésekkel egészitettiink
ki." Mindkét fémion esetben az oldat pH-jatol és a
piridin nitrogén szubsztitualtsagatol fiiggden kiillonbozo
protonaltsagli mono-, bisz- és triszkomplexek képzddnek
vizes oldatban. N-metil csoport jelenlétében a fémionhoz
koordinalodott vizmolekulak deprotonalédhatnak, és vegyes
hidroxidokomplexek képzddnek. Nem szubsztitualt piridin
nitrogén jelenlétében a koordinalodott vizmolekula, és a
NH" csoport is protont veszithet a pH ndvekedésével. A
ligandumok aszimmetriaja folytan bisz- és triszkomplexek
képzodése esetén diasztereomerek képzddésére van
lehetéség, melyet Al(II)-komplexek esetében 'H NMR
spektroszkopiaval sikeriilt bizonyitani. A kialakult Fe(III)-
komplexek stabilitasa, a Fe(III) erésebb Lewis sav jellegének
koszonhetden nagyobb, mint az Al(IIl)-komplexeké.
Azonban a vizsgalt DQ ligandumok kozil csupan kettd volt
az, amely a Fe(Ill)-ionokat képes volt fiziologias pH-n is
oldatban tartani, mig Al(III)-komplexek esetében a hidrolizis
minden esetben csak pH 7,4 utan kezd3dott el.'

A komplexek stabilitasa nagymértékben fiigg a gytirtin
1évé metilcsoport(ok) pozicidjatol. 1. pozicidban 1évo
metilcsoportnak stabilitds noveld hatasa van, amit tovabbi
metil-szubsztituensek jelenléte tovabb fokoz (DQ715 és
DQ716 > DQI1). A 6. és kiilondsképpen az 5. pozicioban
1évé metilcsoport a —-NH* szdrmazékok esetében noveli a
ligandum affinitasat a vas(IlI)-ionhoz (az el6bbiekkel analog
modon DQS5 és DQ6 > DQO). Ellentétes hatas figyelhetd
meg 2-metil szarmazékok esetében. A DQ2 ligandum
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Fe(Ill)-komplexe a legkisebb stabilitast, amelynek
magyarazata lehet, hogy a 2. poziciéban 1évé metilcsoport
sztérikusan gatolja, hogy a 3. helyen 1év6é nagyobb méretii
karboxilcsoport a piridin gytriihdz képest ko-planarisan
helyezkedjen el, ami akadalyozza a kelatgytirti kialakulasat,
igy csokkenti a komplex stabilitasat.'?

A ligandumok ‘hard’ jellege folytan a ‘borderline’
fémionokkal kisebb stabilitast komplexet képeznek.
Cu(Il) és Zn(Il)-ionokkal a komplexképzddést elsésorban
pH-potenciometrias mérésekkel vizsgaltuk, de néhany
esetben vizsgalatainkat UV-lathato és '"H NMR vagy ESR
mérésekkel egészitettiink ki. A hidroxi-piridinkarbonsavak
Cu(Il) és Zn(Il)-ionnal valdé komplexképzddése minden
ligandum esetében hasonld speciaciot mutat: kis stabilitasu
mono ¢€s biszkomplexek képzédnek (5. abra). Zn(Il)
tartalmu rendszerekben triszkomplex képzddésére kis
koncentracioban csak magasabb fémion-ligandum arany
mellett van lehetdség.!>1

8 “cuz
CU reuln

5. Abra. Cu(I1)-DQ716 és Zn(11)-DQ716 rendszerek koncentracioeloszlasi
gorbéi(c, . =2x10°M,c,, =5x10*M,1=0.2MKCl, t=25°C).

DQ716 M)

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt ligandumok kozil a
DQ716 az, amely a f-amiloid fehérjékkel nagysagrendben
hasonl6 stabilitasi komplexet képez Cu(ll)-ionokkal,
igy akadalyozhatja a f-amiloid fehérjék rézion-indukalta
hogy a vizsgalt ligandumok valosziniileg nem befolyasoljak
a szervezet cink-homeosztazisat.

3. Hidroxi-piridinkarbonsavak koélesonhatisa HSA
molekulaval

Néhany ligandum human szérum albuminnal (HSA) valo
kolcsonhatast  spektrofluorimetrids  és  ultraszliréses-UV-
lathato spektrofotometrids modszerekkel vizsgaltuk. A DQ
(4-hidroxi-3-piridinkarbonsav szdrmazékok) ligandumokkal
nem tudtunk kimutatni kolcsonhatast, csupan a DT726
molekula (3. abra), amely 3-hidroxi-4-piridinkarbonsav
szarmazék volt képes a HSA-val kotést kialakitani. A
mérések eredményei azt mutatjak, hogy megfeleléen nagy
ligandum felesleg mellett a HSA molekula akar négy
ligandum megkdtésére is képes lehet. A kiilonbozé HSA-
ligandum aranyoknal a sztlirletben 1évé nem kotott ligandum
koncentracioja alapjan kovetkeztettiink a kotott ligandum
mennyiségére, €s ez alapjan latszolagos stabilitasi allandokat
hataroztunk meg (1. tablazat).'

4. Osszefoglalas
A vizsgalt hidroxi-piridinkarbonsav molekulak

oldategyensulyi vizsgalatainak eredményei azt mutatjak,
hogy egyes ligandumok kelatterapiaban valo alkalmazasa

1. Tablazat. HSA-ligandum (L = DT726) komplexek kiilonbozo
modszerekkel meghatarozott latszolagos stabilitasi allandoia (pH = 7,40;
0,10 M HEPES puffer; t =25 C°).

Spektrofluorimetria

(HSA)-L 5,79(1)

Ultrasziirés-UV-lathaté spektrofotometria

(HSA)-L 4,83(9)
(HSA)-L, 9,1(3)
(HSA)-L, 13,1(1)
(HSA)-L, 16,1(6)

* A zardjelben az allandokra szamolt utolso jegy bizonytalansaga van
feltlintetve.

eredményes lehet. A DQ716 erés komplexképzé Fe(IID),
AI(III) és Cu(Il)-ionokkal. Cu(Il)-komplexeinek K értéke
fiziologias pH-n (K, = 5,49 nM) abba a tartomanyba esik,
hogy hatékonyan versenghet a f-amiloid fehérjékben kotott
rézionokért. A legtobb vizsgalt ligandum szintén erds
komplexképzé harom vegyértéki fémionokkal, Zn(Il)- és
Cu(Il)-ionokkal valo vizsgélata azt mutatja a meghatarozott
K,-érték alapjan, hogy a ligandum feltehetéen nem
befolyasolja a szervezet sem réz- sem cinkhaztartasat. Igy
a vizsgalataink alapjan ezek a ligandumok alkalmasak
lehetnek arra, hogy szelektiv aluminium kelatorként
alkalmazzak oket. Azonban, bar egyes tanulmanyozott
ligandumok stabilis komplexet képeznek Fe(IIl)- és Al(III)-
ionnal, azok stabilitasa nem éri el a klinikumban hasznalt
kelatorok M(III)-komplexeinek stabilitasat (pl. deferipron,
dezferrioxamin).'® A deferipron esetében pFe = 21, amit6l
a legerdsebb komplexképzd hidroxi-piridinkarbonsav értéke
is 1,7 1g egységgel elmarad (DT712: pFe = 19,3).!¢ Azaz
a deferipronhoz hasonld hatas feltehetden csak nagyobb
dézisu hidroxi-pididinkarbonsav adagolasa esetén érhet6
el. Elénylik azonban ezeknek a ligandumoknak, hogy
toxicitasuk in vitro igazoltan nagyon alacsony. Hatékonyabb
komplexképzok lehetnek a dihidroxi-piridinkarbonsav
szarmazékok, melyekben a két hidroxilcsoport alkalmas
helyzetben van pirokatechin-tipusti koordinacioéra az adott
fémionnal.
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H,0,. The metal ion dyshomeostasis can be corrected by using
suitable chelators.

In previous work we synthesised chelator molecules for Cu(Il)
and Zn(II) (Fig 1.). One of the molecule is a pyridine-derivative,
half of the molecule of TPEN used to measure cell Zn level
(this molecule sequester Zn(II) practically completely and thus
it is toxic), we halved the ligand to decrease its metal binding
ability. The other molecules were peptide derivatives, when the
strong metal ion chelator GlyHis and HisHis were linked together
forming a tetrapeptide with a Lys linker and . Both ligands bind
the metal ions in the needed stability range to extract them from the
amyloids but not from the essential metalloproteins, so in theory
they could prevent promoting of amyloid oligomerisation. This
was checked by spectrofluorimetry. Namely, metal ions quenched
the fluorescence of the amyloids. However, in the presence of the
chelator molecules fluorescence of the amyloid could be partly or
fully regained, depending on the stability of the metal-chelator
complex. For Cu(Il) the results are shown in Fig 2.

These chelators unfortunately are not optimal to remove Fe(III) or
AI(IIT) from the brain as they are mostly N-donors and Fe(III) and
AI(IIT) prefers O donor coordination. For hard metal ions removal
we carried out measurements with various substituted hydroxy-
pyridine-carboxylates. The ligands studied are depicted in Fig. 3.

The studied ligands which are cytotoxic up to 1 mM and with
appropriate substituents may be able to remove the Fe(IIl),
AI(IIT) and Cu(Il) from p-amyloid aggregates without taking the
essential metal ions from biomolecules and disturbing their normal
functions.
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Solution equilibria of the possible chelator compounds with
Al(III) and Fe(IIl) were studied in the University of Padova. The
interactions of the ligands with Cu(Il), Zn(II) and human serum
albumin (HSA) were investigated in Szeged.

The hydroxy-pyridine carboxylic acids form mono, bis and tris
complexes with AI(III) and Fe(III). The stability of the complexes
was not high enough to prevent the hydrolysis of Fe(Ill) in most
cases, only four studied ligands (DT1, DT712, DQ716 and DQ715
were able to keep the Fe(Ill) dissolved in the physiological pH
range. However, the Al(Ill) binding ability of these ligands is
reasonable — all ligands can prevent the formation of AI(OH), — but
unfortunately not so efficiently as deferiprone or deferrioxamine.
The coordination strength is significantly increased when methyl
substituents are present in positions 5 or 6 at the pyridine ring.

Due to the hard character of the donor atoms of these studied ligands
the complex stability is lower with the borderline Zn(II) and Cu(II)
ions than that of Fe(III) and AI(III). The stability constants of the
formed Zn(Il) and Cu(Il) complexes were determined primarily by
pH-potentiometry and some cases the results were confirmed by
the combined approach of UV-Vis spectrophotometric and EPR or
"H NMR spectroscopic measurements.

On basis of the overall stability constants, the K dissociation
constants have been calculated for the complexes at pH 7.4. It
has been found that among the studied ligands only the DQ716
can form sufficiently high stability complexes with Cu(II) and can
retrieve the Cu(Il) from the f-amyloid-aggregates and prevent the
oligomerisation and aggregation processes. The order of magnitude
of the K| value of the Zn(II) complexes falls in the range of mmol/
dm?, which means that Zn(II) binding ability of both ligands is very
low. Therefore these ligands most probably do not affect the zinc
homeostasis in vivo.

Interactions of some chosen ligands with human serum albumin
(HSA) were studied by ultrafiltration/UV—Vis and fluorescence
spectroscopy. DQ ligands do not exhibit a measurable tendency
to interact with HSA. Only ligand DT726 — one of 3-hydroxy-
4-pyridinecarboxylic derivatives is able to bind to the albumin.
From our measurements, we could conclude that up to four DT726
molecules bind to HSA with high affinity at pH 7.40.
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