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A tézisekben el6fordulo roviditések magyarazata:

a peptid fragmentalodéasa soran

a,b,c keletkez6 termék, amely az N-terminalis
feldli molekularészletet foglalja magaba

Ac acetilcsoport (véddcsoport)

ACN acetonitril, CHsCN

Ala, A alanin

Asn, N aszparagin

CD cirkularis dikroizmus

Ccv ciklikus voltammetria

DIPEA N,N-diizopropil-etilamin

DMF N,N-dimetilformamid

DODT 2,2’~(etiléndioxi)-dietantiol

ES| elektroporlasztéso_s i9nizécié
(ElectroSpray lonization)

Fmoc 9-’fIL{oreniI—metoxi—karbonil
(véddcsoport)

GIn, Q glutamin

Gly, G glicin

His, H hisztidin

His-BIMA hisztidil-bisz(2-imidazolil)-metil-amin

HOBt N-hidroxi-benztriazol
nagyhatékonysagu

HPLC folyadékkromatografia (High-
Performance Liquid Chromatography)

Hu-PrP¢ egészséges human prion fehérje

HuPrP(84- Ac-PHGGGWGQGGGTASQWNKP-

114)H96A SKPKTNMKHMAG-NH,

Lys, K lizin

MCO fémionkatalizalt oxidacio
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Met, M metionin

MS tomegspektrometria

N~ deprotonalt amidnitrogén
NBT nitroblue-tetrazélium-klorid
NH; aminocsoport

N(Im) imidazolnitrogén

Pro, P prolin

Sar szarkozin

Ser, S szerin

SOD szuperoxid diszmutaz

2-(1-H-benztriazol-1-il)-1,1,3,3-

TBTU tetrametilurénium tetrafluoroborat

tBu terc-butil (véddcsoport)

TFA trifluorecetsav

Thr, T treonin

TIS triizopropil-szilan

TOF repiilési id6 (time of flight)

Trp, W triptofan

UV-Vis U.V_—léthat(') spektrofotometria (UV-
Visible)

Val, V valin
a peptid fragmentalodasa soran

X, Y, Z keletkezd termék, amely a C-terminalis

felli molekularészletet foglalja magaba
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I.  BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Egyes fémionok létfontossagti szerepet jatszanak az €16
szervezet mikddésében. Funkciojukat tekintve tobb szerepet is
betdlthetnek: lehetnek szerkezetalakitok, aktivalhatnak enzimeket,
katalizdlhatnak reakcidkat azaltal, hogy oxidacids allapotuk
megvaltozik a folyamat soran. Tovabba az is ismert, hogy
kiillonb6z6 idegrendszeri  betegségekben (mint példaul az
Alzheimer kor vagy a prion betegségek) fontos szerepet jatszanak,
kiilonosképpen azok, amelyek redoxaktivak. Az él6 szervezetben
ezen fémionok megkdtésére a legidealisabb ligandumok a
fehérjék. A fehérjékben talalhaté aminosavak koziil a hisztidin
imidazolnitrogénje az, amely nagyon gyakran fémionok kotodési
helye.

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz (Cu,Zn-SOD) enzim és a
human prion protein (Hu-PrP®) két eltérd funkcioban szerepet
jatszé (metallo)protein, de kozos pont, hogy mindkettdben az
imidazolnitrogén a horgonydonor, illetve, hogy mindkett6 esetén
a fémion kotédése Cu(ll) formaban kedvezményezettebb,
ugyanakkor a Cu(Il)/Cu(I) atalakulas is igen fontos szerepet
jatszik/jatszhat a miikddésiikben.

A Cu,Zn-szuperoxid-diszmutaz (Cu,Zn-SOD) enzim egy
metalloenzim és az eukariotak sejtjeiben miikddik. Ezen enzim
aktiv centrumaban egy Cu(Il)- és egy Zn(II)-ion talalhatd. A
Cu(ll)-ion négy imidazolnitrogénhez, mig a Zn(II)-ion harom
imidazolnitrogénhez és egy aszparaginsav karboxilatcsoportjahoz
kapcsolodik és a két fémiont egy imidazolatohid koéti 6ssze. Ez az
enzim az ¢él0 szervezetben talalhaté szuperoxid-gydkanionok
bontasaért felelds. Az aktiv centrumban talalhato réz(Il)ion vesz
részt a karos gyokok bontasaban, mig a cink(Il)-ionnak
szerkezetalakitd szerepe van.

A masik fehérje a human prion protein (Hu-PrPC), amely
tartalmaz egy PHGGGWGQ tartomanyt, ahol ez a szekvencia
négyszer ismétlédik egymas utan és ezt tartjak a f6 Cu(I)-ion
kotohelynek a fehérjében, bar ez a rész nem rendelkezik rendezett
szerkezettel. A Hu-PrP® réz anyagcserében betdltott funkcidja
még nem teljesen tisztdzott. Kordbban azt allapitottak meg, hogy
részt vesz a réz széllitasaban, anyagcseréjében és védi a sejtet a
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karos oxidativ hatdsokkal szemben az intracellularis SOD aktivitas
szabalyozasan keresztiil. Mara inkabb az a kép alakult ki, hogy
redoxi szenzor és a feleslegben 1év6 Cu(Il)-ionkat kiti meg és védi
a neuronokat az oxidativ karosodas ellen.

Ezenkiviil ismert az is, hogy a fehérjék oxidacidjaért mind a
fémionok, mind a szabad gyokok egyiittesen feleldsek,
ugynevezett fémionkatalizalt oxidacioban (MCO) vesznek részt,
ezzel karositva a fehérjét. Emiatt elveszithetik funkcidjukat, nem
tudjék betdlteni az €16 szervezetben ellatott szerepiiket. Tovabba
proteazrezisztenssé is valhatnak, lerakodhatnak kiilonb6zd
szovetekben és tonkre tehetik azokat a szerveket, amelyekben
felhalmozodtak, ez pedig nagy valdsziniiséggel betegségek
kialakuldsahoz vezet.

A fent emlitett fehérjéket mind szerkezetiik megismerésében,
mind funkcidjukat tekintve kiterjedten vizsgaltdk mar korabban
kiilonboz6 kutatocsoportok. A Debreceni Egyetem Bioszervetlen
Kémiai Kutatocsoportjaban mindkét fehérje fémionkotéhelyeinek
vizsgalata is a kutatési iranyvonalak targyat képezik és ezen a két
teriileten foly6 kutatasokhoz kapcsolodott a doktori munkam.
Munkdnk soran célul tiiztiik ki:

» a human prion fehérje 103-112 fragmensének és négy
mutansanak  szintézisét, Cu(Il)- ¢és Ni(II)-komplexeinek
jellemzését,

» a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak modellezésére
potencialisan alkalmas terminalisan védett multihisztidin peptidek
tervezését és szintézisét,

» a multihisztidin ligandumok Cu(ll)- és Ni(Il)-komplexei
Osszetételének, stabilitasanak és szerkezetének meghatarozasat,

» ugyanezen modellpeptidek Cu(ll)-komplexeinek
elektrokémiai vizsgalatat annak eldontésére, hogy a komplexek
alkalmas modelljei lehetnek-e a Cu,Zn-SOD enzimnek,

» a megfeleld -elektrokémiai paraméterekkel jellemezhetd
Cu(I)-komplexek SOD aktivitasanak megadasat,

» ahuman prion fehérje 103-112 fragmensének és mutansainak
oxidacios vizsgalatat, annak megallapitasara, hogy a Cu(l11)/H20>
rendszer oxidalja-e a szekvenciaban talalhat6 oxidaciora érzékeny
hisztidin és metionin aminosavakat,



Csire Gizella doktori (PhD) értekezés tézisei

> ezen eredmények ismeretében annak feltarasat, hogy milyen
Szerepet jatszhatnak ezek a reakciok a prion betegség
alakulasaban.

II. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

A vizsgalt ligandumokat (1. dbra) mikrohullamt Libertyl
szilardfazisa peptidszintetizalé késziilékkel (CEM, Matthews,
NC) allitottuk eld6. Az N-terminalis végen védett peptideket
Fmoc/tBu technikaval szintetizaltuk, amelyhez Rink Amide AM
tipusi gyantat haszndltunk, TBTU/HOBt/DIPEA aminosav
aktivalast alkalmazva N,N-dimetilformamidos koézegben. A
peptidek gyantar6l torténd és az aminosavak oldallancbeli
védbcsoportjainak  egyideji  hasitasat TFA/H,O/DODT/TIS
elegyben 1-1,5 6ra alatt végeztiik el. A peptidek hideg éterben vald
kicsapasat és centrifugdlasat kovetden azokat argon gaz alatt
szaritottuk majd vizben oldas utan liofilizaltuk.

pH-potenciometrias modszerrel hataroztuk meg a
ligandumok  deprotonalodasi  allandoit,  tisztasagat  és
allandoit. A rendszereket vizes oldatban tanulmanyoztuk 25 °C-on
0,2 mol/dm® KCl ionerésség mellett 1:2, 1:1 és 2:1
fémion:ligandum aranyoknal. A ligandumok tervezett kezdeti
koncentracidja ~ 3-107 mol/dm? volt. A ligandumok protonalddasi
allandoit és a komponensek (L és H) pontos kiindulasi
koncentraciéjat a SUPERQUAD programmal, a képz6do
komplexek stabilitasi szorzat értékeit a PSEQUAD program
segitségével szamitottuk ki. A kapott stabilitasi allando értékekbol
a MEDUSA programmal szerkesztettiilk meg az egyes rendszerek
koncentracio-eloszlasi gorbéit.

Az UV-lathato spektrumokat Perkin Elmer Lamda 25 tipusa
kétsugaras és Hewlett Packard HP 8453 tipusi egysugaras,
diodasoros fotométereken 1,000 cm uthosszu kiivettaban vettiik
fel, kiilonb6z6 fémion:ligandum aranyoknal (1:2, 1:1, 2:1) a pH
valtoztatasaval, 200-900 nm hulldmhossztartomanyban.

A Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztiik
a cirkularis dikroizmus (CD) méréseket egy Jasco J-810 tipusu
késziiléken. A spektrumokat eltéré fémion:ligandum aranyoknal
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(1:2, 1:1, 2:1), kiilonb6z6 pH-kon vettiik fel. A méréshez hasznalt
kiivettak 0,100 cm és 1,000 cm tthosszasaguak voltak. 200-800
nm hullamhossztartomanyban rogzitettiik a spektrumokat.

A 746-747 VA Trace Analyzer tipusa ciklikus
voltammétert hasznaltuk a  Cu(ll)-komplexek  redoxi
folyamatainak tanulmanyozasahoz. Haromelektrod (platina ellen-
, szén mérd- és Ag/AgCl (3 mol/dm?® NaCl) referenciaelektrod)
kialakitast rendszerben kiilonb6z6 pasztazasi sebességek, 800-(—
600) mV fesziiltségtartomanyban és 140 pA hatardram mellett
dolgoztunk. Az értékeléshez sziikséges paramétereket a CACYVO
program segitségével kaptuk meg.

A szuperoxid-diszmutaz (SOD) aktivitas vizsgalatanak
egyik legelterjedtebb modszere a kozvetett technikdk koziil a
xantin/xantin-oxidaz rendszerrel in situ eléallitott szuperoxid
gyokanion és a nitroblue-tetrazélium-klorid (NBT) kozotti reakeio
spektrofotometrids nyomon kovetése. A SOD aktivitas mérésére
kozegként foszfat puffert (pH 6,8 és 7,4) hasznaltunk. A xantin-
oxiddiz  mennyiségét ugy  Aallitottuk be, hogy az
abszorbanciavaltozas 560 nm-nél 0,025-0,028 min! érték kozott
valtozzon. A reakcidt Perkin Elmer Lambda 25 tipusu kétsugaras
fotométerrel kovettiik nyomon, a telitési gorbék kiértékelésére
pedig a Scientist programot alkalmaztuk.

Az oxidacié vizsgalatanal 1 cm® mintat allitottuk ssze ugy,
hogy a fémion koncentraciéja 1 mmol/dm? és a fémion:ligandum
aranya 1:1,1 legyen. A vizsgalatokat 7,4-s pH-n és 25 °C-on
hajtottuk végre. A felhasznalt HO2 1%-os volt, ezt négyszeres
feleslegben adtuk a Cu(ll)-ligandum oldathoz. A reakcio
leallitasahoz Na;EDTA oldatot hasznaltunk 6tszoros feleslegben.

Nagyhatékonysagi folyadékkromatografia (HPLC)
segitségével nemcsak az eldallitott ligandumok tisztasagat
ellendriztik, hanem a tisztitdsukra is felhasznaltuk, illetve az
oxidaci6 soran keletkezd termékeket is ezzel a technikaval
véalasztottuk el egymastol. A tobb hisztidint tartalmazo
ligandumok vizsgalatara Grace Vydac C18 (250 mm x 4,6 mm,
300 A, 5 um), az egy hisztidint tartalmazé peptidekre Europa
Protein C18 (250 mm x 4,6 mm, 300 A, 5 um), elvéalasztasukhoz
pedig Grace Vydac C18 (250 mm x 10 mm, 300 A, 5 pm) tipust
kolonnat hasznaltunk. Az analitikai HPLC Jasco MD-2010 plus
diddasoros detektorral, mig a félpreparativ HPLC Jasco UV-2077
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plus UV-lathato detektorral van felszerelve. Elvalasztashoz
eluensként vizet (A) és acetonitrilt (B) hasznaltunk, amelyek 0,1
% (v/v) TFA-t tartalmaztak. Aramlési sebességnek 1 és 2 ml/perc-
et valasztottunk.

A peptidek azonositisara tomegspektrometriat (MS) is
hasznaltunk. Ezekre a mérésekre a Debreceni Egyetem
Alkalmazott Kémiai Tanszékén talalhato MicroTOF-Q tipusa Qqg-
TOF MS késziilékkel (Bruker Daltonik, Bréma, Németorszag) ESI
ionforrds mellett pozitiv modban keriilt sor. Az oxidacids soran
keletkezett termékek azonositasdira LC-ESI-MS ¢és MS/MS
technikat alkalmaztunk. A spektrumok kiértékeléséhez a
DataAnalysis (3.4 verzid) programot hasznaltuk.
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A VIZSGALT LIGANDUMOK
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HuPrP 103-112

b, Ac-SKPKTNAKHA-NH,
(dAKHA)
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1. abra: A ligandumok szerkezeti képletei
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1V. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A humén prion fehérje fragmensének és mutansainak
komplexképzo sajatsagai

Meghataroztuk a HUPrP 103-112 fragmens és négy mutansa
Cu(ll)- és Ni(Il)-ionnal alkotott komplexeinek stabilitasi allandoit,
szerkezeteit és a kapott eredményeket Osszehasonlitottuk a
korabban vizsgalt hasonl6 ligandumok ezen fémionokkal alkotott
komplexeinek adataival.

» Megallapitottuk hogy, a vizsgalt peptidek koordinacios
sajatsagaiban a His1l1ll horgonycsoportként kulcsfontossagh
szerepet tolt be mindkét fémion esetében. A Met109 és Met112
a képz6dé komplexek Osszetételét és stabilitdsat 1ényegében
nem befolyasolja.

» Spektralis vizsgalatokkal kimutattuk a Metl09 gyenge
kolcsonhatasat a Cu(ll)-ionnal alkotott [N-, N-, N(Im)]
koordinaciés modu részecskében. Megallapitottuk, hogy ez a
kolcsonhatas kisebb mértéki, mint a korabban vizsgalt HuPrP
109-112  (Ac-MetLysHisMet-NH;)  tetrapeptidben, de
kimutathatd, ellentétben a joval nagyobb tagszamu HuPrP(84-
114)H96A fragmenssel.

» Megallapitottuk, hogy Ni(ll)-ionnal kisebb stabilitast
komplexek keletkeznek a réz(Il)ionhoz képest, ami az Irving-
Williams sornak megfelel.

» A koordinacios szférat modellez6 Ac-MetLysHisMet-NH;
tetrapeptiddel ellentétben ezek a nagyobb tagszamu
ligandumok oldatban tartjak a nikkel(Il)iont.

2. A Cu,Zn-SOD enzimet modellezé peptidek komplexképzo
sajatsagai

A Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak modellezése
céljabol  multihisztidin ~ peptideket  szintetizaltunk  és
meghataroztuk a ligandumok sav-bazis sajatsagait és Cu(ll)-,
illetve Ni(ll)-ionnal alkotott komplexeinek Osszetételét és
stabilitasat. Tovabba megadtuk a fémkomplexek szerkezeteit is és
azoknal a komplexeknél az izomerek ardnyat is, ahol a
kialakulasukra lehet6ség adodik.
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Megallapitottuk, hogy a multihisztidin peptidekben 1év6
oldallancbeli imidazolnitrogének az elsddleges fémmegkoto-
csoportok a Cu(ll)- és Ni(ll)-ionok szamara.

A ligandumokban [év6 hisztidinek szamanak ndvelése a
komplexek stabilitaisanak novekedését eredményezi és ezzel
alatamasztottuk a korabbi kovetkeztetéseket. Ugyanakkor azt
is kimutattuk, hogy a hisztidinek kdzotti aminosavak szamaval
és mindségével a keletkezd komplexek stabilitdsa
befolyasolhato.

Nagy stabilitisi CuL  komplexek keletkeznek, ezek
szerkezetiikben hasonlitanak a SOD enzim aktiv centrumahoz,
igy elsédlegesen ezek keriiltek a figyelem kdzéppontjaba.
Megallapitottuk
a stabilitasi
sorrendet  az
imidazol-
koordinacidju
komplexekre:
Ac-HXXH-
NH, < Ac- ,
HXH-NH- < ' . b RE ge @ go ‘@ ‘@ ’g. ,;2“ \&e«»

Ac- >a ﬁ? vf\
HXXHZZH-

NHz ~ Ac- 2. dbra: A CulL komplexek stabilitasi
HGGGHGH- dllandaoi

NH, < Ac-
HXHZH-NH; < Ac-HXXHZH-NH; < (X,Z = Gly, Ala, Val),
amelyet az 2. dbra szemléltet.

Kimutattuk, hogy enyhén lugos pH-tartomanyban a Cu(II)-ion
indukalja az amidnitrogének deprotonalodasat, ami a harom
hisztidint tartalmaz6 peptidek esetében koordinacids izomerek
képz6dését eredményezi. Az izomerek aranyat a CD
spektrumokbdl becsiiltik meg és megallapitottuk, hogy a
fémion kotddése a C-terminalis végen kedvezményezettebb.
Megallapitottuk, hogy a CuLH-, és CuLH_3 komplexekben a
fémion kotoédésének aranya a C-terminalis végen a kdvetkezd
sorrendben  csokken:  Ac-HGGGHGH-NH, >  Ac-
HGGHGHNH; > Ac-HAAHGH-NH; > Ac-HAAHVH-NH,.
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» A harom hisztidint tartalmazé peptidek esetében
fémionfelesleget tartalmazé rendszerben kétmagvu komplexek
keletkezését is kimutattuk.

» A nikkel(Il)ionok  jelenlétében az  amidnitrogének
deprotonalodasa kooperativ modon megy végbe. A NiLH_3
Osszetételi [N-, N7, N7, N(Im)] koordinicios modu
komplexeknél izomer szerkezetek alakulnak ki, amelyek
aranyat a CD spektrumokbdl allapitottuk meg. Az eredmények
alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a Ni(Il)-ionnak a kdzbens6
hisztidinekhez és az azt megel6z6 amidnitrogénekhez vald
affinitasa sokkal jelentdsebb, mint a Cu(I)-ionnal.

» Az izomerek aranya a csak glicintartalmi peptideknél
Osszemérhetd, amelyet a 3. dbra jol szemléltet. Az Ac-
HAAHVH-NH2-nél a kozbensd hisztidinhez, mig az Ac-
HAAHGH-NH2-nél pedig a C-terminalis véghez kotédik a
fémion.

» Trendet allapitottunk meg az oldallancok méretének izomerek
aranyaban betoltott hatasara, amely a C terminalis vég
kedvezményezettségét mutatja: Ac-HAAHVH-NH, <Ac-
HGGHGH-NH>~Ac-HGGGHGH-NH><Ac-HAAHGH-NHo.

» A Cu(Il)-ionokkal ellentétben ezek a ligandumok nem képesek
két ekvivalens Ni(ll)-ion megkotésére.

— Ac-HGGHGH-NH,

— — Ac-HGGH-NH,
fo +++ Ac-HGH-NHMe
! v — 50:50

Ae (M'em)

A (nm)

3. dbra: NiLH_3 komplexek CD spektrumai
— Ac-HGGHGH-NH,,
——Ac-HGGH-NHz, ¢ » « Ac-cHGH-NHMe,

— Ac-HGGH-NH; + Ac-HGH-NHMe = 50 : 50
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3. A Cu,Zn-SOD enzimet modellez6 peptidek Cu(ll)-
komplexeinek redoxi sajatsagai

Az oldategyenstlyi vizsgalatokat kdvetden meghataroztuk az
egymagvi Cu(ll)-komplexek redoxi paramétereit is. A
meghatarozott redoxipotencial értékek informaciot adhatnak a
Cu(ll)-komplexek SOD aktivitasarol. Ahhoz, hogy egy Cu(ll)-
komplex el tudja bontani a szuperoxid gyokaniont a
formalpotencial értékének 0,89-(-0,16) V tartomanyban kell
lennie.

» A hisztidin-tartalma  peptidek  imidazolkoordinacioju
komplexeire meghatarozotott redoxipotencial értékek alapjan
igazoltuk, hogy ezekre a komplexekre is teljesiil az az allitas,
miszerint a hisztidinek szamanak novekedése a koordinacios
szféraban a Cu(ll)-komplexekre jellemzé formalpotencial
értéket csokkenti. A komplexek novekvd stabilitasa
kovetkeztében a fémcentrum redukalhatosaga csokken.

» Ugyanakkor azt is kimutattuk, hogy az [N(Im), N-, N(Im)],
illetve [N(Im), N7, N7, N(Im)] koordinacioji komplexek
redoxipotencial értékei is pozitivak vagy kis negativ értékek a
kialakulo torzult geometrianak koészonhetéen. A 4. dbran
lathatoak az imidazolkoordinacioji komplexek mellett a
CuLH_; és CuLH_; részecskék ciklikus voltammogramijai is.

, —pH=449 CuLH
i 300 pH=555 CuL
--pH=7,24 CulH,
—pH=822 CulH,
5,00
4. abra: Cu(ll) : Ac-HAAHGH-NH, =1 : 8
aranyu rendszer voltammogramjai
kiilonbozé pH-értékeken
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» Megallapitottuk, hogy  Cu(ll)-komplexekre  szamitott
fesziiltségértékek a  SOD  aktivitashoz  sziikséges
potencialtartomanyba esnek, igy azok alkalmas SOD modellek
lehetnek.

» Tovabba a meghatarozott elektrokémiai paraméterek alapjan
megerdsitettiik azt a feltételezést, hogy a Cu(Il)-ion a CuLH-_1
és CuLH_, komplexekben nagyrészt a HXH szekvencidhoz
kotodik.

4. A Cu,Zn-SOD enzimet modellezé peptidek Cu(ll)-
komplexeinek SOD aktivitasa

Elektrokémiai vizsgalatokat kovetéen a hexa- ¢és
heptapeptidek  Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeinek SOD
aktivitasat hataroztuk meg pH 6,8 és pH 7,4 esetén.

» Megallapitottuk, hogy a Cu(ll)-komplexek relativ aktivitasa 2-
4 % kozott van 6,8-s pH-n.

» Kimutattuk, hogy a pH ndvelésével a SOD aktivitas n6.

» Megallapitottuk, hogy 7,4-es pH-n az altalunk vizsgalt hat- és
héttagu peptidek Cu(Il)-komplexei hasonlo aktivitast mutatnak
a korabban meghatarozott Cu(Il): Ac-HisSarHisSarHisSarHis-
NH2 rendszerben képz6dé CuL és Cu(Il):His-BIMA 3:2
aranyu rendszerben keletkez6 imidazolatohidas komplex ICsp
értékével, amelyet az 5. dbran lathatd telitési gorbe mutat,

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%

2 60,0%

° 4

o 50.0% — Cu(ll):His-BIMA=3:2

2 400% - b ~ - Cu(ll):Ac-HAAHVH-NH,

£ os00% 6 00 e Cu(ll):Ac-HAAHGH-NH,
20,0% o Culll):Ac-HGGGHGH-NH,

10,0% = = Cu(ll:Ac-S3H4-NH,

Y A Cutiy:PO
0,0E+00 1,0E-07 2,0E-07 3,0E-07 4,0E-07 5,0E-07 6,0E-07 7,0E-07
c(Cu(l-komplex) (M)
5. dbra: Az altalunk vizsgalt és kordabban
meghatdrozott rendszerek inhibicios
gorbéi (pH=7,4)

11



Fehérjék femionkétohelyeit modellezé peptidek koordinacios és
redoxi sajatsagai

amelyen a jobb lathatésag kedvéért nem tiintettem fel a mérési
pontokat.

» Ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy a SOD aktivitashoz
nemcsak az imidazol-koordincioju komplexek, de az [N(Im),
N-, N(Im)] , illetve [N(Im), N-, N7, N(Im)] koordinacioju
komplexek is hozzajarulnak. Ezen komplexek torzult
geometriaja eldsegiti a Cu(ll) + e~ — Cu(l) atalakulast , illetve
a Oz kotddését a fémeentrumhoz.

5. A human prion fehérje fragmensének és mutansainak
oxidacios vizsgalata

Az egy hisztidint tartalmazo prion fragmens €s mutdnsai
Cu(ll)-ionnal alkotott komplexeinek Osszetételét és szerkezetét
meghatarozva tovabbi célunk volt ezeknek a ligandumoknak az
oxidacidja is. A valasztott peptidekben oxidaciora hajlamos
aminosavak vannak, ilyen a hisztidin és a metionin. Az oxidalt
mintak azonositasat LC-MS-sel és LC-MS/MS-sel végeztiik el.

» Modszert fejlesztettiink a human prion fehérje fragmens és
muténsai oxidacidjanak vizsgalata soran keletkezd termékek
HPLC technikaval torténd elvalasztasara.

» Kimutattuk a metionint nem tartalmazé6 mutans (dAKHA)
vizsgalata soran a lanc hasadasat, de az irodalomban leirtakkal
ellentétben nem tapasztaltuk 2-oxohisztidin szarmazék
keletkezését. Megallapitottuk, hogy a lanc hasadasa az o-

» A metionin-tartalma  ligandumok (dMKHA, dAKHM,
dMKHM, dM1AKHA) oxidacidja soran minden esetben a
metioninbol metionin-szulfoxid keletkezik, amelyet a 6. dbrdn
lathato JAKHM MS/MS spektruma mutat be.

> Kimutattuk, hogy a peptidlancbeli poziciojatol fiiggetleniil, a
réz(I)kotohely kozvetlen kozelében vagy attol tavol 1évo
metionin is megvédi a peptidlancot annak hasadasatol , illetve
hogy ezekben az esetekben sem kovetkezik be a hisztidin
oxidacioja.

» Az eredmények azt tamasztjak ala, hogy a Cu(ll)-ionnak
katalizalo szerepe van a fent emlitett folyamatban.

12
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Intens.

PO 2 +MS2(599.800)
[y4o+O-CH3S0H] o i0+0l
150 2
©
&
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[yz+0] o |
/ [yg+0]
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50 5 [y,+O] ¢[YE+O] , Iyg+Ol
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

6. dbra: dAAKHM+0 MS/MS

» Masrészt pedig a metionin igen érzékeny oxidacidja megvédi
a prion proteint és a kdrnyezetében 1évé egyéb peptideket a
fragmentalodastol €s csak a metionin oldallancok szulfoxidda
torténd oxidacidja kovetkezik be.
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V. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

A Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoport évtizedek oOta
foglalkozik kiilonb6z6 enzimek modellezésére alkalmas peptidek
vizsgélataval. Ezek az eredmények molekularis szintii elemzést
adnak arra vonatkozodlag, hogy a tényleges fémion-k6tShelyek egy
adott fehérjében/metalloproteinben hol vannak jelen. Valaszt
adnak a vizsgalatok arra is, hogy milyen kdlcsonhatés alakul ki a
vizsgalt fémionnal a koordinacids szféraban vagy attol tavolabb
1évé oldallancokkal és azok hogyan befolyasoljak a kialakulod
komplexek stabilitasat.

Munkank soran hisztidin-tartalma ligandumok szintézisét
végeztik el és Cu(Il)-, Ni(ll)-ionokkal vald kolcsOnhatasat és
redoxi sajatsagait tanulmanyoztuk. Az eredmények azt tiikrozik,
hogy a multihisztidin ligandumok nagyobb aktivitast mutatd
Cu(ll)-komplexei a Cu,Zn-SOD enzim aktiv centrumanak nagyon
jo szerkezeti és funkciondlis modelljeinek kiindulé pontjai
lehetnek. A human prion fragmens (Hu PrP€ 103-112) és mutansai
oxidaciojanak  vizsgalata sordn  kapott  eredmények
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy jobban megértsilkk az oxidacios
folyamatok szerepét a betegség alakulasa soran. Az altalunk kapott
adatok fontos informacioként szolgalhatnak olyan biologiai
kutatasokhoz, amelyekben idegrendszeri betegségek kivalto okat
keresik.
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