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I. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A neurodegenerativ rendellenességek kozé tart6zo prion betegségek, mint példaul a
Creutzfeldt-Jakob, a surlo- vagy a kergemarhakor kialakuldsdban a megvaltozott
szerkezetii prion fehérjét tartjak felelésnek. A normal prion protein (PrP%) tényleges
biologiai szerepe, valamint a megvaltozott koéros forma (PrP*) kialakuldsanak
mechanizmusa még nem tisztazott. Az utdbbi idében azonban egyre tobb kisérleti
bizonyiték tamasztja ald, hogy a fémionok, kiillonosen a réz(Il)ionok részt vesznek a
prion fehérje normalis mikodésével kapcsolatos biokémiai folyamatokban és/vagy
konformacios atalakuldsokban. Ebbdl kifolyolag a fehérje, illetve peptidfragmenseinek
réz(Il)ionokkal valé kolcsonhatasat kiterjedten tanulmanyoztak. A réz(Il)ionok felé
mutatott nagy affinitds az aminosav-szekvencidjdban talalhaté hisztidin imidazolil-
oldallancokkal értelmezhetd, amelyek elsédleges kotdhelyek a fémionok szdmara.

A Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén miikodo
Bioszervetlen Kémiai Kutatocsoportban a prion fehérje peptidfragmensein kordbban
végzett komplexkémiai tanulmanyok is aldtdmasztjdk a kivald réz(Il)ionmegkdotést.
Ezen talmenden megallapitottak az egyes hisztidil-oldallancok rézkotésében
mutatkozd preferenciat is, amely a H111 > H96 >> H85 ~ H77 sorrendnek adddott,
azaz az oktarepeat tartomdnyon kiviil elhelyezkedd hisztidinek nagyobb affinitdssal
rendelkeznek a réz(Il)ionok felé, mint az azon beliiliek.

Eddigi irodalmi adatok féként a réz(Il)ionnal valé komplexképzddési folyamatok
megismerésere iranyultak. A peptidek koordinacios kémiajara vonatkozd ismeretek
alapjan azonban nyilvanval6é volt, hogy a peptidek mas atmenetifém-ionokkal is
stabilis kolcsonhatasra képesek, ami indokolja az egyes fragmensek fémion-
szelektivitdsdnak tanulmanyozéasat is. Varhatéan a nikkel(II)ionokat is szdmottevd
mértékben megkotik és ezek a komplexek egyuttal modellek is lehetnek a
réz(I)komplexek szerkezetének megértésében.

Mivel a hisztidintartalmu szekvencidk a nikkel(II)ionokkal is komplexet képeznek,
célul thaztik ki olyan természetes €és mutans prion peptidfragmensek nikkel-
kotoképességének vizsgalatat, amelyek egyszerre eltérd tartomanyokbol tartalmaznak
hisztidineket, valamint a komplexképzddés jellemzése mellett arra is fokuszalva, hogy
milyen aranyban és hol kotik a nikkel(IT)iont.

Biologiai rendszerekben azonban egyidejlileg tobb fémion egylittesen van jelen, ami
indokolja a vegyes fémiontartalmi rendszerek vizsgélatat. Igy célunk volt egyes tobb
hisztidint tartalmazo természetes prion peptidfragmensek vegyes nikkel(Il)/réz(II)
rendszereiben zajlé komplexképzddési folyamatok tanulméanyozasa.
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A kapott eredmények alapjan nyilvdnvalova valt, hogy a vizsgalt prion
peptidfragmensek megkdtik a nikkel(II)ionokat, azonban a kotédési preferenciaban
jelentés kiilonbség mutatkozott a réz(Il)- és nikkel(Il)ion kozott. fgy munkank
masodik felében a kiilonbség okanak felderitése érdekében az egyes kotohelyeket
modellez6 egy, kettd, illetve harom hisztidint tartalmazé modellpeptideken
tanulmanyoztuk, hogy milyen tényezdk befolyasoljdk a réz(Il)-, nikkel(Il)- és
cink(Il)komplex, valamint vegyes magva nikkel(Il)/réz(Il)komplexek képzddését.

II. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Szilardfazisa peptidszintézis: Munkank sordan a prion fehérje kotohelyeit
modellezd peptidek szintézisét automatizalt mdédon a mikrohullama Libertyl
peptidszintetizalé késziilékkel (CEM, Matthews, NC) végeztilk. Az N-terminuson
acilezett, illetve szabad aminocsoporttal rendelkezé modellpeptideket Fmoc//Bu
technikaval allitottuk eld, amelyhez a C-terminuson amid végzddést biztositd Rink
Amide AM tipusit gyantat hasznaltunk. Az aminosavak aktivalasa a
TBTU/HOBt/DIEA technika segitségével zajlott. Az eldallitasok soran alkalmazott
oldoszer N,N-dimetil-formamid (DMF). Az eldallitott peptidek aminosav-szekvencidja
¢s szerkezete az I. dbran lathatd. A prion peptidfragmensek szintézise Catanidban
(Olaszorszag) tortént.

pH-potenciometrias modszerrel hataroztuk meg a ligandumok protonalodasi
allandoit, valamint a réz(Il)-, nikkel(II)- és cink(Il)komplexek stabilitasi allandoit. A
méréseket vizes oldatban kiviteleztiik (7 = 298 K; 7 = 0,20 mol/dm’) kiilonbozé
fémion-ligandum aranynal. A kisérleti adatokbdl a fémkomplexekre meghatarozott
stabilitasi szorzatokat a PSEQUAD ¢és SUPERQUAD szadmitogépes programokkal
szamitottuk ki. A rendszerekre jellemzd koncentracid-eloszlasi gorbéket a kapott
stabilitasi 4llando értékek alapjan a SED program segitségevel szerkesztettiik meg.

UV-lathaté spektrofotometrias vizsgalatokat végeztink a réz(Il)- ¢&s
nikkel(IT)ionokat tartalmazo6 rendszerekben 300-800 nm-es hulldmhossztartoméanyban.
A spektrumokat Perkin Elmer Lambda 25 tipusi kétsugaras UV-vis
spektrofotométeren vettiik fel kiilonbozé pH-értékeken, kiilonb6zé fémion-ligandum
aranyoknal. A ligandumkoncentracié 1x10° — 2x10° mol/dm’ koncentracio-
tartomanyba esett. 1,000 cm Uthosszu kvarc kiivettat hasznaltunk.

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia optikailag aktiv fémkomplexek
szerkezetének felderitésében széles korben haszndlt modszer. Ezen modszert mi
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réz(I1)- és nikkel(I1)-peptidkomplexek tanulmanyozéasara hasznaltuk. A CD méréseket
a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén végeztik egy JASCO-810 tipusu
spektrométeren. A spektrumokat kiilonboz6 fémion-ligandum ardnyoknal, illetve
kiilonb6zd pH-értekeknél rogzitettik 200-800 nm  hulldmhossztartomanyban,
szobahdmérsékleten, 0,100 ¢s 1,000 cm Uthosszusagu kiivettakban.

"H NMR spektroszkopias méréseket végeztiink néhany szabad ligandum és egyes
siknégyzetes  nikkel(I)komplexek  esetében. Az 'HNMR  spektrumokat
BRUKER AM 360 MHz FT-NMR késziiléken vettiik fel, a kiértékeléshez pedig az
1D WIN-NMR Bruker szoftvert hasznaltuk. A kémiai eltolddas értékének valtozasa (a
szabad liganduméhoz viszonyitva), a jelek szadma ¢és felhasaddsa informaciot
szolgaltatott a komplexek koordinacidos modjarol, illetve az esetleges izomerekrol.

III. VIZSGALT LIGANDUMOK

A munka soran vizsgalt két természetes, illetve két mutans prion peptidfragmens
egyarant tartalmaz oktarepeatbeli és azon kiviili hisztidineket is, amely kivalo
lehetdséget nyqjt a két tartomanybeli hisztidinek 6sszehasonlitdsara. Ezek a peptidek
az olaszorszagi Cataniai Egyetemen (University of Catania) késziiltek szilardfazisu
peptidszintézissel, amelyek koziil a HuPrP(60-114) szintézisében én is részt vettem. A
peptidfragmensek aminosav-szekvenciai (harombetis roviditésekkel) a kovetkezok:

HuPrP(84-114)His85Ala:  Ac-ProAlaGlyGlyGlyTrpGlyGInGlyGlyGlyThrHisSerGInTrp-
AsnLysProSerLysProLysThrAsnMetLysHisMetAlaGly-NH,

HuPrP(84-114)His96Ala: Ac-ProHisGlyGlyGlyTrpGlyGInGlyGlyGlyThrAlaSerGInTrp-
AsnLysProSerLysProLysThrAsnMetLysHisMetAlaGly-NH,

HuPrP(76-114):  Ac-ProHisGlyGlyGlyTrpGlyGInProHisGlyGlyGly TrpGlyGInGlyGlyGly-
ThrHisSerGInTrpAsnLysProSerLysProLysThrAsnMetLysHisMetAlaGly-NH,
HuPrP(60-114):  Ac-ProHisGlyGlyGlyTrpGlyGInProHisGlyGlyGly TrpGlyGInProHisGly-

GlyGlyTrpGlyGInProHisGlyGlyGly TrpGlyGInGlyGlyGlyThrHisSerGInTrpAsnLysProSer-
LysProLysThrAsnMetLysHisMetAlaGly-NH,.

A szilardfazisu peptidszintézissel eldallitott egy, kettdé és harom hisztidint tartalmazo
peptidek szerkezete az 1. dbrdn lathato.
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1. abra: A szilardfazisa peptidszintézissel eldallitott peptidek szerkezete
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IV. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A jelen doktori munka soran oldategyensulyi vizsgalatokat végeztiink harom prion
peptidfragmens  Ni(Il)-ionokkal, illetve Ni(II)/Cu(Il)-ionokkal alkotott vegyes
rendszereire, valamint egy 55 aminosavbol felépiilo prion peptidfragmens Cu(Il)-
rendszereire. Majd ezt kovetden kilenc hisztidintartalmi modellpeptid Cu(II)-, Ni(II)-
¢s Zn(Il)-ionokkal alkotott torzsrendszerét, illetve tobb hisztidint tartalmazé peptidek
esetében a Ni(Il)/Cu(Il) vegyes rendszereket tanulmanyoztuk. Vizsgélataink elsd
majd a fémiont is tartalmazd rendszerekben a képz0dd komplexek stabilitasi allandoit,
illetve az 4lladok alapjan koncentracid-eloszlasi gorbéket szerkesztettiink. A
komplexekben megvaldsuld szerkezetek, kotésmodok felderitésére tovabbi mérési
modszereket is alkalmaztunk (UV-vis spektrofotometria, CD, NMR ¢és ESR
spektroszkdpia).

A doktori értekezés felépitését tekintve harom részre bonthatd. Az elsé részben
célkitlizéseinknek megfelelden a prion fehérje harom peptidfragmensének Ni(II)-
komplexeit, ¢és két peptidfragmens Ni(I[)/Cu(Il) vegyes fémkomplexeit
tanulmanyoztuk.

1. A Prion peptidfragmensek komplexképzodési folyamatai

1.1. A Prion peptidfragmensek nikkel(II)komplexei
A két hisztidint tartalmazd HuPrP(84-114)H85A és HuPrP(84-114)H96A, illetve a

négy hisztidint tartalmazé HuPrP(76-114) peptidfragmensek kivaldo lehetdséget

nyQjtanak a kiilonb6z6 tartoményokbdl szarmazo hisztidinek koordindcids kémiai

Osszehasonlitasara. A Ni(Il)-rendszereknél az alabbi megéllapitasok tehetdk.

- A prion peptidfragmensek hatékonyan kotik a nikkel(Il)ionokat (2.a dbra).

- Annyi nikkel(Il)ion megkdotésére képesek, ahany oktarepeat tartomanyon kiviili
hisztidint tartalmaznak a szekvencidjukban (az oktarepeat tartomany csak extrém
lagos koriilmények kozott képes koordinalni a nikkel(Il)ionokat).

- A hisztidil-oldallancok fiiggetlen fémionk&tohelyként viselkednek.

- Réz(IT)ionokkal Gsszehasonlitva az Irving-Williams sornak megfeleléen kisebb
stabilitasu nikkel(II)komplexek képzddnek.

- Két 6 koordinaciés mod figyelhetd meg (2. abra):
epH 6 koriil a hisztidil-oldallancok imidazolnitrogénjeinek elsddleges ¢és

kizarolagos koordinacidjaval makrokelat szerkezetli részecskék jonnek létre
(2.b abra);
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e 7,5-10 kozotti pH-tartomanyban harom amidnitrogén N-terminus felé lezajlo
kooperativ deprotonalddasa és koordinacidja kovetkeztében 4N-es, egy- vagy
kétmagvi sarga szinli, siknégyzetes geometriajii, diamagneses Ni(Il)-
komplexek képzddnek (3N ,Ny,,) koordindciés moddal (2.c dbra).

- Hidroxohidas komplexek létezésére egyik esetben sem talaltunk bizonyitékot.

- Lizil-oldallancok e-aminocsoportjanak koordinédcidjat egyik esetben sem lehetett
kimutatni.

- A komplexek stabilitdsdnak és a koordinacidés izomerek CD spektruméanak
Osszehasonlitasaval megallapithat6, hogy Ni(Il)-ionok szaméara a H96 kornyéke a
kedvezményezett kotohely a H111 kornyékével szemben (ez pont ellentétes a
Cu(II)-ionokénal tapasztaltakkal).

a) 1,0
- 09

2. abra: A Ni(Il)-HuPrP(76-114)=1:1 rendszer /:( ¢ \o P
esetén a) képz6dd komplexek koncentracio-eloszlasi AN/ \Q
gorbéje (cxian= ci= 1x10~° mol/dm’); b) a [NiH,L]* S
makrokelat szerkezete; és a ¢) (3N ,Ny,) kotésmod /R(N\/&
siknégyzetes geometriaji Ni(Il)-komplexek esetén. N X °

1.2. Prion peptidfragmensek réz(Il)/nikkel(Il) vegyes fémkomplexei
A HuPrP(84-114)H85A ¢és HuPrP(84-114)H96A mutans prion peptidfragmensek

nikkel(IT)/réz(IT) vegyes fémiontartalmi rendszereit tanulmanyozva a kdvetkezd

megallapitasok tehetok.

- Ekvimolaris oldatban mindkét ligandum képes a kétféle fémiont egyszerre oldatban
tartani.

- Enyhén savas és semleges oldatban kizarolag Cu(Il)-komplexek képzddnek két
imidazolnitrogén koordinacidjaval, a pH emelkedésével bekovetkezik az
amidnitrogének deprotondlodasa ¢és koordinacidja (2N ,Ny,), illetve (3N ,Np,)
kotésmodot eredmenyezve.

- A Ni(II)-ionokkal val6 kolcsonhatas pH 8,0 felett szamottevd, ahol a koordinaciéban
imidazolnitrogén és amidnitrogének vesznek részt.
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- Lugos pH-tartomanyban jellemzd a vegyes fémkomplexek képzddése, amelyekben
mind a két fémiont imidazol- és amidnitrogének koordinaljak.

- A HuPrP(84-114)H85A ligandum estében képzddo koordinacids izomerek vizsgalata
alapjan megallapitottuk, hogy Ni(Il)-ionok kedvezményezett kdtdhelye a H96, mig
réz(Il)ionoké H111 (a torzsrendszereknél tapasztaltakkal nagyon jo egyezésben).

- A HuPrP(84-114)H96A mutans peptidfragmens képes megkotni az egyszerre
jelenlevd két fémiont ekvimoldris oldatban. pH 10,0 felett kizardlag kétmagva
vegyes komplexek képzddnek, ahol a Ni(Il)-ionok tobbsége a H111 kornyékéhez
kotddik, mig a Cu(Il)-ion tobbsége az oktarepeat tartomanybeli H85 koérnyékéhez;

- A Ni(II)-ionok nem helyettesitik a Cu(Il)-ionokat, viszont befolyasoljak annak egyes
kotohelyek kozotti eloszlasat.

2. A prion fehérje fémionkotéhelyeit modellezd peptidek komplexképzodési
folyamatai

A dolgozat mdsodik részében a fémion-szelektivitas megértése céljabdl a prion
peptidfragmensek komplexkémiai viselkedését modelleztiik egy, kettd, illetve harom
hisztidint  tartalmaz6é  peptidek  Cu(Il)-, Ni(I[)- ¢és  Zn(Il)-rendszereinek
tanulmanyozasaval, amelyek soran kimutattuk, hogy a peptidek fémion-szelektivitasat
az aminosav-szekvencia lényegesen befolyasolja és a képz0dé komplexek stabilitasa
megfelel az Irving-Williams sornak. Vizsgalataink tovabb erdsitik az irodalomban is
fellelhetd eddigi tapasztalatokat, amely szerint a fémkomplexek stabilitasat:

(1) befolyasolja az imidazolnitrogének szama (minél nagyobb, annal stabilisabb)

(2) megnoveli a kettds horgony donor (NH,,Nj,,) jelenléte.

2.1. Egy hisztidint tartalmazoé modellpeptidek fémkomplexei
Korabban az Ac-GT °HS-NH, és Ac-MK''"HM-NH, Cu(I)- és Ni(II)-komplexeit

mar jellemezték, ezek esetében csak kiegészitd méréseket, illetve Osszehasonlitd

elemzéseket végeztiink. A prion fehérje N-termindlis részén elhelyezkedd hisztidinjei

(HI11, H96 és Hyyarepear) kOruil talalhatd aminosav-szekvenciat modellez6 peptidek

(GTHS, MKHM, PHAAA) fémion-koordinaciojdnak tanulmanyozasa soran tett

megallapitasokat a peptidek 6sszehasonlitasdval egyiitt foglaltuk Ossze.

- Az albuminszer(i szekvencia kovetkeztében a szabad a-aminocsoporttal rendelkezd
tetrapeptidek a védett szarmazékokkal szemben nagy affinitdssal rendelkeznek a
Cu(II)- és a Ni(Il)-ionok felé. Ennek magyarazata, hogy az N-terminustol fiiggden
eltérd kotésmaod valosul meg a 4N-es komplexekben:

e (NH,,2N ,Nj,,) szabad N-terminus esetében
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e (3N ,Ny,) védett N-terminus esetében.

- Zn(Il)-ionnal egyik esetben sem kovetkezik be amiddeprotonalodas, igy elérve a
cink(IT)ion hidrolizisének tartomanyat, a fémion hidrolizal.

- A szabad ¢és védett N-terminusu tetrapeptidek a prion peptidfragmenseknél
tapasztaltakkal megegyezd fémion-szelektivitast mutatnak, azaz a Cu(Il)-ionok
stabilisabb komplexet képeznek az -MKHM- szekvenciaval, mig a Ni(II)-ionok a
-GTHS- szekvenciaju tetrapeptidekkel.

- DFT szdmolasok alapjan a -GTHS- szekvencia jobban megfelel a Ni(Il)-
komplexekre jellemzd szabalyos siknégyzetes geometria kialakuldsdnak, az
-MKHM- szekvencia pedig olyan Cu(Il)-komplexek kialakulasanak, ahol a Cu(II)-
1on koriil 6t donoratom talalhatod [(NH,,2N ,Ni)ekv + (On20)ax]-

- A pentapeptid jol modellezi az oktarepeat tartomanyt, hiszen Cu(II)-ionokkal valo
komplexképzddése sordn a tetrapeptidekkel Osszehasonlitva kisebb stabilitasi
részecskék képzddnek, ami a C-terminus irdnyban lezajlo amiddeprotonalddas és
-koordinacié  kovetkeztében kialakulo  (7,5,5)-tagi  csatolt  kelatgytirtik
képzddéseével értelmezhetd; valamint  Ni(Il)-ionnal valé  kolcsonhatasa
elhanyagolhato6.

2.2. Két hisztidint tartalmazo modellpeptidek fémkomplexei

Az H;N-MKHMGTHS-NH,, H,N-GTHSMKHM-NH, és Ac-GTHSMKHM-NH,
oktapeptidekkel két oktarepeat tartomanyon kiviili kotShelyet (H96 és HI111)
kivantunk modellezni a két tetrapeptid-szekvencia 6sszekapcsolasaval. Mindharom
oktapeptid két ekvivalens Cu(Il)- vagy Ni(Il)-iont tud megkdtni, azonban Zn(II)-
ionokat csak ligandumfelesleg mellett képes oldatban tartani. A szekvencidkban
talalhatd mindkét hisztidin fiiggetlen kotOhelyként viselkedik Cu(Il)- és Ni(Il)-ion

szamara.

A szabad N-terminusu oktapeptidek kétféle lehetséges kotésmodu komplex

kialakuldsara alkalmas kotohelyet tartalmaznak ((NH,,2N ,Ny,) az N-terminushoz

kozeli hisztidin részvételével, illetve (3N ,Ny,,) a belsd hisztidinnél).

- Nagy affinitassal rendelkeznek a réz(Il)- és nikkel(Il)ionok felé¢ az albuminszerii
szekvencia kovetkeztében.

- Cu(Il)- ¢és Ni(Il)-rendszereikben széles pH-tartomanyban uralkod6 részecske a
(NH,,2N ,Nj,,) kotésmodu [MH- L] (=[MH_,LH)).

- Koordinacios izomerek vizsgalata alapjan szekvencia-specifikussag nem mutathato
ki, az els6é ekvivalens fémion (Cu(Il) vagy Ni(Il)) kizarolag az N-terminushoz
kotoédik.
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- Komplexek stabilitdsanak Osszehasonlitasaval megallapithatd, hogy a Ni(Il)-ion
stabilisabb komplexet képez a H,N-GTHSMKHM-NH,, mig a Cu(ll)-ion az

H,N-MKHMGTHS-NH, oktapep-
tiddel.

- Ni(I)/Cu(Il) vegyes rendszerben a
pH fiiggvényében a Cu(Il)-ionok
kotddnek eldszor, ezzel elfoglalva
az aminoterminust, a Ni(II)-ionok
a maradék helyre keriilnek (3.

abra).

3. abra: A 4N-es kotésmod NH,
a Cu(ll) : Ni(Il) : H,N-  ©
GTHSMKHM-NH,; = 1:1:1
rendszerben képzddo y N s/
vegyes fémkomplex esetéfn.\{c2 00 HN
2\ 0 Ho AN
N o ;
\ N2
HoN--_ ¢ 2 N Nj\( o
N
N CH, o)
¢ j N
N

A védett N-terminusu oktapeptid koordinacidés kémiai szempontbdl két azonos

kotohelyet tartalmaz.

- A szabad N-terminusu szarmaze¢kokhoz képest a komplexképzddés magasabb pH

- Cu(Il)-rendszerben pH 5-6 kozott 2Np,

- Ni(Il)-rendszerben pH 6-8 kozott

- Ni(IT)/Cu(Il) vegyes

értekekre tolodik.

koordinacidjaval [CuHL] részecske
képzddik, majd két amidnitrogén kooperativ deprotonaldddsa és koordindcidja
kovetkeztében pH 7 koril [CuH- L], majd pHS8 koril egy tovabbi
amidkoordindci6o kovetkeztében [CuH,L] jon létre (3N ,Np,) kotésmoddal.
Tovabbi protonvesztési folyamatok nem eredményeznek valtozast a koordinacios
szféraban. Koordinacios izomerek vizsgalata kimutatta, hogy a réz(II)ionok azonos
mértékben oszlanak el a két hisztidil-oldallanc kozott. Fémionfelesleg esetén a
kétmagvi komplexek jelenléte a meghatarozo.
uralkod6 részecske a csupan Nj,-ek
koordinaciojaval 1étrejove, oktaéderes geometriajd [NiHL]. pH 8 felett az
amidnitrogének kooperativ deprotondlodasaval és koordinacidjaval egy szerkezeti
atrendezddést kovetden siknégyzetes geometridju, diamagneses [NiH,L] részecske
képzddik. Koordinacios izomerek vizsgalata kimutatta, hogy a Ni(II)-ionok 90%-a
a -GTHS- szekvencidhoz kotddik. Fémionfelesleg esetén a kétmagva komplexek
jelenléte a meghatarozo.
rendszerben 11,0-es pH-értékre kialakulé [NiCuH 4L]
részecskében a Cu(Il)-ionok 90%-a az -MKHM-, valamint Ni(Il)-ionok 90%-a a

-GTHS- szekvencianal talalhato.
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2.3. Harom hisztidint tartalmazé modellpeptid fémkomplexei
Az Ac-PHAAAGTHSMKHM-NH, tridekapeptid harom hisztidint tartalmaz a prion

fehérje harom kiilonb6z6 tartomanybeli fémionkotdhelyét modellezve.

- Ennek megfelelden ez a ligandum harom ekvivalens Cu(Il)-iont vagy két ekvivalens
Ni(Il)-iont képes megkotni a teljes pH-tartomanyban. Mindhdrom hisztidin
fiiggetlen kotohelyként viselkedik.

- Az elsé két ekvivalens Cu(Il)-ion a kiilsé hisztidineket modellezd (-GTHS- és
-MKHM-) szekvencidkhoz kotédik 6sszemérhetd mértékben.

- Az els6 ekvivalens Ni(Il)-ion a H96-t modellezd -GTHS- résznél talalhato.

- A Ni(Il)/Cu(Il) vegyes rendszerben a Ni(Il)-ionok tobbsége a H96-ot modellezd
szekvencidhoz (-GTHS-) kotoédik, mig a Cu(Il)-ionok tobbsége HI11-t
modellez6h6z (-MKHM-).

3. Hat hisztidint tartalmazo prion peptidfragmens réz(I)komplexeinek vizsgalata

A prion fehérje rendezetlen tartomanyaban 1évé Osszes kotShelyet tartalmazd
HuPrP(60-114) feltérképezd vizsgalata soran egyszerre tanulmanyozhattuk a prion
arra nem volt lehetdségiink, hogy a peptid konkrét oldategyensulyi viszonyait
jellemezziik, de a réz(Il)iont is tartalmazd mintak spektroszkopiai vizsgalata alapjan az
alabbi megallapitasokat tehetjiik.

- A képz6dd komplexek Osszetételét a pH és a rézion-koncentracid jelentOsen
befolyasolja.

- Ugyanazok a kotési preferencidk valdsulnak meg, mint amit koradbban is
tapasztaltunk a prion peptidfragmenseknél.

OA fizioldgias pH-tartomanyban a makrokelét szerkezetli részecskék jelenléte
a meghatdrozd, ahol a réz(Il)ion koordinacids szférajaban az oktarepeat és a
kiils6 hisztidinek egyarant részt vehetnek.

OA pH novekedésével parhuzamosan pedig bekdvetkezik az amidnitrogének
deprotonalddasa €s koordinacidja.

- A makrokeldt szerkezet nagy stabilitdsa kovetkeztében az amidnitrogének
deprotonaloddsa magasabb pH-tartomanyba tolodik el.

- A rézion-koncentracié novelése megtori ezt a makrokeldt szerkezetet, és az
amidnitrogének deprotonalddasa és koordinacidja eltolodik semleges, majd savas
pH-tartomanyba, illetve ezzel parhuzamosan az oldékonysag is megnovekszik.

- A réz(Il)ionok jelenléte visszaszoritja a csapadekképzddést

- Preferencia figyelhetd meg a kiilsd hisztidinek irdnyaba.
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V. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

Vizsgalataink alapkutatds jelleglick. A munka elsé részében a Ni(Il) ¢és
Ni(II)/Cu(Il) - prion peptidfragmens rendszerekben képzddd komplexek stabilitasi
viszonyait és lehetséges szerkezetiiket deritettilk fel, valamint a kotohelyek nikkel-
kotoképességének sorrendjét. A munka masodik részében a prion fehérje kotOhelyeit
modellezd peptidek komplexképzddési folyamatait tanulmanyoztuk Cu(Il)-, Ni(Il)- és
Zn(Il)-ionok jelenlétében. A munka harmadik fazisidban a prion fehérje rendezetlen
tartomanyaban 1évé Osszes kotohelyet tartalmazd prionfragmens feltérképezd
vizsgalata tortént meg. Kutatasaink kozelebb vittek minket a prion fehérje kotOhelyet
esetén jelentkezod eltérd fémion-preferencia okanak felderitéséhez, réz(Il)-, nikkel(11)-
¢s cink(IT)komplexek esetén egyarant.

Ezen vizsgalatok alatamasztjdk a prion peptidfragmensek kiugro affinitdsat a
réz(I)ionok irdnyaba, valamint a nikkel(Il)ion, mint szerkezeti modell jol
alkalmazhat6 az dsszehasonlitdsokhoz. Ugyanakkor a cink megkotését barmely prion
peptidfragmens €s modellpeptid esetén vizsgalva, csak nagyon gyenge kolcsonhatas
volt kimutathat6. Ez tovabb erdsiti azt a feltételezést, amely szerint, ha a fémionok
részt vesznek a prion fehérje bioldgiai mikodésében, akkor a réz(Il)ionoknak van
elsddleges szerepiik ezen a téren.

Eredményeink hozzéjarulnak ahhoz, hogy jobban megértsiik, milyen tényezdok
befolyasoljadk a neurodegenerativ betegségekkel (pl. Alzheimer-korral, Parkinson-
korral, prion betegségekkel) Osszefiiggésbe hozhatd fehérjék fémionmegkotését. Ezek
értékes informdaciot nyujthatnak olyan bioldgiai kutatasokhoz, amelyek célja a
neurodegenerativ megbetegedések kivaltd okanak felderitése. Ezen eredmények
lehetévé teszik a jovOben 1), hatékonyabb, a neurodegenerativ betegségek kezelésére
alkalmas gyogyszerek és terapiak kifejlesztését.
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