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1. Bevezetés

A bioldgiai folyamatokban a kiilonbdz6 kémiai reakcidk végbemenetelét katalizatorok segitik
eld, amelyek meghatdrozzdk a kémiai dtalakuldsok mechanizmuséit, és csokkentik a reakcidk
lejatszodasdhoz sziikséges aktivalasi energidt. Ezen biokatalizatorok legnagyobb része specidlis fehérje,
melyeket enzimeknek neveziink. Az eddigi ismereteink alapjdn, a természetben el6forduld enzimek
egyharmada tartalmaz fémion(oka)t. Az atmenetifémek elsé sordban taldlhat6 elemek, a Sc és Ti
kivételével, fontos szerepet jatszanak a bioldgiai rendszerekben. Tobb ezer tn. metalloenzim
szerkezetének és aktivitdsdnak kialakitdsdban vesznek részt, amire a részlegesen betoltott d palydk miatt
kialakul6 véltozatos oxidacios dallapot, és koordindcids geometria nyujt lehetdséget. Mivel a
metalloenzimek a biokémiai folyamatok minden szintjén meghatdrozé szerepet jitszanak, szerkezetiik és
miikddésiik lefrdsa alapvetd fontossagu a bioldgiai rendszerek megismerését illetden.

A fémionok az enzim é&ltal katalizdlt reakciét tobbek kozott a fehérje szerkezetének
stabilizdldsaval, a szubsztrdtmolekula megkotésével €s elektrosztatikus aktivaldsdval, elektron akceptor
illetve -donor sajatsdguk révén, a tdmadé (példdul nukleofil hidroxidion) reaktdns kialakitdsaval, illetve
a reakci6k sordn keletkezett intermedierek stabilizdldsdval segithetik eld. A hidrolitikus enzimek
leggyakoribb alkotéeleme a cink(Il)-, illetve a magnézium(Il)ion, mig a redoxifolyamatok katalizisében
a vas-, réz- és mangdnionok kapnak leginkabb szerepet.

A modellvegyiiletek tanulmanyozdsa, szem el6tt tartva e rendszerek korlatait, lehetdvé teszi,
hogy a metalloenzimek miikdodésérél pontosabb képet kaphassunk. A koordinicids és a bioszervetlen
kémia teriiletén, az Aatmenetifém-komplexek vizsgdlata révén a fémionok szerepét a bioldgiai
rendszerekben, illetve tobb konkrét enzimatikus mechanizmust is sikeriilt feltérképezni.

A kis molekulattmegli modellvegyiiletek szdmos elénnyel birnak a természetes
makromolekuldris rendszerekkel szemben: viszonylag olcsén és egyszertien eldallithatok nagy
mennyiségben, és méretiilk miatt is konnyebben tanulmanyozhaték. Amig az egyéb szerves szintetikus
modellvegyiiletek fémkomplexei révén meglehetdsen sikeresnek bizonyult egyes enzimek szerkezeti és
funkciondlis megkozelitése, addig joval kevesebb ismeret dll rendelkezésiinkre a fehérjék fémionkotd
helyeinek kis peptidmolekuldkkal torténd sikeres modellezésére. Ennek egyik oka, hogy a kis peptidek
fémion-koordinicidja sordn példdul a réz(Il)ionok mar fiziol6gids pH-n amid-nitrogén deprotonalddést
indukdlnak, mig a cink(II)ionokat tartalmazé oldatokbdl az esetek tobbségében a fémion teljes vagy
részleges hidrolizise miatt csapadék vélik ki. Ugyanakkor a természetes enzimek aktiv kozpontjédban a
fémionok szinte kizdrdlag a fehérjék aminosav-oldalldncain taldlhaté donorcsoportokhoz (His-imidazol-
N, Cys-tiolat-S, Met-tioéter-S, Glu-, Asp-karboxildt-O, Gln-, Asn-karbonil-O) kotddnek. Ezenkivil,
amig a fehérjék a molekuldn beliili kdlcsonhatdsok révén jol meghatdrozott térbeli szerkezet, s igy a
fémionok részére megfeleld "iiregek" kialakitdsara képesek, addig erre a kisméretli peptidmolekuldk

esetén nincs mod.



A megfeleld funkciés csoportokkal ellatott, koztes mérettartomanyba esd, un. oligopeptid-
molekulédk segitségével varhatéan a fenti problémak dthidalhatok. Ilyenek lehetnek az altalunk vizsgédlni
kivant hisztidinben gazdag peptidek, melyekben az aminosav-sorrend, vagyis a fémionkotd helyek
szdma és egymdshoz viszonyitott helye megfeleld tervezéssel konnyen mdédosithaté a szilard fazisd
szintézis sordn. A peptidek modellvegyiiletként torténd alkalmazdsanak elénye még, hogy e molekuldk a
fehérjékhez hasonldéan aminosavakbdl épiilnek fel, nem testidegen anyagok, és genetikailag kddolhatok.
Igy biotechnoldgiai eszkozok segitségével viszonylag egyszeriien és olcsén tudunk a fémion-megkotd
peptidekbdl olyan molekuldkat Osszedllitani, melyek (i) mesterséges enzimekként a természetes
enzimektdl eltérd specifikussagot, funkcidt és/vagy nagyobb hatékonysagot mutatnak, illetve (ii) toxikus
fémionakkumulacié révén kornyezeti remedidciéra (szennyezd anyagok bioldgiai lebontdsa
mikroorganizmusokkal) alkalmasak. Napjainkban széles korben kutatjdk ezen teriileteket, és e kutatdsok

sikeréhez, reményeink szerint jelen doktori disszertdci6 anyaga is tavlati szinten hozzajarulhat.



2. Célkitiizések

1. A tobb hisztidint tartalmazé peptidek koordinicids kémidja igen bonyolult. A peptidek
tagszamdnak novelésével a vizsgdlati mddszerek lehetdségei is korldtozottabba vélnak egyrészt a
rendelkezésre all6 viszonylag kis anyagmennyiségek, masrészt a molekuldk nagyobb mérete miatt. A
cirkuldris dikroizmus spektroszkodpia, amit a fehérjék tanulminyozasdban is gyakran alkalmaznak, a
peptidkomplexek vizsgalatanak hatékony mddszere. Ismert, hogy a fémion-koordinécid tipusa mar a kis
tagszamu hisztidin-tartalmu peptidkomplexeknél is erdsen fiigg a hisztidinnek az aminosav-sorrendben
elfoglalt helyétol. Célul tiztiik ki ezért, (i) hogy az egyszerii hisztidintartalmi tripeptidek
réz(I)komplexeiben kialakulé lehetséges kotéstipusokat jobban megismerjiik; (ii) hogy a CD
spektroszkopia segitségével a spektrumok alakja, elgjele és intenzitasa, valamint a koordinacié
modja kozotti kapcsolatot jobban megértsiik, és ezen Gsszefiiggéseket a bonyolultabb rendszerek
értékelése soran alkalmazhassuk. Az e vonatkozdsban vizsgalt tripeptidek a kovetkezOk voltak:
HisGlyGly, GlyHisGly, GlyGlyHis, HisAlaAla, AlaHisAla, AlaAlaHis, Ac-HisGlyGly-NH,.

2. A kis tagszdmd, hisztidintartalmi peptidek fémion-koordindcidja a bioszervetlen kémia egyik
legrészletesebben vizsgdlt teriilete [1-4], mivel a hisztidin a metalloenzimek aktiv kdzpontjdban szinte
kivétel nélkill megtaldlhat6. Azonban mint ismeretes, a réz(I)ionok a kis tagszdmi peptideknél
altalaban hisztidin jelenlétében is amid-nitrogén deprotondlédést idéznek elé mar fiziol6gids pH-n. Ez
néhdny fehérje (példdul a humin szérum albumin, vagy a prion fehérjék) fémion koriil kialakitott
szerkezetének felderitésében igen nagy segitséget jelentett, de 1ényegesen csokkenti a fémion Lewis-sav
jellegét, valamint stabilizdlja a Cu" oxidaciés dllapotot és igy a katalizisre valé hajlamot. Ezért a
metalloenzimek modellezésében nagy jelentdségiik lehet a tobb hisztidint tartalmazé peptideknek,
amelyek varhatéan a fiziol6gids pH koriili tartomdnyban csupan az imidazol-nitrogéneken keresztiil
koordinalédnak a fémionokhoz. A disszertaciom fé iranyvonalat a fentiek alapjan hisztidinben
gazdag oligopeptidek eléallitasa, réz(Il)-, cink(II)- és esetenként nikkel(II)komplexeinek
tanulmanyozasa alkotja. E modellvegyiileteken keresztiil egyrészt a fémionok megkotédésének
szerkezeti és termodinamikai viszonyait tanulmanyozhatjuk, masrészt enzimek funkcionalis
modellezésére nydjtanak lehetdséget.

Mivel célunk a fehérjék és foként a metalloenzimek fémionkotd tulajdonsdgainak modellezése,
olyan rendszerek vizsgélatit tervezziik, amelyek a lehetd legjobban tiikrozik a természetben el6forduld
viszonyokat. A tanulmdnyozott peptidmolekuldk N-termindlis végét ezért acetilcsoporttal védtiik, C-
termindlis végiik pedig a szokdsos karboxilcsoport helyett savamidcsoportot tartalmazott. Igy
meggdtolhatd a C-terminalis karboxil-, valamint az N-termindlis aminocsoport koordinacidja. Az utébbi
példdul N-termindlis helyzetben 1évé hisztidin esetén igen stabilis hisztamintipusi (NH, és ImN)
koordinicidban vesz részt, &m az acetilezés miatt ehelyett a hisztidin oldalldnc (ImN) koordinécidja

vizsgdlhat6. A munkdnk kezdetén mar ismert irodalmi eredmények azt mutattdk, hogy a nem védett



hisztidinben gazdag peptidek réz(I)komplexeinek képzddése sordn nagy termodinamikai stabilitdst
biztosito, ot- és hattagu kelatgylirtik alakulnak ki, az esetek tobbségében mdr fiziologids pH-n, az amid-
nitrogén koordinicidja révén. Jelenleg is tobb kutatdcsoport foglalkozik ilyen tipusi peptidek
fémkomplexeinek tanulmanyozasaval. A napvildgot latott djabb eredmények is arra utaltak, hogy harom,
vagy akdr tobb hisztidin beépitése a peptidlancba védett peptidek esetén sem képes megakadéalyozni az
amid-nitrogén koordinécidjat a réz(Il)- és nikkel(Il)komplexekben. Ugyanakkor a cink(I)ionok ezen
ligandumok tobbségével is csapadékot képeztek. Megfeleld megoldasnak tlint egy vagy tobb prolin
beépitése a peptidszekvencidba, ugyanis a szekunder amidk&tést kialakité prolin téréspontot jelent a
sorozatos amid-nitrogén koordinicidban. A poldros oldalldnccal rendelkezd aminosavak beépitésével a
vizoldhatésag novelése volt a célunk. A Kkisérleti munkank soran ezért a kovetkezé hisztidinben
gazdag, prolin aminosava(ka)t tartalmazo oligopeptideket allitottuk elé: Ac-HisProHisHis-NH,,
Ac-HisProHisProHis-NH, és Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH,.

3. Sok esetben a kistagszdmu peptidek fémkomplexeinek enzimmodellként valé alkalmazdsa
korlatokba iitkdzik, mivel a koordindciés méd és a kinetikai sajatsdgok nagymértékben kiilonboéznek a
nativ enzimekétdl. Emellett a természetes enzimekben gyakran két- vagy tobbmagvu aktiv kézpontok
talalhatok. Célunk volt ezért, hogy nagyobb tagszami peptideket is vizsgaljunk, amelyek
alkalmasak lehetnek két fémion megkotésére is. E peptidek tovabbi eldnye lehet, hogy
rendelkezhetnek stabilis masodlagos szerkezettel. Igy a fémion a peptid 4ltal részben elére kialakitott
tiregben helyezkedhet el, ami a komplex kinetikai stabilitdsdnak novekedését eredményezheti.

E teriileten elsé lépésként a biborsav-foszfatdz enzimek aktiv centruminak modellezését
terveztilk. Ezen enzimcsalad tagjai kétmagvud aktiv kozponttal rendelkeznek, mely igen hatékonynak
bizonyul a hidrolitikus katalizisben, valamint e fémionk&td hely az evolici6 sordn valtozatlan maradt. A
biborsav-foszfatdz enzimek aktiv koézpontjdnak mintdjara nemzetkozi egyiittmiikodés keretén beliil
olyan oligopeptideket terveziink, amelyek képesek lehetnek stabil gerinckonformacié kialakitasara, és
benniik két fémion (vas(Ill)- és cink(Il)ion) részére taldlhaté kotShely. Molekularis dinamikai
szamitasok alapjan egy 20 és egy 24 aminosavbdl allé oligopeptidet valasztottunk ki vizsgalataink
célpontjaul, melyek aminosav-sorrendje:

P20:

TyrLysAspProProThrAspHisLeuAspGlnArgValLeuAspLeuProHisHisAsn, és

P24:
AspProProGInValProHisLeuTyrGlyLeuPheGInlleAsnAspThrValHisGlyCysCysHisAsn.

Célul tiiztiik ki ezen peptidek eldallitasat és fémionkotd sajatsagainak tanulmanyozasat. A
szintézishez els6ként a mikrobioldgiai uton torténd eldallitast valasztottuk, az un. rekombindns DNS
technoldgidt alkalmazva. Ennek sordn a peptidet k6dolé gént beépitjiikk egy hordozé DNS-be (plazmid
vektor), majd ezt baktériumokba juttatva (transzformdlds), azok a célpeptidet termelni kezdik (kifejezés).

Az un. GST génfuzids rendszert alkalmazva, az eldallitott peptid N-termindlis részén egy Glutation S-



transzferdz (GST) fehérjemolekula taldlhat6 (fiizids fehérje). A fuziés GST-P20 és GST-P24 fehérje
fémionkotd tulajdonsdgainak vizsgdlatira UV-CD spektroszkopids, illetve affinitds-kromatogréfids
méréseket terveztiink. A fehérjerész esetleges zavard hatdsanak kikiiszobolése érdekében, szilard fazisa
peptidszintézissel is elddllithaté az N-, és C-termindlis részein védett peptidmolekula, melynek

fémkomplexeit oldategyensulyi, UV/lathat6- és CD spektroszképiai médszerekkel tanulmanyozhatjuk.

4. A foszforsavészteraz enzimek, azaz a természetes makromolekularis szubsztratok (DNS,
RNS, foszforildlt fehérjék) foszforsav-észter kotéseinek hidrolitikus hasitasaért felelds enzimek bioldgiai
szerepe igen jelent0s és szertedgazd. Ezen molekuldk meghatdrozd jelentdséglieck a nukleinsavak
metabolizmusaban, a szervezet energiahdztartdsaban, vagy a kiillonboz6 fehérje, illetve enzimaktivalasi
folyamatokban.

Munkank egyik célja foszforsav-diészteraz - ezen beliill nukleaz - enzimek funkcionalis
modelljeinek kialakitasa volt, amelyek modell-szubsztratok (példaul aktivalt foszfatészter kotést
tartalmazé vegyiiletek), illetve természetes makromolekularis szubsztratok (példaul cirkularis
DNS) hidrolizisét képesek elosegiteni. E célbol a fenti 2. pont alatt felsorolt ligandumok cink(II)- és
réz(I)komplexeinek, valamint a 3. pont alatti peptidek vas(III)/cink(II) kétmagvia komplexeinek
hidrolitikus aktivitasat tanulmanyoztuk.

A vizsgalt rendszerek réz(I)komplexei redoxireakcidk katalizalasdra kitlind lehetdséget
nyUjthatnak, a réz(Il)ion reverzibilis oxidacidja €s redukcidja révén a katalitikus ciklus sordn. A 2.
pontban felsorolt ligandumok réz(II)komplexei alkalmasak lehetnek a szuperoxid-dizmutaz (SOD)
vagy pirokatechin-oxidaz enzimek funkcionalis modellezésére is, melynek vizsgalata szintén

doktori munkam céljat képezte.



3. Irodalmi el6zmények

3.1. A fémionok szerepe az élo szervezetben; metalloenzimek

Az él6 szervezetben a fémionok szdmos folyamatban vesznek részt. Szabdlyozd szerepet
jatszanak példdul a sejtek kozotti gyors informdcidaramlasban és a metabolikus folyamatokban (Na*, K*,
Mg?*, Ca®™). Szerkezet-stabilizal6 hatdsuk révén nemcsak a csontok és fogak keménységéért felelések,
de segitenek kialakitani a fehérjék funkciondlis térbeli elrendezddését (Ca*, Zn**). Elektron-szillit6
lancok részei, mint péld4ul a vastartalmi citokromokban és ferredoxinokban, vagy a ,.kék réz” tipusu
azurin és plasztocianin metalloproteinekben. A leggyakoribb redoxirendszerek alkot6i a Fe'/Fe''/Fe',
Cu'/Cu", Mn'"/Mn"/Mn", Mo"/Mo"/Mo"", Co'/Co"/Co"™, Ni/Ni"/Ni", ahol a szokatlan oxid4cids
allapotokat a bioligandumok stabilizdljdk. A fémionok kiilonb6z6 metallokoenzimekben és
metalloenzimekben betdltott szerepe is nélkiilozhetetlen. Csak néhany példat emlitve: a B, koenzim
nélkiilozhetetlen eleme a Co, a karboxipeptiddzoké és az alkohol dehidrogendzoké a Zn, a szuperoxid-
dizmutaz enzimeké a Cu és Zn, az uredzoké a Ni vagy a citokrom P-450 enzimé a Fe. Az O, szallitasat
és tarolasat a vastartalmui hemoglobin, hemeritrin, és mioglobin, illetve a réztartamud hemocianin végzik.
Az egyéb kismolekuldk, mint példdul a molekularis nitrogén, hidrogén, metin, CO és CO,
megkdotésében, aktivdldsdban és dtalakitdsdban is szerepet jatszanak a kiillonb6zd dtmenetifémionok,
mint a Fe, Mn, Mo, V, Ni vagy Cu [5,6].

E fejezetben a metalloenzimekkel foglalkozunk részletesebben, de a teljesség igénye nélkiil.
Elétte azonban tekintsiik at az enzimek legfontosabb jellemzdit. Az enzimek hatékony és specifikus
biokatalizatorok, mind a reakcid tipusat tekintve, mind pedig a reaktdns (szubsztrat) kivalasztisdban.
Szamos enzim katalitikus aktivitdsa a fehérje mellett jelen 1€v6 kismolekuldk jelenlététdl fiigg, melyeket
kofaktoroknak neveziink. Ezek két csoportba oszthaték: (i) fémionok és komplexeik, illetve (ii) kis
szerves molekuldk. Az enzimeket leggyakrabban az altaluk katalizélt reakcio tipusa szerint a kovetkezd
hat csoportba soroljdk: (1) oxido-reduktdzok (redoxireakcidk katalizdl4sa), (2) transzferdzok (csoport
atvitel, szdllitas), (3) hidrolazok (hidrolizis), (4) lidzok (kettOs kotés kialakitdsa), (5) izomerdzok (izomer
atalakuldsok), (6) ligdzok (kotés kialakitdsa) [7]. Az enzimek ezen informdciét 4ltaldban a neviikben
hordozzék, az éltaluk specifikusan kotott szubsztritra utald jeldlések mellett.

A szubsztrét az enzim egy specifikus részéhez kotddik, amely vagy maga az aktiv kdzpont, vagy
egy ahhoz kozeli szubsztratkothely. A fehérje szerkezetében kialakitott csatorndk polarossdguk, illetve
toltésiik révén a szubsztrdt megkotését segitik eld. A szubsztrat reverzibilisen, tobbnyire gyenge
masodlagos kotésekkel kapcsolddik az enzimhez. A jellemzd specifikus szubsztrat megkotés klasszikus
moédon egy kulcs-zar modellel irhat6 le, bar az djabb elképzelések szerint ez egy dinamikus felismerési
folyamat, melynek sordn az aktiv kozpont a szubsztrat bekotddése utdn veszi fel az dtmeneti dllapotra
jellemzd alakjat. Az enzimek nagy hatékonysdga tobbek kozott annak tulajdonithat6, hogy képesek a
szubsztratot olyan formdban megkotni, hogy annak geometridja és elektroneloszlasa a lejatszodé reakcid

atmeneti allapotdnak megfelel6en alakul. Az aktiv kdzpont mindig egy haromdimenzids rés vagy iireg,



melyet néhany, az aminosav-sorrend alapjén altaldban egymdstdl tdvol elhelyezkedd aminosav-oldalldnc
alakit ki.

Ma mér sok olyan enzim szerkezetét ismerjiik, melyek egy vagy tobb fémiont tartalmaznak az
aktiv kozpontjukban vagy annak kozvetlen kozelében. Ezekben a metalloenzimekben a fémion vagy
fémionok dllandéan jelen vannak, és részt vesznek az enzim szerkezetének kialakitasaban, a szubsztrat
megkdtésében, illetve a katalizisben. Egyes enzimek aktiv kozpontjdban két, esetenként harom fémion
taldlhaté, melyeknek egyiittmiikddése eldsegiti a hatékony Kkatalitikus aktivitist. Legtobbszor a
fémionoknak nem azonos szerep jut. Az egyik lehet szubsztritkotOhely, vagy szerkezetstabilizald
szerepe van, mig a mdsik a katalizisben vesz részt, de az is el6fordulhat, hogy a katalitikus ciklus sordn a
fémionok szerepe felcserélddik. Az egymadshoz viszonylag kozel elhelyezkedd fémionok helyzetét p-
oxo-, hidroxo-, vagy egyéb fehérje funkcids csoportokon keresztiil 1étrejévo hidak stabilizalhatjak.

A tovéabbiakban a fémionok szerinti csoportositdsban néhdny jellemzd, és/vagy a dolgozatban a

késdbbiekben is szerepld enzimet mutatunk be roviden.

3.1.1 Réztartalmi enzimek

Az €10 szervezetben a legtobb vastartalmi enzimnek megvan a réztartalmd hasonld funkcidju
analdgja (tobbnyire alacsonyabb rendil él61ények esetén), mint példdul a reverzibilis O, megkotésre és
széllitasra alkalmas hemoglobin és hemeritrin parja a rezet tartalmaz6 hemocianin, az elektron-transzfert
végzd citokromoké a ,kék réz” fehérjék, vagy az oxiddzok, oxigendzok és peroxiddzok parjaként
példaul az amin-oxiddzok, lakkdzok, kvercetin-dioxigendz vagy a szuperoxid-dizmutdz enzimek.

A rézionoknak nagy az affinitdsa a N és S donoratomokhoz, igy a réztartalmi enzimek esetében
a hisztidin aminosav imidazolgytirtijének nitrogén atomja(i) a legfontosabb fémkotd helyek, mind a Cu',
mind a Cu" oxidéciés dllapotok esetén. A cisztein tiol- és esetenként a metionin tioéter csoportjanak S
donoratomjai is szerepet jatszhatnak a koordinaciéban.

Szerkezeti és spektroszképiai adatok alapjan, a réz-fehérjéket kordbban hdrom, napjainkban
leginkabb négy csoportba soroljdk: (i) I-es tipusd, un. ,.kék réz” fehérjék, (ii) Il-es tipusd, dn. ,,nem kék
réz” fehérjék, (iii) IlI-as tipusu, kétmagvi réz kézpontot tartalmazé fehérjék, valamint (iv) a hdrom vagy
négy réz alegységet tartalmazé IV-es tipusd rézfehérjék. Azonban a citokrém-c oxid4dzokban taldlhato,
két kiilonbozd rézkozpontot példaul Cu, és Cup néven emliti az irodalom. A kiilonbozd tipusokat
vegyesen tartalmazé enzimek csoportja is ismert.

Az I-es tipusi rézfehérjék az elektron szallitdsdban vesznek részt, neviiket intenziv kék
sziniikrél kaptdk, mely az S™ (Cys) — Cu' ligandum-fém toltésatviteli atmenetnek koszonhetd Ay ~
600 nm koriil, 3000 mol 'dm’cm™ koriili moldris abszorbanciaval, szemben a d-d atmetetek 200 mol™
'dm’cm™'-nél kisebb & értékével. Ezen enzimekben a rézion koriili koordindcids szféra erésen torzult
tetraéderes (3+1), vagy trigondlis bipiramisos (3+1+1) szerkezetii. Ez sem a Cu' sem a Cu" oxid4ciés
allapotnak nem kedvez, ami lehetévé teszi a gyors elektronfelvételt, illetve dtaddst. A ,kék réz”
fehérjékben, mint példdul az azurin, a plasztocianin, illetve a sztellacianin kristdlyszerkezetének

vizsgélatdbol kideriilt, a fémion koriill hdrom erfsen kotddd ekvatoridlis ligandum, két hisztidin



imidazol-nitrogénje (2xImN) és egy cisztein tiolat (S7) donoratomja, kozel sikhdromszoges geometridt
alakit ki, amit egy metionin tioétercsoportja egészit ki tetraéderessé. Az azurinokban e szerkezet torzult
trigondlis bipiramissa egésziil ki egy peptidkotés karbonil-oxigénjének koordiniciéja révén (3.1.1.

abra).

3.1.1. dbra: Az azurin dbrdja az 1AZU pdb' kristdlyszerkezet alapjdn. A két imidazolgyiirii és egy tioldtcsoport,
dltal alkotott hdromszog felett egy metionin tioétercsoportja mig alatta peptidkiotés karboniloxigénje kiemelve
ldthato a rézionnal a kozéppontban. Az dbra a PyMol programmal késziilt (PyMOL, DeLano Scientific LLC;
http://www.delanoscientific.com)

Az Il-es tipusu ,,nem kék réz” fehérjék kozé tartoznak olyan oxiddz enzimek (az oxid4z funkcid
az O, redukciéjat jelenti — reaktiv koztitermékeken keresztiil — végso 1épésként viz keletkezésével), mint
példaul az amin-oxiddzok (O, — H,0,), valamint oxigendz enzimek (az O,-molekula oxigénatomjai
belépnek a szubsztratmolekuldba, eziltal oxidédljdk azt), melyeknek fontos képviseldje példaul a
kvercetin-2,3-dioxigendz (O, — 2 szubsztrat-O). Ezen metalloenzimek aktiv kozpontjdnak kozos
jellemzdje a harom imidazol-nitrogén koordinicidja, amint az a 3.1.2. abran lithat6. A monomer
réz(IDkomplexek siknégyzetes vagy erdsen torzult oktaéderes elrendezddést mutatnak, erds ekvatoridlis
és gyenge axidlis kolcsonhatdsokkal. A d-d atmeneteknek megfeleléen kis moldris abszorpcids

koefficienssel (¢ < 200 mol 'dm’cm™) és jellemzd cu" (&) ESR spektrummal rendelkeznek.

HE)\ CQ2
3.1.2. abra: Il-es tipusii rézfehérjék aktiv kozpontjanak sematikus dbrdja

A ,,nem kék réz” fehérjék egy tovdbbi jelentds képviseldje az €16 szervezetre rendkiviil kdros

szuperoxid-gyokok lebontasaért felelés Cu,Zn-szuperoxid-dizmutdz (Cu,Zn-SOD) enzim. Szerkezete

jOl ismert: két, viszonylag kis (2 x 16 kDa) alegységbdl dll. Ezekben egy-egy réz(Il)- és cink(Il)ion

talalhatd, melyeket egy hisztidin imidazolato-hidas formdban kot 6ssze. A fémionokhoz koordinal6dd

" A fehérjék publikalt kristdlyszerkezeti adatai a Protein Data Bank http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
honlapjan hozzéférhetdek. Az atomi koordindtdkat a pdb dllomédnyok tartalmazzak.



tovdbbi aminosavak oldalldncai: hdrom hisztidin imidazol-nitrogénje a réz(Il)- és két hisztidin imidazol-
nitrogénje, valamint egy aszparaginsav karboxilcsoportja a cink(Il)ion koril (3.1.3. abra). A
réz(ID)ionhoz valészintileg egy vizmolekula is koordindlédik, igy a fémion koriili geometria négyzetes
piramisos elrendez6dést mutat, mig a cink(Il)ionhoz torzult siknégyzetes geometria rendelhetd [6,8,9].
A SOD enzimek a szuperoxid-gydkanion diszproporciondlédasat (20,2~ — O, + 0,7) katalizaljak. A
reakcié sordn hidrogén-peroxid is keletkezik, melynek diszproporcidja O, és H,O végtermékek
keletkezését eredményezi kataldz vagy peroxiddz enzimek kozremuiikddésével.

A Cu,Zn-SOD 4ltal katalizdlt folyamat leegyszeriisitett mechanizmusa a kovetkezd

reakcidegyenletekkel irhato le:

Cu* + 0y = Cut + 0,

Cu' + O, + 2 H = Cu** + H,0,
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3.1.3. dbra: A Cu,Zn-szuperoxid dizmutdz aktiv kozpontja [10]

A réz(IDion az elsdé 1épésben O,-né oxidalja az elsd, a mdsodik lépésben pedig a réz(I)ion
peroxidd4 redukdlja a méasodik szuperoxid-gyOkaniont. Tehdt az enzim egyetlen katalitikus ciklus sordn
két szuperoxid-gyokaniont képes étalakitani, mikozben a réz oxidacids dllapota a Cu" — Cu' — Cu',
geometridja pedig a négyzetes piramis — torzult tetraéder — négyzetes piramis valtozdsokon megy at.
Feltételezhet6en a két fémiont dsszekapcsold imidazolato-hid az enzim miikddése sordn felbomlik, majd
Ujra visszaalakul. Ebben a folyamatban a cink(II)ionnak fontos szerepe van, mivel hatdsdra marad a

hisztidin olyan helyzetben, hogy az imidazoldto-hid ismét kialakulhasson a katalitikus ciklus végén.

Az Il-as tipust rézfehérjék kétmagvi aktiv kozponttal rendelkeznek, ezért a réz(Il)iont
tartalmaz6 formdjukban is ESR inaktivak az antiferromagneses kolcsonhatasnak kdszonhetéen. Foként
az O, szallitdsdban és aktivdldsaban vesznek részt (hemocianin), de ide tartozik a monooxigendzok
koziil a tirozindz (O, — H,O + szubsztrat-O) enzim is. A hemocianin redukalt formdjaban, az aktiv
kozpontban két réz(I)ion taldlhaté, harom-harom hisztidinnel koriilvéve, és egy-egy iires koordinacids
hellyel, ahova az O, molekula tobbféle mddon is koordindlédhat. Egyik feltételezés szerint, amint az a
3.1.4. abran bal oldalon lithaté, az O,> u-n’m’-hidként koti 6ssze a két réz(Il)iont, de feltételezhetd

peroxo-hidas elrendez6dés u-n'm' formdban is (jobb oldali dbra), ahol a fémionokat egy masodik



ligandum, példaul egy hidroxidion is hidként k&theti dssze. A Cu—Cu tdvolsag jellemzden 360 pm
kortili, és az oxigén felvételt kdvetden intenziv abszorpcids sdvok jelentkeznek 350 és 600 nm koriil az

0, — Cu" toltésatviteli dtmenetnek koszonhetben.
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3.1.4. dbra: Ill-as tipusi rézfehérjék csoportjdba tartozo hemocianin aktiv kozpontidban az O, molekula
feltételezett megkotédési modjai

A csoport egyik, a tovdbbiak szempontjabdl jelentds képviseldi a pirokatechin-oxiddz enzimek,

melyek a kiilonbozd orfo-difenolok kételektronos oxidaciéjat katalizaljak a megfeleld orfo-kinonna. A
termék autopolimerizdciéja a vordstdl a sotétbarna szinig terjedd melanin képzddését eredményezi,
mikoézben az O,-molekula vizzé redukalédik. Bernt Krebs és munkatarsai meghatiroztidk az
édesburgonyabdl izoldlt piroketechin-oxiddz hiromdimenziés szerkezetét az oxidalt Cu'-Cu" és a
redukalt Cu'-Cu' formdban is [11]. Az aktiv kozpontban 1évé mindkét rézion (CuA és CuB) hirom-
harom hisztidin oldallanchoz koordinalddik (3.1.5. abra). Az oxidélt formdban a két fémion egymastol
2,9 A tavolsagban helyezkedik el, és a hat imidazol-nitrogénen kiviil egy hidligandumként szerepld
olddszermolekula, valdszintileg hidroxidion, egésziti ki a trigondlis piramisos koordindcids szférat
mindkét Cu" koriil. Az enzim redukcidja sordn a két fémion kozotti tdvolsag jelentdsen megnd (4,4 A),
mig a hisztidinek esetén csak kismértékii mozgds figyelhetd6 meg. A Kkatalitikus ciklus sordn az
oldészermolekulit kiszoritja az O,, amely peroxidként, p-n*m> hidas formaban (hasonléan a 3.1.4 bal
oldali 4dbran latottakhoz) kotddik a két Cu(I)ionhoz, igy a két fémion kozti tavolsiag ~3,8 A lesz. Ezt
kovetden a szerzOk a pirokatechin-szubsztrat egyik hidroxidcsoportjdnak deprotondlédasat és igy
monodentédt koordindcidjat valdszinlisitik a CuB fémionhoz, mikézben annak geometridja jelentOsen
torzul. A szubsztrdt deprotondléddsaban valdszinlileg szerepe van egy a fémion kozelében levd
glutaminsavnak is. A CuA koordindciés szférdjanak ekvatoridlis sikjaban az O,” helyezkedik el. A
terner enzim—O,” —szubsztrdit komplexben az intramolekuldris elektrontranszfer folyamattal
parhuzamosan a peroxidcsoport protondldddsa az O-O kotés felhasaddsiat eredményezi. Az aktiv
kozpont kozelében 1évé glutaminsav, valamint a szubsztrdt masodik, nem koordindl6dé
hidroxilcsoportjdnak protonja vizmolekula képzddését eredményezik, mikdzben az o-kinon termék
keletkezik. Ezt kovetéen a hidligandum protondldsaval, egy olddszermolekuldval djra kialakul a
hidroxo-hidas Cu"-Cu" fémkozpont. A feltételezések szerint egy tjabb szubsztratmolekula oxidaciGja
eredményezi a rézkozpont visszaalakuldsat a Cu'-Cu' allapotba, és ezzel megismétlédhet a katalitikus

ciklus.

10



3.1.5. dbra: A pirokatechin-oxiddz kétmagvii aktiv kozpontja a kristdlyszerkezete alapjdn. Mindkét réz(Il)ion koriil
trigondlis piramisos elrendezddés figyelhetd meg hdrom-hdrom hisztidin nitrogén donoratomja és egy
oldészermolekula részvételével [11]. Az dbra a PyMol programmal késziilt

Jonéhdny olyan réztartalmi enzimet ismeriink, melyek a fenti csoportok egyikébe sem
sorolhatdk, ugyanis vagy a rézkézpontok djabb tipusat tartalmazzak, vagy tobbféle tipusi réz kiilonbozo

kombindcidi taldlhatok meg aktiv kozpontjukban véltozatos elrendez6dést és funkcidt alakitva ki.

3.1.2. Cinktartalmii enzimek
Az emberi szervezetben, a vasat kovetden, a cink a mdsodik leggyakoribb &dtmenetifém.

Fiziol6gids koriilmények kozott mindig Zn" formdban van jelen. Diamagneses és komplexeiben
szintelen, a lezart d'’ elektron konfigurdciénak koszonhetéen [12]. A cink(Il)ionok, mind
termodinamikailag, mind kinetikailag viszonylag stabilis kotéseket alakitanak ki a fehérjékben 1évo
aminosav-oldallancokkal (His-ImN, Cys-S™-, glutamat-O"), viszont gyors ligandumcsere valdsul meg az
ilyen komplexekben kotott vizmolekuldk esetében. Emellett a fémion redoxi szempontbdl inert, de
viszonylag erds Lewis-savként viselkedik (bar Lewis-sav jellegét a hozza kot6do ligandumok hatarozzak
meg). A cink(I)ionok tovabbi jellemzdje, hogy a telitett d-palydk miatt komplexeiben nincs kristalytér
stabilizacid, igy a koordindcids szdm és a térszerkezet konnyen megvaltoztathatd, nincs Kkitiintetett
stabilitdsu koordinacids geometria.

Mindezek a cink(II)ionokat kiilonosen alkalmassd teszik hidrolitikus folyamatok katalizisére a
biolégiai rendszerekben. A Lewis-sav jellegiik miatt a cink(Il)ionok képesek fizioldgids pH-n a
vizmolekulat polarizdlni, ezdltal annak pK; értékét jelentdsen lecsokkenteni. Ily mdédon nukleofil
sajatsdga hidroxidion képzddik, ami sziikséges a hatékony hidrolizishez. A peptid- vagy észterkotések
hidrolizise mellett, a forditott irdnyd, kondenzicids reakcidk lejatszodasat (példaul az RNS
polimerizicidjat) is képesek katalizdlni. A legismertebb hidrolitikus enzimek kozé tartoznak a
szénsavanhidrdz, a karboxipeptiddz A, a matrix metalloproteindzok, a termolizin, a foszfoprotein-
foszfataz I, az alkalikus-foszfataz, a biborsav-foszfatizok, a kiilonboz6 cinktartalmi nukledzok (HNH
nukledzok). A katalitikus funkcidk mellett a cink(Il)ionok szerkezetalakitod sajdtsaga is igen fontos. Egy
példa erre a fentebb mar emlitett Cu,Zn-SOD. Az tgynevezett ,cink ujj-fehérjék” pedig a fémion
koordinicidja révén olyan szerkezetet vesznek fel, aminek segitségével specifikus DNS
bazisszekvencidkhoz kotddnek, s igy a genetikai informdcié RNS-be torténd atirasat szabdlyozzak

(Transzkripciés Aktivald Faktorok).
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A szénsavanhidrdz ~ 30 kDa molekulatomegli, egyetlen cink(I)iont tartalmaz, és a CO,
hidratalasat katalizdlja, ~ 7 — 8 nagysdgrenddel gyorsitva a reakciét (mindkét irdnyban) fiziol6giés
koriilmények kozott: CO, + H,O === HCO; + H'. Katalitikus hatékonysdga a diffizidgatolt
hatarértékhez kozelit. Az enzim aktiv kozpontjdban a hdarom hisztidin mellett egy vizmolekula
koordinalédik tetraéderes geometridban a pozitiv toltésii fémionhoz. Az enzim milkodésének
kulcslépése a fémionhoz kotott vizmolekula deprotondlddasa, melyet a cink(Il)ion segit eld. Lewis-savas
jellege révén, magahoz vonzza a viz oxigénjének egyik nemkotd elektronparjat, csokkentve ez altal az
O-H kotés erdsségét, és igy tobb mint 7 nagysigrenddel csokkentve a viz pK; értékét (pK; = 7). A
cink(I)ion szerepe a széndioxid hidrolizisében a vizmolekuldrél a proton leszakitdsa, a szubsztrét
megkdtése és megfeleld irdnyitdsa, hogy reakcidba léphessen a hidroxidionnal, majd a hidrogénkarbonét
ion lecserélése egy tjabb vizmolekulara.

A biborsav-foszfatizok (BSF) is a cinktartalmu hidrolitikus enzimek egyik csalddjat alkotjdk.

Ezen enzimek fémion-tartalmi glikoproteinek. Baktériumokban, ndvényekben és emldstkben is
eléfordulnak. Arilfoszfatok, foszforsavanhidridek, illetve foszfoproteinek foszforildlt szerin- és
tirozincsoportjainak hidrolizisét katalizdljdk savas pH optimummal (pH ~ 4,9 — 6). A foszforsav-
monoészterdz funkciGjuk mellett a vasanyagcsere folyamatokban is részt vehetnek. Altaldnosan jellemz6
ezen enzimekre, hogy aktiv kozpontjukban mindegyikiik két dtmenetifémiont, egy Fe''-t és egy M'-t
(ahol M" = Fe", Zn", Mn") tartalmaz. Megkiilonboztetd fizikai sajatsaguk az 560 nm-nél jelentkezd
fényelnyelésiik, ami a O (Tyr) — Fe"" toltésatvitelnek tulajdonithaté [13-15]. Ez az elektrondtmenet
felelds a jellegzetes bibor szinért, melyrdl az enzimcsaldd a nevét is kapta. A kiilonb6z6 novényekbdl és
allatokbdl izoldlt enzimek szerkezetét és miikodési mechanizmusit Krebs és munkatarsai vizsgaltak
részletesen [16-21].

A spanyolbabbdl és édesburgonyabdl szarmazé biborsav-foszfatiz enzimek kristalyositisa és
rontgendiffrakciés mddszerrel meghatarozott szerkezete alapjan, az aktiv kdzpontban a vas(Ill)- és a
cink(IT)ionok egymastdl 3,3 A tavolsagra taldlhatéak. A vas(Ill)ionhoz egy tirozin, egy hisztidin, egy
aszparaginsav és egy termindlis hidroxidion koordindlédik, mig a cink(Il)ionnak egy aszparagin, két
hisztidin, és egy termindlis viz liganduma van (3.1.6. abra). A két fémiont egy aszparaginsav
karboxilat-oxigénje és egy hidroxidhid koti dssze. A fémionok koriili szabad koordindciés helyeket viz
és/vagy hidroxidionok foglaljdk el [17,19,22].

Asp-135
His-325 ‘

C—__
?
Asp-164 0 HzN/ Asn-201

Tyr-167

3.1.6. dbra: A spanyolbabban taldlhatoé biborsav-foszfatdaz aktiv kozpontjdnak sematikus dbrdja (a kérddjelek a
proton bizonytalansdgdbol erednek) [23]
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Az egymdstol nagyon kiilonbozd él8lények enzimeinek aktiv kozpontjdban is ugyanazok az
aminosavak taldlhatok, tehdt a biborsav-foszfatdzokban kialakult fémionkotOhely jol definidlt, és az
evolicié sordn valtozatlanul megmaradt. A 3.1.7. abran a kiilonbozé él6lényekbdl szarmazé BSF
enzimek aminosav-sorrendjét hasonlitottuk 6ssze. Fehér szinnel emeltiik ki azokat az aminosavakat,

melyek szerepet jatszanak a fémionok megkdtésében.

Eml&sok:
Uf 10 VAVGEWGGVPN 26 ILSLGENFEFTG 28 VLAGNHDHLG 84 VAGEYPVW 26 YLCGEDENLO
bs BSF 9 VAVGEWGGVPN 26 VXSXGENFFFSX 28 XXACGHDHXG 74 VAGEYPVW 26 YXCGEDENXQ

emberi BSF 10 VAVGEWGGVPN 26 ILSLGENFIFTG 28 VLAGNHDHLG 84 VAGEYPVW 26 YLCGEDENLO
patkdny BSF 9 VAVGEWGGVPN 26 IMSLGENFEFTG 28 VLACNHDHLG 86 VAGEYPIW 26 YLCGEDENLO

egér BSF 9 VAVGEWGGVPN 26 IMSLGENFFFTG 28 VLAGNHDHLG 86 VAGHYPIW 26 YLCGEDENLQ
Novények :
kbBSF 131 GLIGBLGQSFD 17 VLFVGBLSFMADR 26 WTAGNHEIEF 76 VLMESPLY 28 VFAGEVEAYE
atBSF 164 GLIGELGQTYD 17 VLFVGBLSFEADR 26 WTAGYHEIDF 76 VLVEISPFY 28 VFAGEVEAYE
Baktérium:
afBSF 164 AVLNEMGYTNA 17 AWHGGBLSFMADD 78 VLPGEHEASC 147 VMSERPMY 26 YLSGEIEWYE

3.1.7. dbra: A kiilonbozo élélényekbdl szdrmazo BSF enzimek aminosav-sorrendjének dsszehasonlitasa (Uf —
uteroferrin, at — A. thaliana, af — A. ficuum); az dbrdn az aminosavak egybetiis kédjai szerepelnek; a szdmok a
fehérjeldnc adott részén fel nem tiintetett aminosav egységek szamdt adjdik meg. [17]

A BSF enzimek miikodési mechanizmusa még nem tisztazott. A 3.1.8. abra szerint elso
1épésként mindig a kétvegyértékli fémion és a foszfatészter kozott jon létre koordinicid, vagyis a
szubsztrat megkotéséért a cink(Il)ion a felelds. A vas(Ill)ion 4ltal generdlt hidroxidion bdzisként
viselkedik. Vagy kozvetleniil ez a hidroxidion (¢ mechanizmus a 3.1.8. abram), vagy egy a
kozremiikodésével deprotondlédd vizmolekula (¢ mechanizmus) lesz a nukleofil reaktdns az észter

hasitasanal.

3.1.8. dbra: A BSF enzimek miikodésének feltételezett mechanizmusai [24]

Ez egybevig a savas pH optimummal. A b mechanizmus szerint mindkét fémion részt vesz a

szubsztrat megkotésében, és a hidként k6t6do hidroxidion a tdmadd nukleofil. A fémionok kozelében
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1évo tovéabbi két hisztidin valdsziniileg az dtmeneti komplex stabilizalasdban, valamint a tdvozé R-O~

csoport protondldsdban jatszik fontos szerepet.

Altaldban megallapithat6, hogy a cinktartalmi metalloenzimek aktiv kozpontjdban a fémion
szerepe a nukleofil hidroxidion képzése és az &4tmeneti 4llapot szerkezeti stabilizdldsa, illetve a

szubsztrat megkotése, megfeleld helyzetbe valé irdnyitdsa és elektrosztatikus aktivalasa.

3.1.3. Nikkeltartalmii enzimek

A nikkel kimutatdsa a bioldgiai rendszerekben sokszor nehézségbe iitkozik, ugyanis gyakran a
fémionnak bioligandumok jelenlétében nincs, vagy csak kis intenzitdsd abszorpcids spektruma van, és a
paramédgneses Ni' (d°) illetve Ni"" (d”) ESR spektrumai sem mindig egyértelmiien detektilhaték, mint
ahogy a kiilonboz0 izotépok Mdssbauer spektrumai sem. Napjainkban is nagyon kevés, dontden primitiv
baktériumokban eléforduld, nikkel tartalmi enzimet ismeriink. Altaldban bonyolult enzimek
alkotérésze, mint a metil-koenzim M reduktaz (F43 koenzim), és nem ritkan mas alkoté elemekkel
egyiitt fordul eld, példaul a Fe/S klaszter-asszocidtumok formdjdban Ni/Fe és Ni/Fe/Se hidrogendzok (H,

=—= 2 H" +2e¢) vagy a CO dehidrogendz (CO + H,O == CO, +2 H" + 2 ¢") esetén [25,26].

Az uredz a legismertebb nikkeltartalmi és ezen belill az egyetlen hidrolitikus hatdsi enzim.
Nemcsak baktériumokban, de gombdkban és magasabb rendii novényekben is megtaldlhatd, és az élo
szervezet ammonia-koncentracidjanak megfeleld szinten tartdsdban jatszik szerepet. Az uredz enzimek
miikddési mechanizmusdnak tanulmanyozasa sordn [27] megallapitottdk, hogy sok metallohidroldzhoz
hasonl6an kétmagvi aktiv kozpontot tartalmaz, a két nikkel(Il)ion egymadstol 3,5 A tavolsagra van.
Mindkét fémionhoz két-két hisztidin imidazol-nitrogénje és egy-egy vizmolekula kotédik. A Ni2
koordinacids szférdjaban egy aszparaginsav karboxildt-oxigénje is megtaldlhato, és a két nikkeliont egy
karbamilalt lizin hidként koti dssze. A feltételezett mechanizmus szerint a Nil felelds a karbamid Lewis-
sav aktivalasdért, mig a Ni2 a nukleofil reaktdnst generdlja. Az dtmeneti komplex stabilizdldsdban
mindkét fémion részt vesz. Az enzimatikus hidrolizis sordn a reakcid elsé 1épésében karbaminsav
képzbdik, ami spontdin médon ammoénidva és szén-dioxiddd bomlik: H,O-C(O)-NH, + H,O = [H,N-
COOH] + NH; =2 NH; + CO,.

Az elmult évtizedekben részletesen vizsgilt Cu,Zn-SOD, Mn-SOD és Fe-SOD enzimek utédn, az
utobbi években a fentiektdl alapvetden eltérd, aktiv kdzpontjukban csupdn egy nikkeliont tartalmazo
szuperoxid-dizmutdz enzimek is ismertté valtak. Viszonylag kisméretii, koriilbeliil 120 aminosavat
tartalmazd, a fent emlitett enzimcsalddoktdl eltérd szekvencidjui fehérjék, amelyekben az N-termindlis
végen jOl megdrzott, hat aminosavbdl 4ll6 HCDGPC vagy HCDLPC szekvencia taldlhaté. A
Streptomyces seoulensis és S. coelicolor baktériumokbdl izolalt Ni-SOD enzimek 2004-ben publikalt

M mind a redukalt Ni"

kristalyszerkezetébdl kideriil [28,29], hogy a nikkelion mind az oxidalt Ni
formdjdban ez utébbi részlet két cisztein alegységének oldalldncaihoz koordindlédik. A koordinacids
szférdt az N-termindlis hisztidin aminocsoportja és az egyik peptidkotés amid-nitrogénje egésziti ki.

Ezaltal a redukdlt formdban a fémion koriil siknégyzetes elrendezddés alakul ki, mig az oxidalt
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formdban a geometria torzul az axidlis pozicidban koordindlddé hisztidin imidazol-nitrogénje miatt. Az

enzim szerkezetének ismerete ellenére, a miikodési mechanizmusardl jelenleg még nem sokat tudunk.

3.2. A modellrendszerek dltalanos jellemzoi

A Dbioszervetlen kémiai kutatdsok egyik f0 irdnyvonala a fémion-tartalmi enzimek
szerkezetének és mukodésének felderitése. A bonyolult biokémiai folyamatok megértéséhez nagy
segitséget nyudjthatnak a kis molekulatomegii modellrendszerek vizsgélatai, melyekkel utdnozni tudjuk a
makromolekuldris rendszerek szerkezeti, spektrélis vagy katalitikus sajatsadgait. A modellkomplexekben
a koordindcié modjat a fémion sajitsdgain (méret, toltés, elektronkonfigurdcid) és a donorcsoportok
bazikussdgin, hidroféb illetve aromds jellegén tdl a koncentrdcié-viszonyok, és az egyéb koriilmények
(hOmérséklet, ionerdsség, stb.) is befolydsoljak. Ez utébbiak egy része a bioldgiai rendszerekben
egyszerisodhet a fehérjék altal kialakitott jol definidlt kOrnyezet miatt, ott viszont olyan tovédbbi
tényezok, mint példdul a koncentrdcié gradiensek, a sejtmembrdn permeabilitdsa, és az egyéb
Osszetevokkel val6 kolcsonhatds is meghataroz6 szerepet jatszhat a komplexek képzddésében. Mindez
azt mutatja, hogy a modellezés sordn mindig valamiféle kompromisszumot kell keresniink.

Els6 pillantdsra legegyszeriibb modelleknek a metalloenzimek aktiv kdzpontjdhoz hasonld
oligopeptidek fémkomplexei tlinnek. Az irodalomban mégis szinte kizdrélag az egyéb szerves
molekuldk komplexeirdl taldlhatok ilyen irdnyu vizsgdlatok. Ennek okat érint6legesen mar emlitettiik a
bevezetben, de a késdbbiekben még részletesen kifejtjiik majd.

Az elmult évtizedekben a fémtartalmui foszforsav-észterdz enzimek funkciondlis modellezésére
szdmos kisérlet tortént [22,30-37]. A foszfatészter kotés hidrolizise (illetve kialakitdsa) szamos alapvetd
életfunkcio feltétele. Ezek koziil az egyik fontos szerep a DNS és RNS szintézisében, lebontdsdban és
javitdsdban szerepld nukledz enzimeknek jut. Ezen enzimek modellezése a fentieken til azért
kiemelkedd jelentdségli, mert az Gin. mesterséges nukleazok igéretes szerepet jatszhatnak a génspecifikus
kemoterdpidban, illetve géntechnol6gidban.

A hidrolitikus enzimek mellett, az €16 szervezetben képzddd szabadgyokok karos hatdsat giatld
szuperoxid-dizmutdz, peroxidaz, illetve kataldz enzimek miikodésének felderitése, igy példaul a Cu,Zn-
SOD, Mn-, Fe- vagy Ni-SOD [9,10,38—44] 4ltal katalizdlt redoxireakciok modellezése is kiterjedt
tertilet.

Az eddigi kutatdsok jol tiikkrozik, hogy bér a redoxi és sav-bdzis katalizis a mechanizmust tekintve
teljesen eltérd, a modellkomplexekkel szemben tdmasztott dltaldnos kovetelmények, néhdny kivételtdl
eltekintve, mégis hasonléak. Mindkét esetben sziikséges, hogy a fémion koriili koordindcids szféra
telitetlen legyen, hogy a konnyen cserélhetd vizmolekuldk 4ltal elfoglalt koordinécids hely(ek)hez a
szubsztrat konnyen hozzéférhessen. Elonyt jelent, ha a komplex pozitiv toltésli, vagy legaldbb semleges,
ezaltal el@segitve a negativ toltésti szubsztratmolekuldk koordinicidjét, illetve az atmeneti allapot

stabilitdsat. A viszonylag erds Lewis-savként viselkedd kozponti fémionok a hidrolitikus katalizisben a
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nukleofil reaktdns generdldsat, a redoxi katalizisben pedig, amennyiben az a reakcié lejatszoddsdhoz
sziikséges, a szubsztratmolekula deprotonalédasat idézik eld.

A  fémionok koziil leggyakrabban a cink(I)-, nikkel(Il)- és réz(Il)ionok komplexeit
tanulmanyozzak, melyek jol megfelelnek a fenti kritériumoknak. Mig azonban a cink(Il)ion kizardlag
hidrolitikus, addig a két utobbi fémion esetében emellett a redoxireakcidkban vald részvétel is
lehetséges. A ligandumok koziil a fentiek alapjdn az aromds nitrogén-donoratomokat tartalmazé
vegyiiletektdl varhatunk igen nagy hatékonysdgot, mivel az ezekre jellemzd m-viszontkoordinicié a
kodzponti fémion erds Lewis-savassdgat és a komplex nagy stabilitdsit eredményezheti. Ezt alatdmasztjdk
az irodalomban fellelhetd adatok is. Kedvezdtlen viszont a peptidkomplexek esetében a deprotonalt
amid-nitrogének, vagy a szénhidratkomplexek esetén az alkoholdtion koordinicidja, ami lényegesen
csokkenti a fémion Lewis savassigit, esetenként a komplex negativ toltését eredményezi, illetve

stabilizdlja a magasabb oxidacids 4llapotot.

3.2.1. A fémionok tulajdonsdgai

A rézion leggyakrabban Cu"-es oxidaciés allapotban alakit ki stabilis komplexeket, de a Cu' és
Cu'™ oxidéciés allapotok is ismertek. A fehérjékben leginkdbb Cu' és Cu" oxidaciés allapotban fordul
el. A d’-es elektronkonfigurici6ji réz(Ilion 4-es, 5-6s és 6-os koordiniciés szdmmal szerepel
komplexeiben, tobbnyire siknégyzetes vagy tetragondlisan torzult oktaéderes kornyezetben. A
komplexek geometridjanak véltozdsaval, a spektrdlis tulajdonsdgok is véltoznak. A d-d atmenetekhez
rendelhetd A, értékének becslését segitd empirikus szabalyokat a *70-es években Billo [45], kés6bb
Sigel és Martin [46], majd a tobb mint 100 rézkomplex spektralis viselkedését figyelembe vevd Prenesti
és munkatdrsai [47,48] 4llitottak fel. Ezek szerint a donoratomok hatdsa az elnyelési sdv hulldmhosszara
és intenzitdsdra adott geometria esetén additiv médon jelentkezik. Altaldnosan elmondhaté, hogy az
ekvatoridlis sikban a vizmolekuldk oxigén- vagy nitrogén-donoratomokra torténd cseréje az abszorpcids
maximumot a kisebb hulldimhosszak felé tolja el (kék eltolodds). Az erds terli amid-nitrogének szdmdnak
novekedése az ekvatoridlis koordinicids szférdban jelentdsen felerdsiti a kék eltolddast, ezzel szemben
az axialis koordindcié kis mértékli eltolédast eredményez a nagyobb hulldmhosszak fele (vOros
eltolddas). A réz(D)ion d palydi telitettek, szoft jellegénél fogva tobbnyire a fehérjék kén-donoratomjai

stabilizaljak.

A cinkion gyakorlatilag csak +2-es oxidaciés szammal fordul el8, d'° elektronkonfiguriciGja
révén viltozatos geometridji komplexeket képezve. Leggyakoribb a tetraéderes- és oktaéderes-, de
kelatképz6 ligandumok jelenlétében gyakran taldlkozunk torzult elrendezddésekkel is. A cink(II)ionok

vizes oldatban kdnnyen hidrolizdlnak kiilonb6z6 vegyes hidroxokomplexek képzddése kdzben.

A nikkeltartalmi modellrendszereket illetéen, leggyakoribbak a d° elektronkonfiguraci6ju

nikkel(Il)ionok 4-es, 5-0s és 6-0s koordinacidés szdmu komplexei, melyek siknégyzetes, tetraéderes,
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négyzetes piramisos, trigondlis bipiramisos vagy oktaéderes elrendezddést mutatnak. Akér rdnézésre is
egyértelmiien megkiilonboztethetdek a kis ligandumterli donorokkal kialakitott oktaéderes geometridju,
nagyspinszdmui komplexek (dltaldban halvanyzold szintiek), a két vagy harom deprotonalddott peptid-
nitrogént tartalmazé siknégyzetes, diamdgneses komplexektdl (intenziv sdrga szinii oldatok). A
nikkel(Il)iont tartalmaz6 komplexek is stabilzalhatok kelatképzd amid- vagy tiolat-ligandumokkal, és

ismertek a nikkelion alacsony oxidé4cids allapotai (+1 vagy 0) is.

3.2.2. A peptidtipusu ligandumok sajdtsdgai

Ismert, hogy a fehérjékhez a fémionok, kevés kivétellel, az oldallancokban taldlhat6
donorcsoportokon keresztiil koordindlédnak. Az aminosavak koziil az aszparaginsav és glutaminsav [3-
illetve y-karboxilcsoportot, az aszparagin és glutamin - illetve y-karboxamidcsoportot, a szerin
hidroxil-, a tirozin fenolos hidroxilcsoportot, a hisztidin imidazol-nitrogéneket, a lizin g-aminocsoportot,
a cisztein tiolcsoportot, mig a metionin tioétercsoportot tartalmaz oldalldncdban. Az eddigi ismeretek azt
mutatjdk, hogy a hisztidin és cisztein aminosavak oldallancai alakitanak ki leger6sebb kolcsonhatést a
legtobb 4tmenetifém-ionnal. Ebbdl adéddan a fehérjék fémkotd helyeinek nagy részét ezek az
aminosavak szolgéltatjak.

A hisztidin oldallancdnak imidazolgytirtijében két N atom taldlhaté (N(1) és N(3), illetve d és €
jelolésekkel is taldlkozunk az irodalomban). Ezek koziil ltaldban a & imin-nitrogén koordindlédik a
fémionhoz, a kialakulé kisebb tagszdmu keldtgylirli nagyobb stabilitdsa miatt. A két N egyiittes
koordinécidja p-imidazoldto-hid 1étrejottét eredményezi két fémion kozott, mint példdul a fentiekben
emlitett Cu,Zn-SOD enzimben (1d. 3.1.3. abra).

A fehérjék mésik fontos épitdkove a cisztein, melynek tiolcsoportja deprotonalédva (pK; = 8,5)
koordindlddhat a tobbnyire szoft jellegli fémionokhoz. Emellett a cisztein tiolcsoportja viszonylag
konnyen oxidalédik cisztin képzddése kozben. Az igy kialakuld diszulfid-hidaknak nagy a jelentosége a
fehérjék térbeli szerkezetének stabilizdldsdban.

Az aszparaginsav és glutaminsav savas karakterli oldallanci karboxilcsoportjan keresztiil (pK =
4,5) a hard jellegti fémionokkal képez stabilis komplexeket. A karboxildt a fémionokhoz egyfogi (n"),
kétfogi keldtképzd (négytagi keltgytirli, %), vagy kétfogi hidképzd ligandumként (u-n'm')
kapcsolddhat.

Az aromds oldalldncot tartalmazé tirozin negativ toltésii fenoldtként (pK; = 10) tobbnyire hard
jellegti fémionokkal képez kotést, egyfogu ligandumként szerepel.

A fenolathoz hasonléan, a gyengén koordindlédd oldallanci csoportokhoz tartozik a lizin e-
amino csoportja is (pK; = 10,5), mely nincs megfelel helyzetben a stabilis 5 vagy 6 tagi kelatgytri
kialakitdsahoz, de lehetdség van makrokeldt kialakitdsdra, illetve az aminocsoportnak a dimerek

képzddésében betoltott hid szerepére is taldlunk példakat.
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Az aszparagin és glutamin aminosavak oldalldncai semleges kozegben az amid-oxigén, ldgos
kozegben pedig képesek a fémion indukdlta deprotondlédds sordn az amid-nitrogénen keresztiil
koordinalédni. A szerin oldalldnci donorcsoportja is ligos kozegben alakit ki stabil komplexeket.

A peptidek és fehérjék savamid kotéseiben az amid-nitrogén erdsen bazikus jellegii, protonjat
csak erdsen ligos kdzegben adja le (pKs = 14). A peptidekben a karboxilcsoport protonalédasi dllandéja
az aminosavakhoz képest megkozelitleg egy nagysdgrenddel nd (Ig K = 3,4), az aminocsoporté pedig
kozel ugyanennyit csokken (Ig K = 8) az aminosavakban megtaldlhatd intramolekuléris hidrogénkotés
gyengiilése, illetve megszinése miatt. A peptidekben az egymdstdl tdvol levd N- és C-termindlis
funkcids csoportok nem tudnak egyetlen fémionnal stabilis kistagszamu kelatgytrit kialakitani, ezért
egyiittes koordiniciéjuk nem eredményez kiemelkedd stabilitdsd részecskét. Kimondottan hard jellegii
fémionokkal valé kolcsonhatds sordn a karboxildt-oxigén, mig a tobbi esetében az N-terminélis rész az
elsodleges kotdhely [49]. A peptidmolekuldk N-termindlis végén a fémionnak lehetdsége nyilik ottagu
kelatgylirti kialakitdsara az amino-nitrogén és az amid-oxigén donoratomok részvételével. Vannak olyan
fémionok is (példdul réz, nikkel), melyek képesek az amid-nitrogén protonjdval eredményesen
versengeni, €és koordinicié kozben azt helyettesiteni. E folyamat eredményeként &ltaldban nagy
stabilitasu, csatolt ottagi kelatgyiiriik alakulnak ki, amint az a 3.2.1. abran lathat6. A négy vagy annal
tobb aminosavat tartalmazé oligopeptidek esetén ligos kozegben az ekvatoridlis sikban négy N-es
peptidszert koordinicié valdsul meg [1,46]. A deprotondlddott amid-nitrogének koordinacidja ritka a
fémionkotd fehérjék korében, de taldlunk rd példat a természetben, példdul egyes szérum albuminok,

illetve a prion fehérjék rézkomplexeiben [50-52].
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3.2.1. dbra: A koordindlodo oldalldncot nem tartalmazo oligopeptidek peptidszerii koordindcidjanak lehetiségei,
ahol M példdul réz(11) vagy nikkel(Il)iont jelol (az egyszeriiség kedvéért az dbrdkon az oldalldncot nem tartalmazo
glicin aminosavakbdl felépiilé di- (IN és 2N), tri- (3N) és tetrapeptidek (4N) szerepelnek, és az elektronok
delokalizdcidjdt nem dbrdzoltuk)

Mir a kis tagszamu peptidmolekuldkban is lényeges szerep jut a koordindl6d6 donorcsoportot
tartalmaz6 aminosav-oldalldncoknak a fémionok megkotésében. Amennyiben a peptidszekvencia
hisztidint is tartalmaz, ennek az aminosav-sorrendben elfoglalt helyétdl fiiggden, nagyon véltozatos

fémkomplexek alakulnak ki.
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3.3. A hisztidintartalmiu peptidek fémkomplexei

Koordiniciés kémiai szempontbdl igen széles korben tanulmédnyoztdk a hisztidint tartalmazé
oligopeptideket. Ennek oka, hogy az erdsen koordindl6d6 oldallinc jelenléte nagyobb hasonlésdgot
biztosithat a metalloenzimek fémionkotéhelyeihez [1,38,53]. Az eddig megjelent, koztiik tobb
Osszefoglald kozlemény, részletesen taglalja a hisztidintartalmi peptidek fémion-koordinédcidjat. A
munkédnk szempontjabdl legfontosabb tanulsdgokat az aldbbiakban részletezziik. A hisztidin helye az
aminosav-szekvencidban alapvetéen meghatdrozza a kiilonb6zd koriilmények kozott képzdodd
komplexek Osszetételét és szerkezetét. Az egy hisztidint tartalmazd dipeptidek és rovid oligopeptidek
komplexeivel kapcsolatos eredményekbdl az alabbi 4ltaldnos kovetkeztetések vonhaték le,
megjegyezve, hogy sok esetben mér a kis tagszdmu réz(Il)-, nikkel(Il)- vagy cink(I)komplexeknél is

bizonytalan, és csak feltételezéseken alapul a koordin4cié javasolt médja.

3.3.1. Az egy hisztidint tartalmazo peptidek réz(11)-, nikkel(Il)- és cink(Il)komplexei

His-1 peptidek. A His-1 peptidekben a hisztidin az N-termindlis helyet foglalja el, példaul
HisGly, HisGlyGly. E ligandumok savas oldatdnak a targyalt fémionok jelenlétében torténd fokozatos
lugositdsa sordn elsOként nagy stabilitdst biztositd, hisztamintipusu, hattagi kelatgyiiri alakul ki a
terminalis amino-nitrogén és az imidazol-nitrogén (N(1)) egyiittes koordinicidja révén [1,2,46,53-62]. E
kotéstipus jellemz0 mind a mono-, mind a ligandumfelesleg jelenlétében kialakul6é biszkomplexek
esetén.

A réz(IDionok jelenlétében a stabilis ML, részecskék képzddése pH 6 — 7 koriili értékig
késlelteti az amid-nitrogén koordinécidjat. Amennyiben nincs lehetdség biszkomplex kialakulasara, e
folyamat mar pH ~ 5 koriil megkezdddik. Osszehasonlitésul az amid-nitrogén deprotonaléddsa a GlyGly
dipeptid réz(II) komplexében pH ~ 4 koriil lejatszédik [46]. A fémion és az amid-nitrogén kozti erds
koordinacié kialakuldsanak feltétele a megfeleld6 horgonycsoport jelenléte. Ilyen horgony az
aminocsoport mellett a hisztidin oldallincdnak imidazol-nitrogénje is. Réz(Il)ionok jelenlétében His-1
dipeptidek (példaul HisGly, HisLys) esetén az els§ amid-nitrogén deprotondldddsa soran dimerizacid
jatszadik le, és Cu,H ,L, (toltések elhanyagolva) részecske képzddik [1,2,54,63]. Itt az egyik monomer
egység hisztidin oldalldnca valészintileg a masik egység réz(Il)ionjahoz kétddve ligandumhidat képez.

A His-1 tripeptideknél [55,64] lehetdség van az amid-nitrogének egymast kovetd (konszekutiv)
koordinacidjara is a pH tovabbi ndvelése soran, ami a két deprotondlddott amid-nitrogént tartalmazé
CuH,,L részecske képzddését eredményezi. Az irodalom szerint e komplexben triglicintipusu [1,46],
mig a tobb aminosavat tartalmazé réz(Il)komplexek esetében az utolsé részecskében tetraglicintipusu
peptidszerti koordinécié (3.2.1. abra) valésul meg. Azaz imidazol-nitrogén nem vesz részt a fémion

megkotésében.

A His-1 peptidek nikkel(Il)komplexeinek vizsgdlata a réz(Il)ionokhoz hasonlé eredményeket

mutat, azzal a kiilonbséggel, hogy az amid-nitrogén koordinéciéja lassibb folyamat, mint a réz(I)ionok
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esetében. Amennyiben azonban ez bekovetkezik, a mdsodik amid-nitrogén deprotonalédasa erdsen
kooperativ jelleget mutat. Igy a kiinduldsi hisztamintipusd koordinaciét tartalmazé zold, paramégneses
fémkomplex sdrga szind, sik szerkezetli, diamédgneses komplexszé alakul [46,65,66] a két vagy harom

amid-nitrogén koordinéciéja soran.

A cink(Il)ionok hisztamintipusi komplexei kevésbé stabilak, mint a réz(Il)-, illetve
nikkel(Il)ionok esetében képzddd megfeleld részecskék. Semleges, illetve ligos pH tartomanyban az
amid-nitrogén deprotondldddsa hattérbe szorul a fémion hidroliziséhez képest, ami csapadék kivaldsdhoz
vezet pH 7 — 8 koriil, bar az eredmények ellentmondédsosak mar az olyan egyszerli rendszerek vizsgélata
esetében is, mint példaul a cink(I[)-HisGly [59]. Ebben az esetben S6vagd €s munkatdrsai az amid-
nitrogén deprotondl6dasat nem valészintsitik pH ~ 8-ig. Az 1:1 rendszerben, két ekvivalensnél tobb lig
adagoldsa utan cinkhidroxid kivaldsa tapasztalhat6, mig kétszeres vagy anndl nagyobb ligandum felesleg

esetén is csak a Znl, bisz részecske képzddése feltételezhetd, peptid-nitrogén deprotondlédds nem.

His-2 peptidek. Sok irodalmi adat all rendelkezésre az olyan rendszerek vizsgalatardl, ahol a
hisztidin az N-termindlis részt6l szadmitott masodik helyet foglalja el a szekvencidban (His-2
komplexek), mint péld4ul a GlyHis, AlaHis, ProHis, GlyHisGly, GlyHisLys [1,2,54,59,67,68].

Réz(ID)- és nikkel(I)ionok jelenlétében széles pH-tartomdnyban (pH 4 — 10) kimagasl6an nagy
stabilitisi MH_,L. komplex kialakuldsa figyelhetd meg az amino-nitrogén, a szomszédos amid-nitrogén
és az imidazol-nitrogén részvételével, csatolt 5,6-tagi keldt rendszerben. A hirom aminosavat
tartalmaz6 peptidek esetében, a hisztidin oldallincdnak koordindciéja megakadalyozza a soron
kovetkezd amid-nitrogén fémionhoz val6 kotddését, emellett a karboxilat-oxigén koordindcidja is gatolt
sztérikus okokbol. Az MH_|L komplexben a fémion koriili ekvatoridlis koordinicids szféra telitetlen
marad. Ez Idgos kozegben lehetOséget biztosit vegyes hidroxokomplex kialakuldsdra, vagy
oligomerizacios folyamat lejatszodasara az imidazolgylirli masodik nitrogénatomjanak deprotondlédésa
révén. Mig hig oldatokban az eldbbi, addig az Osszkoncentracié ndvelése az utébbi reakcidnak kedvez.
Az oligomerizicié sordn a réz(Il)-Xaa-His négy monomer egysége asszocidlddik ciklikus tetramerré
Cu4H gL, Osszetétellel (3.3.1. abra). E komplexben két-két réz(Il)iont egy-egy negativ toltésii
imidazolato-hid kot 6ssze [4,54,69].
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3.3.1. abra: A réz(1l)-GlyHisGly tetramer Cu,H_gL,komplexének sematikus dbrdja
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A réz(Il)- és nikkel(Il)komplexek kozott a kiilonbség fOként abban nyilvdnul meg, hogy a
nikkel(Il)ionok képessége az amid-nitrogén deprotondlddds elOsegitésében gyengébb. Ez azt
eredményezi, hogy a NiH_,L komplexek képzddése altaldaban csak pH 6 — 7 tartomdnyban kezdddik el
[59,60]. A nikkel(IT)-GlyHis vizsgélata sordn példdul azt figyelték meg, hogy a fémion koriili szabélyos
oktaéderes geometridt a termindlis aminocsoport, a hisztidin imidazol-nitrogénje és egy amid-nitrogén
alakitja ki, hdrom vizmolekula jelenléte mellett, de tetramer részecskék képzddésével egyidOben a
komplex szine és geometridja megvéltozik, siknégyzetes, intenziv sdrga szinll részecske képzodése
soran [70]. A nikkel(IT)-GlyHisLys komplexben is hasonl6, harom N-es koordindciés méd feltételezhetd
pH 5 — 8 kozott (ML részecske), a lizin e-aminocsoportja nem vesz részt a koordindcidban.
Ligandumfelesleg esetén, pH 8 felett biszkomplex képzddése feltételezhetd (ML,). A nikkel(II)ion
szabdlyos oktaéderes elrendez0désii részecskék kialakitasara vald hajlama alapjan feltételezhetd, hogy
mindkét ligandum az ML részecskéhez hasonléan {NH,, ImN, N} médon koordindlédik. Az oldat
tovabbi lugositdsa sordn jelent0s véaltozds kovetkezik be az abszorpciés és CD spektrumokban,
siknégyzetes szerkezet alakul ki. Ez akdrcsak a réz(II)-GlyHis [54,69], illetve a nikkel(II)-GlyHis [70]
komplexek esetében, az imidazol-nitrogén masodik, pirroltipusd nitrogénjének deprotondlédasaval
magyardzhaté. Itt harom kiilonb6zd tetramer részecskék képzddését feltételezték a lizin oldalldnci
aminocsoportjainak egymdst kovetd deprotondléddsai sordn, amelyek azonban nem koordinaldédnak a

nikkel(IT)ionokhoz [71].

A HisGly peptiddel ellentétben, a GlyHis cink(Il)ionnal alkotott komplexeiben amid-nitrogén
deprotondlddasa figyelhetd meg pH ~ 7 koriil [59,72]. Az 1:1 cink(Il):ligandum ardnyd rendszerben a
ZnH L, mig ligandumfelesleg esetén biszkomplex képzddik ZnH L, Osszetétellel, mely szintén

deprotonélédott amid-nitrogént tartalmaz [73].

His-3 peptidek. A peptidszekvencidban az N-termindlis végtdl szamitott harmadik helyen
jelenlevd hisztidin esetében (His-3 komplexek) [1,2,68,74-76] a réz(II)- vagy nikkel(Il)ionok
jelenlétében szintén széles pH tartomanyban kimagasldéan nagy stabilitdsi komplexek alakulnak ki. E
részecskékben a fémiont harom csatolt kelatgytirliben négy N-donoratom veszi koriil. Vagyis a komplex
koordinacids szférajanak ekvatorialis sikja telitett: az amino-nitrogén, két amid-nitrogén és az imidazol-
nitrogén foglaljadk el ezeket a helyeket. Réz(Il)ionok jelenlétében az MH_ L komplex pH 4 — 11
tartomanyban domindans, az egy- két- illetve harom nitrogénatom koordinicidjaval keletkezd részecskék
mennyisége elhanyagolhat6an kicsi. Annak ellenére, hogy az €18 szervezetben csak ritkdn fordul eld
réz(Il)—amid-nitrogén kotés, példdul a humédn szérum albumin N-termindlis vége a réz(Il)ionokat (és
nikkel(IT)ionokat is) ilyen médon koti meg szelektiven és széllitja a véraramban (3.3.2. abra).

A réz(Il)ionokhoz nagyon hasonlé mdédon, a nikkel(IT)ionok is képesek hasonlé koordindciét

kialakitani a humén szérum albuminnal, mégis ezen komplexek vizsgilataval kevesebbet foglalkoztak.
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3.3.2. dbra: A {NH,, N, N, ImN} tipusi koordindcié a humdn szérum albuminban, egy axidlis COO™ kotéssel
kiegésziilve [77]

A GlyGlyHis tripeptid nikkel(IT)ionok jelenlétében — szintén kooperativ deprotonalédasok sordn
— keletkezd négy N donoratomos NiH L részecske képzddése egyiitt jar a fémion koriili nagy
spinszdmu, oktaéderes geometria megvaltozasaval, kis spinszdmu siknégyzetes komplex kialakuldsa
kozben. A spinpdrosaddst a novekvd ligandumtér erdssége indukdlja, amit mar a tetraglicin
nikkel(Ilkomplexeinél is megfigyeltek. Az elektronszerkezet, illetve a geometria megvaltozdsanak
kovetkeztében azonban e komplexek kialakuldsa lassibb, mint a megfeleld réz(Il)komplexeké, ami azt
eredményezi, hogy a kooperativitds ellenére, spektroszképids moédszerekkel detektdlhatok az dtmeneti
egy-, két- illetve harom N-es, oktaéderes szerkezetli nikkel(Il)komplexek is [1]. A nikkel(Il)-glicil-
glicil-hisztamin rendszerben is azt taldltdk [76], hogy a komplexek képzddése nagyobb pH értéknél
kezdédik, mint a réz(Il)ionok esetén, de pH ~ 7 felett az eloszldsgdrbe azonossa valik, és diamégneses,

siknégyzetes nikkel(IT)komplexek képzédése kovetkezik be (A, = 425 nm).

A cink(IT)ionok jelenlétében kialakulé komplexek szerkezetének megallapitisa ezekben az
esetekben is bizonytalanabb, mint a réz(I)- vagy nikkel(I)ionok esetében. A GlyGlyHis tripeptid
vizsgédlata sordn példdul szintén amid-nitrogén deprotondlédast feltételeztek, de valdszintsithetd a

kétmagvu komplexek kialakuldsat, illetve hidrolitikus folyamatok lejatszodasat sem zartak ki [78].

His-4 (vagy tdvolabbi) peptidek. Amennyiben a hisztidin az N-terminélistdl szdmitott negyedik
vagy anndl tdvolabbi helyet foglalja el a peptidszekvencidban, az aminocsoport és a hisztidin imidazol-
nitrogénje kozott versengés alakul ki az elsddleges kotdhelyet illetéen. Az {NH, és ImN} donoratomok
egyiittes koordindcidja makrokeldtot eredményez, melynek stabilitdsa azonban jéval kisebb az 5 illetve 6
tagu csatolt keldtokéndl [2]. pH 8 — 9 koriil szintén négy nitrogénes koordinacié alakul ki a fémion koriil

{NH,, N, N, N} vagy {N, N, N", ImN} koordindciés méddal [2,79].

N-termindlison védett peptidek. A fentiekben lathattuk, hogy az N-termindlis aminocsoport a
legtobb esetben fontos szerepet jatszott a fémionok megkotésében. Ezért a fehérje-modellrendszerek
tanulmanyozdsa sordn nagyobb jelentdségliek azok a vizsgdlatok, amelyek N-termindlisan védett
peptidkomplexekre irdnyulnak. Ennek ellenére, az ilyen peptidek komplexeirdl kisebb szamban dllnak
rendelkezésre irodalmi adatok, mint a fentiekben targyalt szabad aminocsoporttal rendelkezd hisztidint

tartalmaz6 peptidek esetén. A leggyakrabban alkalmazott acetil (Ac-), illetve benzil-oxi-karbonil (Z-)
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véddcsoportot tartalmazd peptidek eddigi vizsgdlatainak tapasztalatait az aldbbiakban foglaljuk Ossze
[2,3,10,39,80].

A His-1 komplexek esetében az amino-nitrogén koordinécidjanak blokkolasa a véddcsoport altal
megakadalyozza a hisztamintipusd {NH,, ImN} koordinéciét. Réz(II)- és nikkel(II)ionok jelenlétében az
imidazol-nitrogén és a téle C-termindlis irdnyban 1év6 két vagy hdrom deprotonédlédott amid-nitrogén
koordinacidja a peptidszerli komplexeknél kisebb stabilitdsd, 7,5,(5)-tagui csatolt keldtot eredményez.
Néhany esetben, példaul a Z-HisGly vagy az Ac-HisValGlyAsp-NH, réz(Il)komplexeinél [10,80]
csapadékképzddést figyeltek meg pH ~ 7 felett. A humédn prion fehérje rézkotd helyének
modellezéséhez tervezett Ac-HisGlyGlyGlyTrp réz(I)komplexének ismert a kristalyszerkezete [81]. A
fémion koriili négy ekvatoridlis kotéhelyet a hisztidin imidazol-nitrogénje, két glicin deprotonalddott
amid-nitrogénje, illetve egy karbonil-oxigén foglalja el, mig a triptofdn indolgylirije axidlisan
koordindlédik egy vizmolekula kdzremiikodésével. Hasonld (hdrom nitrogén és egy oxigén donoratom)
koordiniciés médott feltételeztek az réz(I1I)-Ac-HisGlyGlyGly rendszerben is a pH ~ 8 koriil kialakul6
részecskére [3]. Ebben a rendszerben, a réz(Il)ionhoz pH 4,5 koriil kezdédik az imidazol-nitrogén
koordinicidja (CuL részecske), majd 1épcsdzetes deprotondlédés sordn kialakulnak a CuH_,L, CuH_,L
és CuH_;L részecskék, pH 9 felett ebben a rendszerben is a négy N-es koordindcié alakul ki harom
amid-nitrogén részvételével. A fiziologids pH koriil keletkezd részecskék stabilitasi dllandéi azonban
elmaradnak a hasonl6 szerkezetli, de nem védett peptidek megfelel6 értékeitdl [2,3].

Az N-termindlison védett His-2 peptidkomplexek vizsgélata sordn (példaul Z-GlyHis [80], Ac-
GlyHis [82], Ac-GlyHisGlyGly [3], Ac-ProHisGlyGlyGlyTrpGlyGln [83]), a kordbbi rendszerektdl
eltéréen a pH 6 — 10 tartomdnyban domindns CuH_,L részecske alakul ki {ImN, 2xN"} koordinaciéval.
A kovetkezd deprotondlédas sordn nem alakul ki négy N-es koordinacié a réz(Il)ion koriil. A negyedik
ekvatoridlis helyet valdsziniileg egy a koordinaciés szféraban jelenlevd vizmolekula deprotondlédasaval
kialakul6 hidroxidion, vagy mds oxigén-donor foglalja el, kialakitva a CuH_;L részecskét [2,3,80]. Az
Ac-GlyHisGlyGly réz(ID)komplexeinek részletes vizsgdlata sordn [3] is azt tapasztaltdk, hogy az Ac-
HisGlyGlyGly, Ac-GlyGlyHisGly és Ac-GlyGlyGlyHis komplexeitdl eltéréen, er6sen ligos kdzegben a
pK, = 10,76 értékkel lejatszod6 folyamat sordn sem tolddik el a lathaté spektrumban a maximalis
elnyelés hulldimhossza 590 nm-nél kisebb értékek felé¢, ami valdszintitlenné teszi olyan kromofér
jelenlétét, ahol négy N-es koordinacié valdsulna meg a réz(Il)ion koriili ekvatoridlis sikban. (Az {ImN,
N-, N, H,O} esetén 584 nm, az {ImN, N-, N, OH"} koordinécid esetén szdmolhaté A, érték 553 nm
[47].) A CuH,,L részecske szerkezetéhez hasonld, a human prion fehérje fémkotd helyét modellezd Ac-
ProHisGlyGlyGlyTrpGlyGln réz(Il)komplexei esetében is, az el6zo6hdz hasonlé {ImN, N7, N7, OH}
koordinaciés modot feltételeznek [81].

A His-2 rendszerekhez hasonl6 oldatkémiai viselkedés figyelheté meg azokban a rendszerekben,
ahol az egyetlen hisztidin alegység a harmadik vagy a negyedik helyet foglalja el az N-termindlison
védett peptidszekvencidjaban. A Z-GlyGlyHis [80], Ac-GlyGlyHisGly, Ac-GlyGlyGlyHis [3], Ac-
ThrGluSerHisAlaLys-NH, [84] réz(Il)komplexei, illetve az Ac-AlaLysArgHisArglLys-NH, [85], Ac-
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ThrGluSerHisAlaLys-NH, [84], Ac-CysAlalleHis-NH, [86] nikkel(I[)komplexeinek vizsgdlata sordn azt
tapasztaltak, hogy pH 3 — 4 tartoményban a hisztidin deprotonédlédott imidazol-nitrogénje koordindlddik
a fémionhoz a réz(Il)ionok jelenlétében, mig a nikkel(Il)ionok esetén ez a folyamat pH 5 — 6 koriil
kovetkezik be. A pH novelésével, a konszekutiv deprotonalédasok sordn, pH ~ 8-ig kialakul az egy-,
két-, majd harom amid-nitrogént, azaz négy N donort tartalmazé komplex mindkét fémion esetén, amint
ez lathaté példaul a legegyszertibb Ac-GlyGlyHisGly és Ac-GlyGlyGlyHis réz(Il)komplexek részletes
spektroszkopiai vizsgalatabol [3]. Mindkét utdbbi peptid esetében semleges kozegben a hasonld
rendszerekre feltételezett imidazol-nitrogén, két amid-nitrogén és egy oxigén donoratom koordinal6dik a
fémionhoz, azonban a koordindcié mddja igen bizonytalan. A pH ndvelésével a koordinicids szféra
négy N-es atrendezOdést mutat pK; = 8,95 az elsd, illetve pK; = 8,42 értékkel a masodik ligandum
esetében. A két réz(Il)komplex majdnem azonos CD és UV/lithat6 spektruma ligos kézegben, valamint
a hasonl6 ESR paraméterek alatdmasztjdk a hasonlé koordindciés moédot. A harmadik helyen levd
hisztidin imidazol-nitrogénje, az els6 és mdsodik glicin, és a hisztidin amid-nitrogénje koordinélddik a
réz(Il)ionhoz az elsd esetben, mig a masodik és harmadik helyen 1év6 glicin, valamint a negyedik helyen
1év6 hisztidin amid-nitrogénje és az imidazol-nitrogénje a donoratomok a mdsodik peptid komplexében.
A H2A tipusu hiszton fehérjék C-termindlis részének modelljeiként vizsgéltdk tobbek kozott az
Ac-ThrGluSerHisAlaLys-NH, és Ac-ThrGluSerAlaHisLys-NH, réz(II)- és nikkel(Il)ionok jelenlétében
kialakul6 komplexeit [84]. Nikkel(II)ionok jelenlétében pH ~ 5 koriil alakul ki a NiHL részecske, az
imidazol-nitrogén koordinicidja révén. Bal és munkatdrsai [87] a hasonlé szekvencidju peptidek
vizsgdlata sordn feltételezték, hogy a glutaminsav karboxilcsoportja is részt vesz a koordindciéban, mind
a réz(I)-, mind a nikkel(I)ion esetében, torzult oktaéderes geometria kialakuldsa koézben. A pH
novelésével a ligandum kovetkezd protonjanak elvesztése (pK; = 7,81 az Ac-TESHAK-NH, esetében) a
hisztidin amid-nitrogénjének deprotondlédasdhoz rendelhetd, majd egymdssal atfedd lépések sordn,
stabil ottagu csatolt kelatgytriik keletkezésével, két tjabb amid-nitrogén deprotondlédasaval kialakul az
NiH L, majd az NiH,L részecske. Ez utébbiban a négy N-es {N, N°, N7, ImN} koordiniciét
tdmasztjak ald az abszorpciés spektrumokban mért, mas siknégyzetes nikkel(Il)komplexekhez hasonlo,
440 nm illetve 442 nm-nél l4athaté maximadlis elnyelés, és a kordbban vizsgalt rendszerekhez hasonlé CD
spektrumok [85], valamint a stabilitdsi dllandok j6 egyezése példdul a szintén négy N donoratomot
tartalmaz6 Ac-AlaLysArgHisArglLys-NH, komplexeivel. Az erdsen ligos kozegben lejatsz6dé tovabbi
deprotondlédas (pKs ~ 11,1), amit a lizin oldallanci aminocsoportjdhoz rendeltek, nem okoz jelentOs
véltozast az UV/lathat6 és CD spektrumokban, tehét feltételezhet hogy ez a csoport nem koordinalédik

a fémionhoz.

A fenti védett peptidek a cink(II)ionokat nem képesek pH ~ 7 koriil oldatban tartani, egyetlen
hisztidin donoratomja nem elegendd a megfeleld stabilitdsti komplex kialakuldsdhoz. A fehérjékben a
cink(IT)ionok foként a cisztein és hisztidin aminosavak tiolét-, illetve imidazol-nitrogénjéhez kotddnek,
ezért vizsgaltdk példdul a mindkét végiikon védett HisCys, CysHis [88], HisValCys, CysProHis és
CysValHis peptidek cink(Il)komplexeinek oldatkémiai viselkedését [89]. A ZnL komplexekben a 12
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vagy anndl nagyobb tagi kelatgylirQi kialakulasa, illetve az Ac-CysValHis-OEt esetében feltételezett
Zn,L, részecskék képzOdése utdn csapadék valt ki a rendszerbdl, tehat a két donoratom (S~ és ImN)

egyiittes jelenléte sem volt képes oldatban tartani a cink(II)ionokat pH 6,5 — 7 felett.

3.3.2. Tobb hisztidint tartalmazo, C- és N-termindlis csoportokon védett oligopeptidek réz(11)-,
nikkel(Il)- és cink(Il)komplexei

A fenti Osszefoglaldsbdl is lathatd, hogy egy His jelenléte a termindlis csoportokon védett
peptidekben megfeleld horgonycsoportnak bizonyult a réz(Il)- és nikkel(I)ionok szdmdra. Az amid-
nitrogének koordinécidja miatt ezen rendszerek altaldban nem alkalmasak enzimek aktiv kdzpontjanak
modellezésére. E problémara megoldas az N- (és C-) termindlis végén védett, tobb hisztidint tartalmazé
peptidek fémkomplexeitdl varhaté [2,10,39,90-93]. Egy ilyen ligandum kiilonbdz6 makrokeldt vagy
hurok (akdr a peptidlancban egymadstdl igen tdvoli hisztidinek is koordindlédhatnak ugyanazon
fémionhoz) kialakitdsdra lehet alkalmas. Valtozatos szerkezetli és geometridji komplexek
képzddhetnek, amit nagymértékben befolyasol a hisztidinek szdma és egymdshoz viszonyitott helyzete a
szekvencidban, de az egyéb koordindl6dé donorcsoportok hatdsitdl is fiigg. A reményeket azonban az
eddigi vizsgdlatok 4ltaldban nem véltottdk be [39,87,91,94,95]. A hisztidinben gazdag alegység jelenléte
sem tudta megakaddlyozni az amid-nitrogén koordindcidjat fiziol6gids pH-n a réz(I)- illetve
nikkel(Il)komplexekben, illetve a cink(II)ionok esetében a csapadékképzddést.

A réz(I1)-Ac-HisGlyHisGly [96] és réz(Il)-Ac-HisValHis-NH, [10] rendszerekben a CuL,
CuH_,L és CuH_;L részecskék domindlnak. A fizioldgids pH-n domindns CuH_,L részecske esetén az
{ImN, N7, N, ImN} koordiniciét feltételezték, de a két imidazol-nitrogén koordinédcidja sordn, stabil
makrokeldt kialakuldsdval keletkez6 CuL is jelen van még pH 7,4-nél. Az Ac-HisXaaHisYaaHis-NH,
tipust (Xaa,Yaa = nem koordindl6dé oldalldncot tartalmazé aminosavak) peptidek réz(Il)komplexeinek
oldategyensulyi és spektroszkdpds vizsgalata sordn [90,92,97] is arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
makrokelat képzddés a réz(Il)komplexekben késleltetheti ugyan, de magakadalyozni nem tudja az
amidcsoport deprotondlédasat fizioldgids pH-n. A koordinicié moédja és a fémion koriil kialakuld
geometria nagy véltozatossdgot mutat, gyakran koordinicids izomerek vannak jelen az oldatban. A
kialakulé valtozatos sztdochiometridjui részecskék sorat gazdagitja a két- vagy tobbmagvi komplexek
kialakuldsdnak lehetdsége réz(I)- és nikkel(I)ionok jelenlétében. Lugos kozegben azonban a
donoratomok atrendezOdnek a fémion koriil: az imidazol-nitrogének kiszorulnak az amid-nitrogének
koordinicidja sordn, ami a nikkel(Il)komplexek esetében diamdgneses, siknégyzetes komplexek
kialakuldsdhoz vezet az NiH ,L. vagy NiH ;L részecskék képzddése kozben [84].

Kutatécsoportunkban is vizsgdltuk a hisztidinben gazdag alegységet tartalmazé N-acetil-
hisztidil-hisztidil-glicil-hisztidin-COOH  (Ac-HHGH-OH) peptid fémkomplexeinek oldatkémiai
sajatsdgait [39]. A hdrom hisztidin jelenléte nem tudta megakadalyozni a cink(II)ionok hidrolizisét pH 7
koriil, viszont a réz(Il)ionok jelenlétében a teljes vizsgdlt pH tartomdnyban (2 — 11) nem volt

tapasztalhat6 csapadék kivaldsa. A pH-tdl fiiggden kiilonb6zd mértékben protondlt CuH,L (x =2, 1, 0, —
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1, =2, -3) 0Osszetétell komplexek alakultak ki. A spektroszképiai adatok (UV/I4thaté, CD, ESR
spektroszkdpia) azt mutattak, hogy az imidazol-nitrogének koordinicidja meghataroz6 tényezd minden
kialakul6 komplex esetében.

Enyhén savas kozegben egy-, két-, majd pH 6 — 7 tartomdnyban hirom imidazol-nitrogén
koordindlédik a réz(Il)ionhoz, vagyis csak oldalldinci donoratomokon keresztiil, makrokelat
kialakuldsaval kotédik a ligandum. A pH novelésével a réz(II)-Ac-HHGH-OH rendszerben egymadssal
Iényegesen atfedd deprotondlédasi folyamatokat nem figyelhetiink meg. Ugyanakkor példdul a C-, és N-
termindlis csoportjain védett HGH peptidnél mar pH 7 koriil kooperativ médon 1étrejon a HXH
szekvencidra jellemz6 {ImN, N7, N™, ImN} tipusd koordinécié. Ez valésziniileg annak tudhat6 be, hogy
a harom imidazol-nitrogén koordinicidja eléggé stabilis komplexet eredményez, hogy ez a szerkezet
eredményesen versenghessen az amid-nitrogének koordinacidjaval semleges kozegben. Ugyanakkor a
CuL torzskomplex hdrom N-es koordinicidja szabad helyet biztosit egy vizmolekula részére, amely a
CuH_,L komplex kialakuldsa sordn deprotondlddhat, igy vegyes hidroxokomplex jon létre. Nem lehet
egyértelmlien kizdrni a két szomszédos hisztidin kozotti amid-nitrogén koordinicidjat sem egy
izomerben {2xImN, N7, H,O} de a spektroszkopids adatok alapjan a koordindlédott vizmolekula
deprotonalédasa a valdsziniibb. A kialakulé komplexek lehetséges szerkezeteit a 3.3.3. abra mutatja.
Kivételt jelent tehat ez a rendszer az el6zdekhez képest, mivel az amid-nitrogén(ek) koordinacidja csak
pH ~ 8 felett kovetkezik be. A CuH_,L (a) és (b)-vel jelzett komplexekben mér a két deprotonalddott
peptid-nitrogént tartalmaz6, HXH motivumra jellemz6 [92], kiilonlegesen stabilis {ImN, N, N*, ImN}
szerkezet valoszinlisithetd. Lugos kozegben (pH ~ 9,5 felett) a CuH ;L részecskében bekovetkezik a

harmadik amid-nitrogén koordindcidja, {N-, N7, N, ImN} feltételezett szerkezet kialakuldsat

erdeményezve.
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3.3.3. dbra: A réz(ll)-Ac-HHGH-OH rendszerben kialakulo komplexek feltételezett szerkezetei (a szabad
koordindcios helyeket fel nem tiintetett vizmolekuldk foglaljdk el)

Az N- és C-termindlis csoportokon védett hisztidinben gazdag oligopeptidek

cink(Il)komplexeinek vizsgdlata sordn, példdul Ac-HisHis-NH, [98], Ac-HisProHis-NH, [89], Ac-
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HisValHis-NH, [10], pH 5 alatt nem tapasztaltak komplexképzddést, semleges kézegben pedig minden
esetben csapadék vélt ki a rendszerbdl, ami valdszinlileg a cink(Il)ionok makrokelat komplexeinek
kisebb stabilitdsdval, és az amid-nitrogén deprotondl6dds hidnydval magyardzhat6. Néhany nagyobb
tagszdmi peptid, mint az Ac-ThrGluSerHisHisLys-NH, és  Ac-ThrGluAlaHisHisLys-NH,
cink(Il)komplexeinél [84] sikeriilt megakadélyozni a csapadékképzddést, de ezekben az esetekben nagy
valészintiséggel a glutaminsav karboxilat-oxigénje is részt vesz a koordindcioban a ZnHL részecskében
(mint ahogy azt egyes transzmembrin cink(I)-szallité fehérjék esetében is feltételezték [99]), torzult
oktaéderes geometria kialakitdsa kozben. A cink(II)ionok hidrolizisre valé hajlamanak kovetkeztében, a
kovetkezd deprotonalddasok sordn (ZnHL — Znl. — ZnH ;L) Mylonas és munkatérsai a koordindlédott
vizmolekuldk deprotondlédaséat feltételezik az amid-nitrogének helyett, bar nem zartdk ki teljes
bizonyossdggal ez utdébbiak koordinicidjanak lehetdségét sem. A pH 8 felett domindns ZnH ,L
részecske kialakuldsa sordn, akdrcsak a hasonlé réz(II)- és nikkel(I)komplexek esetén a lizin

deprotondlédasét valdszintsitik, anélkiil hogy az a fémionhoz koordinal6dna.

3.3.3. Prolin beépitése a peptidszekvencidba

A prolin az egyetlen olyan esszencidlis aminosav, amely gylriis oldalldncot, ezdltal szekunder
amint tartalmaz. Ezért ennek az aminosavnak a peptidszekvencidba valé beépitése (eltekintve az N-
terminalis végen val6 elhelyezkedéstdl) azt eredményezi, hogy a peptidkotés nem tartalmaz hidrogént.
Ez4ltal a fémionra cserélhetd protonok sora megtorik a peptidlancban. Tehat a horgony-donorcsoporttol
kiinduld, 5 vagy 6 tagu kelatgylirik kialakuldsa a sorozatos amid-nitrogén deprotondldéddsok révén nem
valésulhat meg. H. Kozlowski és munkatdrsai ezt a jelenséget ,,toréspontnak” nevezték el [1,100].
Emellett a prolin beépitése a szekvencidba a peptidladnc szerkezetének jelentésebb meghajldsat
eredményezi, aminek eredményeként a koordindcié mddja igen véltozatos lehet, a legtdébb esetben
kiilonboz6 makrokelatok kialakuldséat tapasztaltdk az N-termindlis aminocsoport és egy tdvolabbi
donoratom réz(II)ionhoz valé koordinécidja révén. Ez utobbi donor lehet akar egy amid-nitrogén, de
olyan gyengén koordindl6dé oldalldnci donoratom is, mint a tirozin fenoldt-oxigénje, a lizin e-
aminocsoportja, az arginin guanidiniumcsoportja, vagy a glutaminsav karboxilat-oxigénje [1,4].

A koordindcié mdédjanak véltozatossdga olyan egyszerii rendszer vizsgalata esetén is lathatd,
mint példaul a ProHis dipeptid réz(Il)komplexei [67]. Amikor a prolin az N-termindlis részen taldlhato,
a komplexek szerkezete nagyban kiilonbozik azoktél, ahol a peptidszekvencidban a tdvolabbi helyeket
foglalja el. A pH ~ 4 koriil képz6d6 CuHL részecske esetén elképzelhetd akar a termindlis imino-
nitrogén és a szomszédos karbonil-oxigén koordiniciéja, vagy az imidazol-nitrogén és a termindlis
karboxildt-oxigén részvételével kialakulé részecske képzddése. De ezt sem potenciometrids, sem
spektroszkopiai adatokkal nem tudtdk aldtdmasztani. A nem koordindlédé6 N donoratom protondlt
allapotban marad mindkét esetben. A pH 4 — 6 tartomanyban, a kovetkezé deprotondlddds sordn a Cull

komplexben két N-es koordinéci6 alakul ki, amit a pH 5 — 9 koz6tt dominans CuH_ L kialakuldsa kovet.
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Ebben a komplexben a hiarom N-es koordindcié valdszinii:{NH, N°, ImN}, amit aldtdmaszt példdul a
réz(I)-GlyHis dipeptidhez hasonl6 stabilitasi dlland6 érték (logB: 5,43 illetve 4,89). A kovetkezd két,
egymdassal atfed6 1€pés sordn, egy koordindlédott vizmolekula, majd az imidazolgylrli nem
koordinal6édé pirrol-nitrogénjének deprotondldddsat valdszinlsitik, mivel az abszorpcidés maximumok
kismértékii valtozasa pH 7 — 11 kozott a réz(Il)ion koriili koordindcié kismértékii valtozasara utal.

A réz(II)-PheProGlyGly, GlyProPheGly és GlyProGlyPhe vizsgilata sordan [101] azt
tapasztaltdk, hogy a prolin az N-termindlis végtél szamitott mdsodik helyen nemkoordinal6édé
oldallancot tartalmazé aminosavak mellett kiillonds médon az amino-nitrogén és a negyedik aminosav
amid-nitrogénje koordinacidjat eredményezi pH 7 — 8 koriil. Ha tirozin vagy lizin van jelen a negyedik
helyen (példaul TyrProGlyTyr [102]), akkor ezek oldalldnci donoratomja vesz részt a makrokelat
kialakitdsaban.

Amennyiben a prolin a harmadik helyet foglalja el a tetrapeptid szekvencidban, példdul a
TyrGlyProTyr [102] esetén, nagyobb stabilitasu réz(Il)komplexek kepzddnek az {NH,, N"} koordinacid
kialakulasa kozben, de a kovetkezd koordinacios hely betdltésével itt is makrokelat alakul ki.

Emlitést érdemel, hogy egynél tobb prolin beépitése az oligopeptidlancba tovdbb ndveli a
szerkezet merevségét, csokkenti a peptid hajlékonysagat, ezdltal er0sen befolydsolja a kialakuld
komplexek szerkezetét. A GlyProProGlyGly pH ~ 7 f616tt domindns CuH_ ;L. komplexében, a merev
szerkezet révén szokatlanul konnyedén bekovetkezik az amid-nitrogén deprotondléddsa semleges

kozegben [1] (3.3.4. abra).
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3.3.4. dbra: A réz(1l)- GlyProProGlyGly (CuH_;L) feltételezett szerkezete[1]

Erdemes azonban megjegyezni, hogy ezekben a rendszerekben amid-nitrogén deprotonalédast
csak a GluProProGlyGly és GlyProProGlyGly esetében tapasztaltak, ahol a termindlis aminocsoport és a
szomszédos karbonil-oxigén mellett a negyedik vagy az 6tddik helyen 1évo glicin peptid-nitrogénje
deprotonélddik.

Viltozatos koordiniciét tapasztaltak a nem koordindlédé oldalldncokat tartalmazé
XaaProYaaProZaa peptidek komplexei esetén. A réz(II)-GlyProGlyProGly rendszerben pH 5 — 7
tartomanyban a Cul részecske domindl, melyben a termindlis amino-nitrogén és a karbonil-oxigén

koordinicidja réven 5 tagu kelatgyiirti alakul ki, a réz(IT)ion koriili tovabbi két koordinacids helyet pedig
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vizmolekuldk foglaljdk el. A pH novelésével biszkomplex képzOdését tapasztaltdk. Ezzel szemben
amennyiben egy glutaminsavat épitettek be a szekvencidba a C-terminalis részre (GlyProGlyProGlu), a
pH 5 — 8 tartomdnyban domindns CulL. komplex stabilitdsdnak névekedése a fémionhoz koordinal6dd
oldallanci karboxilattal magyardzhat6 a potenciometrids és spektroszkdpias adatok alapjan (3.3.5. abra).
A harmadik helyen 1év6 glicint lizinre cserélve [103], az oldallanci e-aminocsoport koordindlédik a

réz(ID)ionhoz, szintén nagy stabilitdsti makrokelat képzddése kdzben.
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3.3.5. dbra: A GlyProGlyProGlu pentapeptid CuL komplexének feltételezett szerkezete[1]

A termindlisan  védett, multihisztidin-tartalmii, prolin aminosavat is tartalmazé
peptidkomplexekrél az irodalomban nem taldlhaté informdcié. Vérhatéan tovdbb bonyolddik a
koordinicié moédja a kiilonbozé pH-n képzddd részecskék esetén, aminek vizsgélata célkitlizéseink

kozott szerepel.
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4. Vizsgalt ligandumok:

[

HZN_TH_C_N_TH_C_N_TH_C_OH

CHo H H

v N
\

HisGlyGly

NH

L 0

HZN_TH_C_N_TH_C_N TH_C_OH

H H CHy
N
N
@
NH
GlyGlyHis
o o 0
[ [ |

HZN_TH_C_N_TH_C_N_TH_C_OH

CHs Ho CH3

N
\\—NH

AlaHisAla

NH

Ac-HisGlyGly-NH,

GlyHisGly

o} (o] O
[ [ |

H2N_TH_C_N_TH_C_N_TH_C_OH

CH, CHg CHs

N
\\—NH

HisAlaAla

(o] o (0]
[ [ I

HZN_TH_C_N_TH_C_N_TH_C_OH

CHs CHj Ho

NN
\\—NH

AlaAlaHis

30



CHy——G——N— H—E—N H—H— H—H—H— H—|CO|—NH
Ly L LT

N O T

\\—NH \\—NH \\—NH

Ac-HisProHisHis-NH,

ﬁ o]
ng— ——N——CH—C—N C—N—CH—C_N C—N— H—o—NH2
\—NH \—NH \\—NH
Ac-HisProHisProHis-NH,
0 o) 0 0 o) o) (T
e [ I [ [ |
CH3—ﬁ—N—TH—c—N~TH—c—N c——N— H—c—N c—N— H—C—N—CH—c—NH2
(0] (|3H2 Ho CH2 CH2 THZ
THz CHa
N |
- ) ) =
| NH NH NH T
CH,

| NHz
NH»

Ac-LysHisProHisProHis GIn-NH,

Ac-P20-NH; = Ac-YKDPPTDHLDQRVLDLPHHN-NH,

31



5. Kisérleti- és vizsgalati modszerek
5.1. Szildard fazisu peptidszintézis (SPPS)

Napjainkban a kis tagszami peptidek egyik legegyszertibb eldallitdsi mddja a szilard fazisu
peptidszintézis (Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS)). Ehhez egy szilard hordozéra (gyanta),
megfelel6 moédon védett aminosavakra, kapcsold-, és hasitészerekre van sziikség. Az SPPS menetét

sematikusan az 5.1.1. abran mutatjuk be.
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5.1.1. abra: A szildrd fdzisi peptidszintézis sematikus dbrdja [104]

Munkénk sordn a peptidek elddllitdsara az SPPS ugynevezett Fmoc-stratégidjat vélasztottuk
[104]. Ez annyit jelent, hogy a kapcsolni kivant aminosavak az o-aminocsoportjukon Fmoc (9-fluorenil-
metoxi-karbonil) védécsoportot tartalmaztak (az X csoport az 5.1.1. dbran). Ennek a védécsoportnak a
jellemzdje, hogy bazisérzékeny, azaz gyenge szerves bazissal, példaul piperidinnel (PPD) eltavolithato.
Az 5.1.1. abratdl eltérés, hogy mi olyan gyantit haszndltunk szilard hordozoként (Rink Amid -
boritottsdga 0,61 mmol/g kotéhely, Novabiochem), amely aminocsoport kdtéhelyeket tartalmazott, és
kiindulasi allapotban szintén Fmoc véddcsoportokkal elldtva. Az els6 aminosavat a karboxilcsoportjan
keresztiil kapcsoltuk a gyanta kotdhelyeihez, és a kész peptid a gyantardl torténd lehasitdsa utdn C-
karboxamid formdban valt szabaddd. A kapcsolni kivdnt aminosavak oldalldncai a mellékreakcidk
elkeriilése érdekében szintén megfelel6 védOcsoportokat tartalmaztak. Ilyen, az dbrdn Y-nal jelolt
savérzékeny véddcsoportok, példaul a terc-butoxikarbonil (Boc), a tritil (trifenil-metil, Trt), a terc-butil-
éter (O'Bu), stb., amelyek a szintézis befejeztével, a gyantdrdl torténd hasitdssal azonos 1épésben
tavolithatok el, trifluorecetsavval (TFA) torténd kezeléssel.

Az eljaras elsO 1épése a gyanta duzzasztdsa volt, ami N-metil-pirrolidonnal (NMP, Aldrich)
tortént. Az Fmoc véddcsoport eltdvolitdsdhoz 20% PPD/NMP elegyet hasznéltunk (Piperidin, Aldrich).
A gyantdrdl lecsopogd piperidines oldatrészleteket Osszegyljtve, majd NMP, vagy DMF (dimetil-
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formamid) segitségével szdzszorosdra higitva, a kapott oldat Fmoc koncentricidja, ebbdl pedig a

felszabadult kétéhelyek szama spektrofotometridsan meghatarozhat6 (€gmoc 3010m = 7800 mol'ldm3cm"1) a
Beer-Lambert-torvény értelmében az Fmoc koncenticidja: ¢ = —l, ahol /=1 cm.
g.

Az N-termindlison Fmoc-védett aminosavak kapcsoldsdhoz 4ltaldban fentiek alapjdn szdmitott
mennyiség haromszorosat hasznaltuk. A kapcsoldsi reakcio ideje az in situ keletkez6 aktiv észter és a
gyantdn rogzitett szabad aminocsoportok kozott 30 perc volt. Az alkalmazott kapcsold reagensek a
HBTU (2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium-hexafluorofoszfat, Senn Chemicals), a HOBt
(N-hidroxi-benzotriazol-H,O, Senn Chemicals) és DIEA (N,N-diizipropil-etilamin; Sigma) voltak NMP-
ben oldva.

A kapcsolds sikerességét Kaiser-teszt segitségével kovettiik nyomon, amely a ninhidrin és
szabad aminocsoport kozti szinreakcion alapul. A sziikséges oldatok: (1) fenol (8 g fenolt oldunk 2 ml
abszolut etanolban); (2) KCN (13 mg kalium-cianidot oldunk 20 ml desztilldlt vizben (¢ = 0,01
mol/dm?), majd ebbél 20 pl-t 980 ul piridinnel (Merck) higitunk; (3) ninhidrin (1,0 g ninhidrint oldunk
20 ml absz. etanolban). Mindhdrom oldatbdl 2-2 cseppet tettiink a néhdny gyantaszemcsébdl 4llo
mintdra egy mikrokémcsdben melyet 2 percre forrdsban 1évd vizbe meritettiik, hogy a szinreakcid
lejatszédjon. Sikeres kapcsolds esetén nincs szabad aminocsoport, azaz a teszt negativ: nincs kék
elszinezddés. Ellenkezd esetben meg kellett ismételni a kapcsolési 1épést.

Az utols6 sikeres kapcsolds utdn a peptid N-termindlis végének acilezése kovetkezett. Ehhez
10%-o0s ecetsavanhidrid oldatot hasznédltunk (1 ml Ac,O (Reachim), 8,5 ml NMP és 0,5 ml piridin).
Ezutdn a gyantdt tobbszor atmostuk NMP-vel, majd kloroformmal (CHCI;, Sigma) és exikkatorban
szaritottuk minimum egy éjszakan &t, majd lemértiik a tomegét. A tomegnovekedés alapjan a kapcsoldsi
reakciok sikerességére kovetkeztethettiink.

Mindezek utan a peptidet lehasitottuk a gyantardl. Az éltalunk valasztott Fmoc szintézis sordn
egy lépésben tortént a szilard hordozd, illetve az oldalfunkciok savérzékeny véddcsoportjainak
eltavolitdsa a trifluorecetsavas (TFA, Sigma) kezelés soran. A sziikséges anyagok 0,1 mmol peptidre
vonatkozéan: 10 cm® TFA, gyokfogoként pedig 0,75 cm’ tioanizol (Sigma), 0,75 cm’ 1,2-etén-ditiol
(Aldrich) és 0,25 cm® m-krezol (Sigma), amennyiben a peptid kénnyen oxiddlédé oldalfunkcidkat (vagy
ciszteint) tartalmaz. A tobbi peptid esetében 9,5 cm’® TFA, 0,25 cm’® viz, 0,25 cm’ trietil-szilan (Sigma)
elegyét hasznéltuk. A szobahdmérsékleten, egy oran 4t torténd lasst keverés utdn, a szerves old6szerek
eltavolitdsa vikuumbepérlval tortént, cseppfolyés Ny-es csapda hasznalatdval. Az igy nyert ~5 cm’
peptidoldatbél a nyersterméket 40 cm’ hideg (4°C) dietil-éterrel (Molar Chemicals) csaptuk ki. A
peptidet 6000 rpm fordulatszdmon centrifugdldssal valasztottuk el, majd az éteres mosdst és az ezt
kovetd tilepitést tobbszor megismételtiik. A peptid azonositdsa ESI-MS-sel tortént, tisztitdsa pedig

HPLC-vel, amit liofilizalas kovetett.
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5.2. Folyadékkromatogrdfia (HPLC)

A szilard fazisd peptidszintézist kovetden az analizis és a tisztitds folyadékkromatografia
segitségével tortént, ezen beliil is az ioncsere- és a forditott fazisi mddszert hasznaltuk leggyakrabban.
A kromatografias elvélasztds sordn az elvédlasztandé komponensek egy all6- és egy mozgdfazis (eluens)
kozott oszlanak meg. A komponensek megkdtddése az 4dll6fazison és visszajutdsa a mozgéfazisba
dinamikusan ismétlddik. Az elvalasztds hajtdereje az egyes komponensek eltérd kémiai potencidlja az
all6- és a mozgofazisban. A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) esetében a hatékonysag
novekedését a specidlis megosztofazisok alkalmazdsa mellett, az igen apré szemcseméretli, nagy
fajlagos feliiletli toltetek készitésével érték el. A tomor toltet kovetkeztében a mozgdfazis dramoltatdsa
dtlagosan 15 MPa nyomdson torténik, 0,1 és 10 cm’/perc kozotti sebességgel. A komponensek
elvdlasztdsa édllando, azaz izokratikus- vagy valtozé mozg6fizis Osszetétellel, vagyis gradiens- eldcidval
valdsithatd meg. Ez ut6bbi esetben a kiilonboz6 eluenseket célszerli az oszlopra juttatds eldtt, egy
kisnyomadsu celldban 6sszekeverni. Fontos az eluens kigdzositésa is, foleg az oldott oxigén eltdvolitasa,
példdul ultrahangos fiird6 alkalmazédsdval. A detektdlds médja igen érzékeny pontja az elvalasztdsnak. A
mai korszerli detektorok ~ 70%-anak miikodése UV/I4thaté fényelnyelés mérésén alapul, koziilik a
diddasoros és a valtoztathat6 (tobbnyire kétcsatornds) hullimhosszon miikddéek a legelterjedtebbek
[105].

A peptidek tisztitdsdra Knauer tipusi HPLC késziiléket hasznaltunk, forditott fazisi C18-as
Phenomenex Jupiter 5 p C18 300A (250 x 10 mm, 5 um) oszloppal ellatva. A forditott fazisu elvalasztas
sordn a peptidet hidroféb kolcsonhatdsok révén kotjik az oszlopra, az eldciét az eluens
gradienst alkalmaztunk, tobbnyire a kdvetkez6 médon: 0 — 5 perc: 100% A, 5 — 30 perc: 100% A —
60% A, 0% B — 40% B, 30 — 35 perc: 70% A — 100% A, 35 — 45 perc: 100% A. Az A oldat: 95%
milliQ viz, 5% acetonitril, 0,1% TFA, a B oldat pedig: 95% AcCN, 5% milliQ viz, 0,1% TFA

Osszetétell volt.

5.3. pH-potenciometria

A ligandumok protonalddasi édllanddéit, illetve a réz(Il)-, cink(Il)- és nikkel(I[)- komplexek
stabilitasi dllandéit potenciometrids mddszer segitségével hatdroztuk meg. A titrdldsokat vizes kozegben
végeztiik 298,0 + 0,1 K hémérsékleten, 0,1 mol/dm’ ionerdsség mellett, melyet NaCl vagy NaClO,
(Fluka) segitségével dllitottunk be. A réz(Il)-, cink(Il)-, nikkel(II)- és vas(IlD)klorid, illetve perklorat
(Fluka) koncentrici6it komplexometridsan hataroztuk meg. A pH-metrids titrdldshoz hasznalt
karbonatmentes NaOH (Sigma) koncentracigjat pontos beméréssel készitett kalium-hidrogén-ftalat
(Sigma) oldat segitségével, a HCI, illetve HCIO, pontos koncentricidjit pedig a mdr ismert

koncentracioju NaOH-dal torténd sav-bazis titrdlds alapjan allapitottuk meg. A mérés sordn az inert
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atmoszférit nagytisztasagu argon gdz buborékoltatdsdval értiik el. A titrdldsokat egy szamitogép dltal
vezérelt Dosimat 665 (Metrohm) automata biiretta, egy Orion 710A digitdlis pH-mér6 és egy Orion
8103BN félmikro, hidrogénionra (pH) érzékeny kombinalt iivegelektréd segitségével végeztik. Az

elektrdd kalibralasa pH 2 — 11 kozott a médositott Nernst-egyenlet alkalmazédsdval tortént:

Joy - K

E=E,+K -log[H" 1+ J, -[H" ]+ —

[H"]

ahol K,, a viz autoprotolizisébél szarmazé allandé, melynek értéke 107 (I = 0,1 mol/dm’, T = 298 K).
A Jy és Jou az elektréd erésen savas kozegben, az liveg-gél zsugoroddsa és az livegmembréannal
érintkez6 viz kis aktivitdsa miatt pozitiv, illetve ligos kézegben a gél oldéddsa és a nagy mennyiségben
jelen levd alkdlifémionok miatt, negativ eltéréseit okozzdk a linedris fiiggvénytdl. Az illesztési
paraméterek kiszdmitdsa a nem-linedris legkisebb négyzetek mddszere szerint torténik, a tanszékiinkdn
késziilt KALGRAN nevii szamitogépes program segitségével.

segitségével hatdroztuk meg. Az oldatokban a fémion (M), a teljesen deprotondlt ligandum (L) és a

proton (H) kozott lejatsz6dé komplexképzodési egyensuly a kovetkezd dltaldnos egyenlettel frhato fel:

By 000
M H L2

pM** +rH" +qL M pHrpr”)+

Ezen egyenlet alapjan a képz6d6 részecskék brutté stabilitdsi allanddjat a kovetkezd
Osszefiiggéssel adhatjuk meg:
[M HrL(2p+r)+]
lBM HL(2p+r)+ = 211 ‘: N q
A e PR

Az egyszeriiség kedvéért a komplexek felirdsakor a tovdbbiakban a toltéseket legtobbszor
elhanyagoljuk. Ez azonban a fenti egyenletek szerint és a nem protondlt ligandum (a fentiekben
semleges ligandumot vélasztottunk, mivel az altalunk vizsgalt védett peptidek tobbsége ilyen) toltése
alapjan egyszerien szdmolhat6. A fenti egyenlet alapjan, a PSEQUAD [107] nevli szdmitégépes
program segitségével szadmitottuk a logf értékeket. A program a kozelitd stabilitdsi allandokbol,
Newton-Raphson iterdcidval, kiszdmolja a finomitott dllandék mellett, minden megadott pH értéknél, az
Osszes jelenlévd részecske egyensulyi koncentraciéjat, amit szdzalékosan a pH fiiggvényében dbrazolva
kapjuk a koncentricideloszlasi diagramot az egyes rendszerekre. Az egyes titrdldsokra jellemzd illesztési
paraméter a kisérleti €s a szamitott titrdlasi gérbék pontjaihoz tartozé mért és szamolt térfogati vagy pH
értékek kiilonbségének atlagabodl szirmaztathatd.

A protondlédasi és komplexstabilitdsi dllandékat minden esetben minimum hdrom fiiggetlen
titrdlasbol (50 — 80 adatpont titrdldsonként) hatdroztuk meg, pH 2 — 11 tartomdnyban, 1:2, 1:1, illetve

esetenként 2:1 fém:ligandum mélardnyi rendszerekben (4 x 107 mol/dm’ — 3 x 10~ mol/dm’
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koncentricié-tartomdnyban). A pH-ra az illesztési paraméter értéke egyik esetben sem volt nagyobb

0,002-nél.

5.4. UV/ldthaté spektrofotometria

Az atmenetifémionok részlegesen toltott d palydinak jelenléte felelds, tobbek kozott, a lathaté
hulldmhusszisagi fény abszorpcidjaért. Tehdat a legtobb atmenetifémion komplexe szines a d-d
elektrondtmeneteknek koszonhetden. A d elektronok magasabb energiaszintre valé jutdsa azonban
altalaban a spin- és Laporte kivalasztdsi szabdlyok értelmében tiltott, azért a komplexek halvany
szintiek.

Mikozben a d-d abszorpcids savok példdul a réz(Il)- és nikkel(Il)komplexek esetén az egyik
legfontosabb spektrélis sajatsdguk, az elektrondtmenetek madsik osztdlya, a toltésatviteli (CT) sdvok
vizsgélata is fontos szerepet jatszhat a komplexek szerkezetének felderitésében. Mig az el6z0 esetben az
elektrondtmenet a fémes pdlydkon val6 atrendez8dés eredménye, addig a toltésdtviteli sdvok elektron
donor — elektron akceptor dtmenetekkel jellemezhetdek. Ezen dtmenetek eredményeként egyedi, nagy
intenzitasu (akdr ezerszer nagyobb €, mint a d-d dtmeneteknél) abszorpcids savok jelennek meg foként
az UV/l4that6 tartomanyban.

Réz(I)- és nikkel(IDionok jelenlétében a pH-metrids titrdldsok minden pontjdban in situ
elnyelési spektrumokat vettiink fel egy Ocean Optics PC 2000 tipusd iivegszaloptikds, diddasoros,
bemeriiléfejes spektrofotométer segitségével. A késziilék a lathaté hulldimhossz-tartomanyban (400 —
800 nm) mikodik. A tobbi esetben az UV/lathat6 spektrumokat egy Hewlett Packard 8452A diddasoros
spektrofotométer segitségével rogzitettiik. A spektrumok kiértékeléséhez a PSEQUAD [107] programot

hasznaltuk.

5.5. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkdpia

A peptidek és fehérjék térszerkezetének vizsgélatdra szolgélé fizikai-kémiai mdodszerek koziil a
cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkdpia az egyik legelterjedtebb szerkezetvizsgalé méodszer, az NMR
és a rontgen-diffrakcié mellett. Ez utébbiakkal szemben azonban fontos eldnye, hogy a CD mérések
vizes oldatokban végezhetOk el, és sokkal kisebb koncentrdciéban, mint amit az NMR mérések
igényelnek. Ez féként a bioldgiai rendszerek vizsgdlatanal fontos. Egyrészt azért mert nehezen allithatd
eld megfeleld anyagmennyiség, mdsrészt pedig, mert a nagyobb koncentricié a teljes rendszer
megvéltozasat eredményezheti.

A cirkuldris dikroizmus az abszorpcids spektroszképiai modszerek kozé tartozik, tehat csak
olyan energiatartomanyban mérhetd, ahol az elektrondtmenet sordn egyébként is fényelnyelést
tapasztalunk. A CD spektrumokbdl a molekuldban 1évé kromoférok egymdshoz képesti térbeli

elrendezddésérdl, illetve a kiillénbozé molekuldk kolcsonhatdsardl kapunk informacidt. A vizsgélatok
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sordn eldnyt jelent, hogy a keskenyebb sdvok miatt ritkdbban fordul eld &tfedés, ellentétben az
UV/lathat6 spektrumoknal tapasztaltakkal, illetve a Cotton effektus eldjelébdl tovabbi fontos szerkezeti
informdci6 nyerhetd. Ezzel egyiitt azonban a spektrumok kiértékelése sokszor igen bonyolult.

Altalanosan megfogalmazva az optikai aktivitist mutaté szerves és szervetlen vegyiiletek
egyrészt elforgatjdk az oldatukon keresztiilbocsatott polaros fény sikjat, masrészt a sikban polarizalt
fénysugar jobbra, illetve balra cirkuldrisan polarizalt komponensét eltéré mértékben nyelik el. Ez utébbi
jelenségen alapul a CD spektroszképia: a kétféle fénysugar abszorpcidjanak kiilonbségét (Ae = gy —
Ejobb) @ hulldmhossz fliggvényében dbrdzolva kapjuk a CD spektrumot.

A biomolekuldk nagy része rendelkezik egy vagy tobb kiralitds-kdzponttal, ami altalaban optikai
aktivitdst eredményez. A polipeptidek és fehérjék szerkezetvizsgdlatiban foéként a CD spektrum
ultraibolya tartomdnya informativ. Az amid-kromoférok elnyelési hullimhossz-tartomanyédban (180 nm
— 250 nm) ezen csoportok egymdshoz képesti orientdcidjara, tehat az egyes mdsodlagos szerkezeti
elemekre (o-hélix, B-redd, B-kanyarok, poliprolin szerkezet, stb.) jellemz6 spektrumok mérhetok. Mivel
a kromoférok parhuzamos bedlldsa eredményezi a CD jelben a legnagyobb erdsitési effektust, ezért a
masodlagos szerkezeti elemek koziil az o-hélixnek a legnagyobb a CD jele (egy pozitiv csics 195 nm és
két negativ csuccsal 222 nm és 208 nm kornyékén). A B-lemezes szerkezetek altaldban egy negativ
csucesal 216 nm és egy pozitiv csticcsal 195 nm kornyékén, illetve a B-kanyarok két pozitiv csuccsal
225 és 205 nm koriil, valamint egy nagy negativ csiccsal 190 nm alatt jellemezhetok. Egy fehérje tavoli
UV tartomanyban felvett CD spektruma jé kozelitéssel az egyes mdsodlagos szerkezeti elemek
szdzalékos hozzdjaruldsanak a megfeleld 6sszege. A kozeli UV tartomdny (250 — 350 nm) a konjugalt
informdciét (esetenként a ciszteinek oxiddcidja sordn keletkezd kovalens kotésti diszulfidhidak
jelenlétérdl is), vagyis a harmadlagos szerkezetrdl ad felvildgositast. A CD spektroszkopia segitségével
tehat fontos informacié nyerhetd a fehérjék szerkezetérdl (a gerinc és az oldallancok asszimetridjardl is),
valamint a szubsztratkotés, fémion-koordindcid, oligomerizacid, denaturicid, stb. hatdsara bekdvetkezd
szerkezetvaltozasokrol [108,109].

A lathaté fény hulldmhossz-tartomdnyédban felvett CD spektrumokbdl, a fehérjék esetleges
informdcid. Itt a kozponti fémionhoz, mint kromoférhoz, koordindlédé donorcsoportok mindsége,
valamint a fémion koriili geometriai elrendez6dése befolyasolja az elnyelés mértékét. A fémkomplexek
aszimmetridjat, azaz optikai aktivitasat (i) a fémion-donoratom egyiittesben fellépo kirdlis elrendezdés,
(ii) konfigurdciés aszimmetria (a keldtgylriik elrendezddése kirdlis a fémion koriil), (iii) konformécios
aszimmetria (a kelatgylirlik konformaciéjanak kiralitdsa), (iv) magdnak a ligandumnak a kiralitdsa (a
kiralitds centrum hat a fémionra a kotéseken keresztiil) okozhatja. Altaliban az utébbi két hatds a
meghatdrozé a kinetikailag labilis réz(Il)-, illetve nikkel(Il)komplexek vizes oldataiban. Altaldnosan

elmondhaté hogy a peptidkomplexekben az amid-nitrogének koordiniciéja esetén a legnagyobb a CD
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effektus, joval kisebb hatékonysdggal kozvetitik a kornyezet kiralitdsat a karboxildt-oxigének és az
amino-nitrogének.

A vizsgalt fehérjék és a P20 peptid fémion tivollétében és jelenlétében felvett UV-CD
spektrumait a déaniai Institute for Storage Ring Facilities, University of Aarhus (ASTRID-ISA),
szinkrotron sugarzdsos (SR-CD) [110] berendezése segitségével rogzitettiik. A részecskegyorsitobdl a
linedrisan polarizalt fény egy CaF,-os ablakon halad keresztiil a CD késziilékbe, folyamatos N, dram
mellett, ahol a moduldtor a polarizalt fényt felvdltva jobbra illetve balra cirkuldrisan polarizalt
fénysugarrd 4talakitja. A CD jelek rogzitésére a modulatorral szinkronizilt fotoelektron sokszorozd
detektort hasznaltunk. A késziiléket a kdmforszulfonsav spektruma alapjan kalibraltuk. A spektrumokat
0,5 mm-es kvarckiivettdban, 165 — 350 nm hulldimhossz-tartomanyban rogzitettiik, vizes kozegben, 298
K homérsékleten, 0,05 — 0,15 mg/cm3 ligandumkoncentricié mellett.

A peptidkomplexek UV/lathatd CD spektumait Jasco J-710 illetve Jobin-Yvon CD6
spektrométerek segitségével rogzitettilk, vizes kozegben, szobahdmérsékleten, 300 — 800 nm
tartomanyban, 0,1 és 1,0 cm optikai tthossz mellett, 2,0 x 10* — 2,0 x 10° mol/dm’ fémion
koncentracio-tartomdnyban. Az egyedi spektrumokat a PSEQUAD nevli program segitségével

szamitottuk ki [107]. Az irodalomban haszndlt jelolések kétfélék, a fiiggbleges tengelyen a moldris
0
abszorbancia kiilonbségét (Aeg), vagy a moldris ellipticitast ([f]) dbrdzoljak (A€ = % fok-dm*/mol).

Mi tobbnyire a Ae-t dbrazoltuk mol'dm’cm™ egységben.

5.6. ESR spektroszkopia

A paramdigneses, azaz kompenzdlatlan spinii elektront tartalmazé réz(Il)komplexek ESR
spektrumait egy JEOL-JES-FE-3X tipusu spektrométer segitségével rogzitettikk, 100 kHz modul4cids
frekvenciat alkalmazva, 298K-en, Ar atmoszféraban, a pH-potenciometridval megegyezd koriilmények
kozott. Egy Masterflex CL perisztaltikus pumpa biztositotta az oldat 4llandé aramlédsat a kapilldris
belsejében. Az adatok rogzitése minden egyes pH értéknél 2 perc vdrakozds utdn tortént, az egyensuly

beallasa érdekében.

5.7. Tomegspektrometria (ESI-MS)

A peptidek azonositdsit, a pontos (monoizotépos) molekulatdmeg ismeretében,
tomegspektrometria segitségével végeztiik. E méréseket a Finnigan TSQ-7000 tripla kvadrupol
analizatoros, elektrospray ionizdcids (ESI) ionforrdssal ellatott Finnigan-MAT, San Jose, CA
tomegspektrométeren végeztilk. A késziiléket pozitiv ion médban hasznaltuk (tdmegtartomany: 10 —
2500 m/z), a kapillaris fesziiltség 4,5 kV volt, kodképzé gazként N,-t haszndltunk. A nyers peptidek

vizes oldatét, illetve a folyadékkromatografids tisztitds soran gyiijtott frakcidkat egy HPLC pumpa éltal
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generdlt mozgdfazissal jutattuk a késziilékbe (mozg6fizis: metanol:viz:hangyasav = 50:50:0,1
térfogatardnyban; HPLC pumpa: Applied Biosystems 140C; d4ramldsi sebesség 250 pl/min;

mintatérfogat: 5 ul).

5.8. Molekuldris biologiai modszerek

Jelen PhD munka bioszervetlen kémiai kutatdsok keretén beliil késziilt, de kutatocsoportunkban
meglehetdsen Uj bioldgiai eljardsokat is alkalmaztunk. Ezért célszerlinek taldltuk a cimben jelzett
modszerekrdl a kevésbé jartas kutatok részére az aldbbiakban valamivel részletesebb leirdst nyujtani.

A molekuldris bioldgia és ezen beliil a rekombindns DNS technolégia ma méar egy rutinszerii
eljaras, mely forradalmasitotta a biotechnoldgiat az elmult 25 évben. A mddszer lényege a DNS alapu
fehérjegydrtds baktériumok segitségével. A rekombinans DNS technoldgia segitségével kifejezni kivant
fehérjét kddolé DNS-t (gén) allitjuk eld és sokszorositjuk. Ahhoz, hogy a DNS-bdl kifejezhetd legyen a
fehérje, egy megfeleld gazdasejtbe (prokaridta vagy eukariéta) kell bejuttatnunk a gént (ezt nevezziik
transzformdldsnak). Ez az idegen DNS a sejt replikacids egységének részévé kell valjon ahhoz, hogy a
fehérjetermelés megvaldsulhasson. Ez gy érhetd el, hogy a DNS gént egy olyan ,,hordoz6” DNS-sel
egyiitt épitjiikk be, amely mar tartalmazza a sejtben vald replikdciéért (DNS masolds) és transzkripcidért
(a DNS RNS-sé torténd atirdsa) felelds egységet. Ezt a hordozé DNS-t nevezziik vektornak. A vektorok
kis méretdi, altalaban 2000 — 6000 bazisparbdl all6 cirkularis DNS molekulék.

A célfehérjét kodold DNS szakasz restrikcids endonukledz enzimek segitségével épithetd be a
hordozéba. A restrikcidés endonukledzok a DNS hasitasat végzik specifikus, tobbnyire tgynevezett
palindrom bazisszekvencidkndl. Az egyik legismertebb restrikciés endonukledz, az EcoRI példdul, a
kettds szdlu DNS-t Ugy hasitja, hogy mindkét szdlon néhany, egymdssal komplementer bdzis marad

szabadon, un. ,,ragadds” (sticky) végekkel (5.8.1. abra).

A két DNS szl kiilonb6z6 helyein van az EcoRI enzim felismerési helye.

v Y
CGATCCAGGAATTCATCCAGCC AGGCTCTAGAATTCTTCTAGCT
_ GCTAGGTCCITAAGTAGGTCGG TCCGAGATCTTAAGAAGATCGA

az EcoRI hasitasi helyeit a piros nyil jeloli

,ragadds” végii DNS fragmensek keletkeznek

AATTCATGCAGEC RATTCTTCTAGET
b TN U GAAGATCGA
CGATCCAGE AGGCTCTAG
_BCTAGGTCCTTAK _TCCGAGATCTTAA

» CGATCCAGGAATTCTTCTAGET ¢

GEOTAGGTCETTAAGAAGATCGA

A két kilonbozé DNS  komplementer  végeinek
osszekapcsoldsdval (DNS ligdz) rekombindns DNS jon 1étre.

5.8.1. abra: A DNS hasitdsa és dsszeillesztése: az enzim a felismerési helyének megfeleléen elhasitja a kettés szdli
DNS-t (a kék és zold szin két kiilonbozo DNS szdlat jelol). A homérséklet emelésével a szdlak szétvdlnak
(denaturdlodnak), ragadds végeket eredményezve, amelyek a homérséklet csokkentésével hibridizdlodnak a
komplementer fragmensekkel, igy rekombindns DNS jon létre
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Két kiilonb6z6 DNS azonos szekvencidjandl, egy restrikcids enzim azonos szabad végeket
eredményez. Ezek a ragadds végek az egymadssal komplementer bazisok kozotti hidrogénkotéseken
keresztiil kapcsolédnak Ossze. Ahhoz, hogy az 4j képzédmény stabilizalédjon, kovalens kotésnek kell
kialakulnia. Ehhez egy tjabb enzim, egy DNS ligdz kdzremiikodésére van sziikség, mely folyamatossa
teszi a foszfatészter lancot. A leegyszerisitett folyamatot az 5.8.1. abra szemlélteti. A vektor és a
célfehérje hasonl6 kezelése utan 1étrejott Gj rekombindns cirkuléris vektort plazmidnak nevezziik.

A vektorok tovabbi el6nye, hogy olyan enzimek génjét is kddoljdk, amelyek bizonyos
antibiotikumokkal szembeni rezisztencidt eredményeznek, ezzel genetikailag kivélaszthatova teszik a
rekombindns plazmidot hordozé gazdasejtet. Tovabbi fontos tulajdonsidgai a plazmidoknak, hogy
képesek a gazdasejt kromoszomaditdl fiiggetleniil is sokszorozddni, illetve atirddni, ezzel a sok szaz
masolatot tartalmazé sejtben a célfehérje nagy mennyiségben fejezddhet ki: a célfehérje akar a sejtben
taldlhat6 Osszes fehérje 50%-a is lehet [111].

A rekombindns fehérjék eldallitdsa sordn, a fehérje oldhatésagénak, tisztitdsdnak és/vagy aktiv
formdban val6 kifejezésének eldségitése érdekében el6fordul, hogy a célfehérjét egy masik fehérjéhez
kapcsolva, fuzids fehérjeként termelik. A peptidek és kisméretli fehérjék rekombindns technoldgidval
valé elballitasat szintén ilyen fuzids fehérje teszi lehetdvé. Az egyik legismertebb fuzids fehérje a
Glutation S-transzferdz (GST), mely eldsegiti a célfehérje oldhaté formdban val6 kifejezését az E. coli

baktériumokban, illetve lehetdvé teszi a fehérje tisztitasat affinitds kromatogréfia segitségével.

5.8.1. Fehérjék elodllitdsdra kidolgozott médszer Glutation S-transzferdz gén-fiizios rendszer
segitségével

Az aldbbiakban a kisérleti munka révid vazlata olvashatd, a Fiiggelék fejezetben részletesebben
is kitérek az egyes 1épésekre, amelyeket a kisérleti munka sordn végeztem.

Az elso feladat az Escherichia coli (E. coli) baktériumok elokészitése és transzformalasa, azaz a
plazmid bejuttatdsaval a gazdasejtbe. A kivalasztott plazmid vektorok a pGEX-6P-1-P20 és -P24 voltak
(a magyardzat a Fiiggelékben olvashatd). Jelen esetben ampicillinre szelektalhaté transzformalast
hajtottunk végre a BL21-DE3 kompetens sejteken, ami azt jelenti, hogy csak azok a baktériumok
maradnak életben, amelyek a célfehérjénket fogjdk termelni, hiszen ez a plazmid kédolja az ampicilin
rezisztenciat okozé B-laktamdz enzimet is. A baktériumtelepeket agar6zgél lemezeken novesztettiik. Egy
telepet kivalasztva, megfeleld tdpoldatban, 37°C-on a baktériomokat tovabb tenyésztjiik. (Erdemes a
transzformalt sejtekbdl egy Eppendorf csében glicerin hozzdaddsa utdn egy mintat —80°C-on tarolni a
késdbbi ismételt kisérletekhez.) A baktériumok szdma a tdpoldat 600 nm-en mért optikai siirliségének
(ODgqo: optical density) mérésébdl becsiilhetd. Altaldban 0,6-0s ODyy, érték elérése utdn a célfehérje
termelését izopropil-B-D-tiogalaktéz (IPTG, Sigma) hozzdaddsdval indukdltuk. Ezzel elérhetd, hogy a
baktériumok a kivant célfehérjét nagy mennyiségben allitsdk eld. Az ezt kdvetd centrifugdlds utdn, a
sejteket foszfatpufferben szuszpendaltuk, majd ultrahanggal roncsoltuk a sejtfalat. Mintat véve ebbdl a

teljes fehérjeszett vizsgdlhat. Centrifugdldssal szétvédlasztottuk a vizben oldhaté fehérjéket a
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sejttormeléktdl, majd a foliiluszobdl és az ismét szuszpenddlt csapadékbdl is mintét vettiink rendre az
oldhat6é és az aggregélddott fehérjék vizsgalatdhoz. A fenti mintdkat SDS-PAGE (natrium-dodecil-
szulfat - poliakrilamid gélelektroforézis) segitségével analizdltuk. Kedvezd esetben a célfehérje az
oldhaté fehérjék kozott talalhats. Megfeleld6 mennyiségli fehérje kifejezése utdn a kodvetkezd lépes a
tisztitds volt: a specifikus kolcsonhatdsokon alapulé affinitds kromatogrifia el6tt egy elOtisztitast
végeztiink egy DEAE-52- celluléz (Whatman) anioncserélé oszlop beiktatdsaval. SDS-PAGE
segitségével vizsgaltuk meg, hogy mely frakcidk tartalmazzdk 26 — 31 kDa molekulatomegti fehérjéket
(megfeleld standard fehérjemarker alkalmazasdval). Az affinitds-kromatografids tisztitdsi lépéshez
Glutation Sephrose 4B gélt tartalmazé oszlopot hasznéltunk, amely szelektiven koti a GST-t, illetve a
GST-fuzids fehérjéket. Az oszloprdl a GST-fuzids fehérjék redukalt glutationnal, a GST szubsztratjaval
elualhatk. Ujabb SDS-PAGE utdn, amely segitségével megbizonyosodtunk arrél, hogy a termék nagy
tisztasagu, a fehérjeoldatbdl a redukalt glutation dializis vagy ultrasziirés segitségével tdvolithato el
(esetleg masik pufferre térhetiink 4t, illetve a nemkivdnatos sokat is eltdvolithatjuk az oldatbdl). Az
utobbi modszer alkalmas a fehérje koncentricidjanak novelésére is. A Bradford-mddszerrel a
.megfestett” fehérjék koncentracidjat spektrofotometridsan hatdroztuk meg [112]. Ezt kovetden a
fehérjét —20°C homérsékleten tdroltuk a késébbi vizsgdlatok elvégzéséig. A fenti kisérlettel
parhuzamosan egy ellendrzd kisérletet is végrehajtottunk a célfehérjét nem tartalmazé vektorral, mely
csak a Glutation S-transzferdz (GST) fehérjét fejezi ki. Egyéb negativ kontrollkisérletek is torténtek

transzformalds, illetve a fehérje kifejezés indukaldsa nélkiil.

5.8.2. Fémionkoto tulajdonsdgok vizsgdlata nikkel-affinitds kromatogrdfidval

A fehérjék tisztitdsara haszndlt nikkel-affinitds kromatografia a hexa-, vagy dekahisztidin
peptidrészlet és a gyantdn rogzitett nikkel(Il)ionok kozotti koordinativ kolcsonhatdson alapul. Ezt a
jelenséget kihaszndlva a Ni-affinitds oszlopot a fehérjék fémionkotd sajtatsdgianak vizsgdlatdra is
alkalmazhatjuk. A kisérletekben HIS-Select Nickel Affinity Gel (Sigma) affinitdsoszlopot hasznaltunk,
melyben 1 cm’ téltet ~ 2 mg hisztidinben gazdag szekvencidt tartalmazé fehérjét képes megkotni. Erre
az oszlopra kotottik fel a fiiziés peptidet. Ezutin az oszlopot pufferrel (50 x 10 mol/dm’
natriumfoszfat, pH 8,0; 0,3 mol/dm’ NaCl; 10 x 10~ mol/dm’ imidazol) mostuk, az aspecifikus kotések
megakadalyozésa céljabdl. Végiil néhany cm’, 1,0 mol/dm’ koncentraciéji imidazololdattal elualtuk a
fehérjét. A kisérlet kdozben folyamatosan gyiijtétt frakciéban a fehérje jelen-, illetve tavollétét SDS-

PAGE segitségével ellendriztiik.

5.9. Fehérje-krisztallogrdfia

A fehérjék, illetve fehérjekomplexek szerkezetének meghatdrozdsira manapsidg az egyik
legelterjedtebb és legnagyobb teljesitOképességli moddszer a rontgendiffrakcids vizsgdlat. Mivel a
rontgensugdrzas hullimhossza 6sszemérhetd a kristalyrdcs pontjainak tavolsdgdval, ezért a racspontok

szorjdk a fényt, és e szort sugarak interferencidja miatt diffrakciés kép jon 1étre (Bragg-
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torvény: 2d sin @ = nA ). Ez a szoraskép jellemzd az egykristély elemi celldjdnak tipusédra, méretére, és a
molekuldkat alkoté atomok térbeli elrendezddése is meghatdrozhaté beldle. A rontgendiffrakcids
szerkezetvizsgalathoz tehat elengedhetetleniil sziikséges a megfelel6en nagyméreti, jol diffraktald (nagy
rendezettségll) egykristalyok eldéllitdsa, ami sok esetben meglehetdsen iddigényes és nehéz feladat.

A fehérjék kristdlyositdsat befolydsold legfontosabb paraméterek az oldhatésdg (telitési
koncentracio), a fehérjeoldat tisztasdga, a gocképzddés és gécndvekedés, mely j6 esetben az egykristaly
novekedésének befejezésével zdrul. A kristdlyositds sordn lejatszédd egyensilyi folyamatok telitési
gorbével jellemezhetdek, ahol az oldhat6sdgi gorbe felett un. labilis, 4tmeneti és metastabilis
tartomanyokban jatszodik le a gocképzddés és a kristdlynovekedés. A kristdlyosodast szaimos egyéb
tényezd is befolydsolja, mint, példaul a hdmérséklet, nyomds, ionerdsség, pH, slirliség, a fehérjeoldat
kiindulasi koncentricidja, a fehérje stabilitdsa, szubsztritjainak, fémionoknak, illetve szennyezOk
jelenléte, valamint olyan koOrnyezeti tényezOk, mint a zajszint, elektromos és mdgneses erdterek
jelenléte. Ezért a fehérjék kristdlyositasara vonatkozd altaldnos érvényli szabdly nem adhaté meg, a
tapasztalati dton nyert szabalyokat kovetve, sok probdlgatas, hasonldsdgi vizsgélatok és tiirelem vezethet
csak eredményre. Altaldnosan elmondhaté, hogy a kristdlyositandé fehérjeoldat legaldbb 95%-os
tisztasagi és lehetéleg 5 — 30 mg/cm’ koncentréaci6ji kell legyen. A kristalyosité oldat kivdlasztdsénal
olyan ionos vagy polaros kicsapdszert kell vélasztani, amely megfelel6 médon csokkenti a fehérje
oldhatésdgat. Emellett sokszor sziikség van valamilyen kis koncentraciéban jelen levd séoldatra, hogy
megakaddlyozzuk a fehérje teljes kicsapddasat féleg a fehérje izoelektromos pontja korili pH
tartomanyban, €s megfelelden kivalasztott pufferre, illetve egyéb adalékokra: viszkozitdst ndveld
szerekre, fémionokra, inhibitorokra, redukaldszerekre, szubsztratokra, stb [113,114].

A kristalyositds sordn els6 1épésként azokat a koriilményeket kell behatdrolni, ahol az instabil
tartomanyban elindulhat a kristdlyképz6dés, majd madsodik lépésben ezen a koriilményeket kell
optimalizdlni a megfeleld méretli és szerkezetli kristdlyok keletkezése érdekében. A fehérjék
kristalyositdsa sordn leggyakrabban a ,,fiiggd”- és az ,,iilocseppes” modszereket alkalmazzak. Mindkettd
a kiilonbozd koncentracidju oldatok kozott fellépd gbzdiffizion alapul. A kristalyositdshoz egy olyan
kristalyosité talcat hasznilunk, amelynek mélyedéseibe 500 — 1000 pl kristalyosité oldatot tesziink,
majd a fehérjeoldat 1 — 2 pl mennyiségét 6sszekeverjiik 1 — 2 pl kristlyosité oldattal, és tildcsepp esetén
egy erre kialakitott kis mélyedésbe, fliggdcsepp mddszer esetén pedig egy iiveglemezre helyezziik a
cseppet, és ezzel fedjiik le légmentesen a kristdlyosité oldatot tartalmazd kadat. Mivel a fehérjét
tartalmaz6 csepp egyéb komponensekre vonatkoztatott koncentricidja kisebb lesz, mint a kristalyositd
oldaté, vizgdz fog diffundélni az anyaoldatba, és egy bizonyos koncentracidhatarnal elkezdddig a fehérje

kristalyosodasa.
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5.10. Aktivitasvizsgadlatok oxidativ reakciokban

5.10.1. Pirokatechin-oxiddz aktivitds mérése

A pirokatechin-oxiddz enzimek orfo-fenol szarmazékok kinonnd torténd datalakulasat
katalizaljak. A tanulmdnyozott modellkomplexek katalitikus hatdsdnak vizsgédlata sordn gyakran
hasznélt modellreakcié a 3,5-di-tercbutil-pirokatechin (H,dtbc) oxidéciéja, melynek sordn 3,5-di-
tercbutil-o-kinon (dtbq) képzédik (5.10.1. abra). A termék intenziv sirga szind, igy a folyamat
spektrofotometridsan, 400 nm hulldmhosszon (g4990 = 1900 mol'ldm3cm"1) jol kovethetd. A 3,5-di-
tercbutil-pirokatechin, mint modellszubsztrat elénye, hogy a két elektronkiildé tercbutilcsoport kedvez

az oxidacios reakcionak.
Hs CHs
HaC CHs HaC CHs
OH O,, katalizitor 0

- . + H,0,
HsC, HsG

OH o

HsC HsC
CHs CHs

5.10.1. abra: A 3,5-di-tercbutil-pirokatechin-oxiddcidja 3,5-di-tercbutil-ortokinonnd

A kinetikai méréseket, a termék rossz vizoldhatdsdga miatt, 86 %(m/m) metanol-viz elegyben
végeztiik. Az dlland6 kiinduldsi oxigénkoncentraciét a metanol O, gazzal torténd folyamatos telitésével
biztositottuk. A reakcidelegyek pH-jét bioldgiai pufferekkel (MES, CHES, HEPES, CAPS) allitottuk be,
a reakcidelegyben 16v6 pufferkoncentracié 4,0 x 10 mol/dm’ volt, és standard pufferekkel kalibralt (pH
= 4,0; 7,0 és 10,0) kombindlt ilivegelektréddal hatdroztuk meg. Mivel a metanol-viz elegyben az
tivegelektrod potencidlja megvéltozik, az aktudlis pH-t a Bates [115] féle mddszerrel szdmoltuk ki (a
mért pH értékhez hozzaadtunk 0,28 egységet). A viz ionszorzata ebben a kdzegben pK,, = 15,6 [116]. A
reakciéelegyben az ionersség 0,1 mol/dm’ értékét a pufferek mellett, NaCl oldattal 4llitottuk be, az
alland6 298K hémérsékletet termosztdlissal biztositottuk. A szdmolt kinetikai adatokat minden esetben
korrigéltuk a katalizatort nem tartalmazé oldatokban mért autooxidécidval, vagyis a 3,5-di-tercbutil-
pirokatechin autooxidéci6jat minden mért szubsztratkoncentraciondl kiilon meghatdroztuk, és ennek
értékét levontuk a komplex altal katalizalt reakci6 sebességébdl. A kinetikai paramétereket (Ky €s ki) a
kezdeti sebességek modszerét alkalmazva, illetve telitési kinetikai vizsgalatokbdl szarmaztattuk, a
Michaelis-Menten féle modell alapjan.

Ahhoz tehét, hogy tanulmédnyozni tudjuk az enzimek vagy az enzimutidnz6 modellvegyiiletek
mikodését, sziikségiink van az aktivitdsuk kinetikai leirdsara. A katalitikus reakcid sebességét (V) az
idéegység alatt keletkezd termék mennyiségével lehet megadni, amely valtozik a
szubsztratkoncentracidval ([S]). A reakci6 sebessége egy ideig linedrisan nd [S] novekedésével, majd
maximumot ér el eléggé nagy szubsztratkoncentracié mellett, azaz a szubsztritra nézve nulladrendiivé

valik. Ha a keletkez6 termék mennyiségét az ido fiiggvényében abrazoljuk, és a kezdeti, linedris
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szakaszra egyenest illesztiink, a meredekségbdl minden egyes [S] esetében meghatdrozhaté a kezdeti
sebesség (V)) értéke.
A szubsztratként hasznalt 3,5-di-tercbutil-pirokatechin (H,dtbc) oxidécidjat 3,5-di-tercbutil-ortokinonna

dA

(dtbq) 1:1 fém:ligandum arany mellett végeztiik. A kezdeti sebesség meghatarozasahoz (V :Ltl) az
g .

abszorbancia-id6 fiiggvény kezdeti, linedris szakaszdra illesztettiink egyenest, amikor a reaktdnsoknak
maximdlisan 4 — 5 %-a alakul at, igy a szubsztratkoncentracid jo kozelitéssel dllandonak tekinthetd.

Az enzimaktivitds meghatarozdsdhoz Leonor Michaelis és Maud Menten egy egyszerii kinetikai
modellt dolgoztak ki. Feltevésiik szerint a legegyszerlibb enzimek miikodése az aldbbi &ltaldnos

egyenlettel irhat6 le:

E+ P

ey
vagyis a termék képzddése egy k; sebességi dllanddval keletkezd enzim-szubsztrdt komplex (ES)
kialakuldsan keresztiil torténik meg. Ezutdn két it lehetséges, amint azt az (1) egyenlet is tiikr6zi: az ES
disszocialhat enzimre (E) és szubsztritra (S) k | sebességi dllanddval, vagy termékké (P) alakulhat, a k,
allandéval jelolt folyamatban. A reakcié kezdetén csak elhanyagolhatéan kevés termék alakul vissza,
tehat az E + P — ES folyamat elhanyagolhatd mértékben jitszédik le, igy a fenti egyenlet
egyszerUsitheto:

kq ky
ES —> E+P

E + S

k1 @)

A folyamat egyszeriisitése érdekében, a Michaelis-Menten-féle kinetikai modell azt feltételezi,
hogy a reakcié meginduldsa utdn a koztitermék koncentracidja dllandd, azaz a staciondrius (steady state)
kozelités értelmében az ES képzddésének és bomlasanak sebessége allando, tehat:

K [E][S] = (k. + ko)[ES] 3)
Tovabbi egyszerlisitésként egy uj konstanst, Ky-t, definidlunk (Michaelis 4llandé):

Ky = [E]I[SVIES] = (k.y + ko)/k; “4)
Mivel az enzim koncentrécidja sokkal kisebb, mint a szubsztraté, ezért a szabad szubsztratkoncentricié

j6 kozelitéssel megegyezik a teljes szubsztrdtkoncentracidval, mig a szabad enzim koncentrécidja:

[E] = [Elr - [ES] &)
és ezek alapjan konnyen kifejezhetd az dtmeneti komplex koncentracidja:

[ES] = [E]:[SI/([S] + Kw). (6)
Mivel a reakcid sebessége V|, = k,[ES], a (6)-os egyenletet ebbe behelyettesitve:

Vo = K[EI[SI/([S] + Kw). (N

Maximadlis sebességet akkor ériink el a reakcid sordn, ha az enzim katalitikus helyei teljesen telitettek a

szubsztrattal, vagyis [E]r = [ES], tehat:

44



Vinax = ko[ Elr, ®)
ezt visszahelyettesitve a (7)-es egyenletbe kapjuk az igynevezett Michaelis-Menten egyenletet:

Vo = Vinax[SI([S] + Kw). ©))

A (9)-es egyenletbdl latszik, hogy Ky megegyezik azzal a szubsztrat koncentracidval, ahol V, =

Viax/2.  Ugyanakkor, mivel e reakciok donté tobbségénél maga a kémiai 4talakulds a
sebességmeghatarozd 1€épés, tehat a k;, k | >> k,, a Michaelis allandé (Ky) j6 kozelitéssel egyenld az ES
komplex disszocidciés dllanddjaval, azaz a szubsztratnak az enzimhez val6é kotdédésének erdsségérol is
informdciéval szolgal, tehat minél nagyobb Ky értéke, anndl gyengébb a kolcsonhatds. Az enzimek
esetében Ky értéke dltalaban 107! és 107 mol/dm’® kozott valtozik. A maximalis sebesség (Vi) megadja
a katalitikus ciklusszdmot, vagyis egységnyi id6 alatt termékké alakitott szubsztratok szamadt, abban az
esetben, amikor az enzim teljesen telitett a szubsztréttal. Ezért a k, kinetikai alland6t ky,-nak is szoktak
nevezni. Sok enzim esetében ez a szam 1 és 10° s kozott véltozik. Az irodalomban az enzimatikus
folyamatok katalitikus hatékonysdganak meghatdrozasira a ki,/Ky (s"'mol'dm’) sebességi dllandét is
szokds haszndlni. Ennek az értéknek a megaddsaval Osszehasonlithaté példaul egy enzimnek a
kiilonboz6 szubsztratokhoz valé kotddése: minél nagyobb ez az érték, anndl nagyobb az enzim
hatékonysaga. Elvben a ki,/Ky maximalis értékét a diffiziés gat hatdra szabja meg, ami 10° s'mol 'dm’

kortili érték.

5.10.2. Szuperoxid-dizmutdz aktivitds mérése

A Cu,Zn-szuperoxid-dizmutdz (SOD) enzim a szuperoxid gyokanion diszproporcidjat katalizélja
(k ~ 2x10° s"'mol'dm’, pH = 7,4) amint azt a 3.1.1. fejezetben kifejtettiik. Az enzim miikodését utdnzé
fémkomplexek aktivitdisa modellreakciok segitségével, kozvetve tanulmdnyozhats. Az egyik
legelterjedtebb a xantin oxiddz enzim (Sigma) éltal in situ termelt O,” és nitro-tetrazolium-klorid (NBT-
nitroblue tetrazolium, Sigma) kozotti reakcié nyomon kovetése. Az aktivnak bizonyulé fémkomplex
csokkenti a szuperoxid koncentracidjat, ezzel inhibidlja az NBT redukciéjat, ami a keletkezd lila szini
diformazanra jellemzé 560 nm-nél mért abszorbancia csokkenését eredményezi a fémkomplexet nem
tartalmaz6 rendszerben mérhet6hdz képest. A modellreakcié éltalanos bemutatdsa az 5.10.2. abran

lathato.
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5.10.2. abra: A SOD aktivitds méréséhez haszndlt modellreakcio sematikus bemutatdsa

A SOD aktivitds mérése sordn foszfatpufferben (Na,HPO, és NaH,PO,, c = 5,0 X 102 mol/dm’
— Reanal) oldott, 5,0 x 10~° mol/dm’® koncentraciéji NBT oldatot hasznéltunk, a xantin koncentracidja
1,0 x 107 mol/dm’ volt. A xantin oxiddz mennyiségét tigy allitottuk be, hogy az abszorbancia véltozas
560 nm-nél 0,025 — 0,028 min"' érték kozott valtozzon. Az NBT redukcidjat valtozé koncentracidju
réz(IDkomplex jelenlétében illetve annak tdvollétében is vizsgiltuk, [CuH]wljes =0-2,0x 10" mol/dm’
kozott valtozott.

A SOD aktivitassal rendelkezd vegyiiletek aktivitasat az ICs, értékkel szokds jellemezni. Ez azt
a komplexkoncentriciot jeloli, amelynél a diformazan képzddése az enzimutanzé vegyiilet tavollétében
mért értékhez képest, a felére csokken. Gyakorlatilag ez azt jelenti, hogy adott pH értékeknél, abrazoljuk

ac vs. % inhibicid gorbét, és az 50%-os értékhez tartozé komplexkoncentriciot hatdrozzuk meg. A

( AA Jvak ( AA jkomplex
perc perc %1 O O .

AA vak
perc

Cu2+

% inhibici6 definicio szerint:

% inhibici6 =

5.11. Hidrolitikus aktivitds vizsgdlatok

5.11.1. Aktivdlt foszfdtészter hidrolizise

A peptidkomplexek katalitikus aktivitdsat a foszfatészter kotés hidrolizisében kifejtett hatdsa
révén is vizsgaltuk. Az RNS modellezésére gyakran haszndlt vegyiiletet, a 2-hidroxipropil-4-nitrofenil-
foszfat (hpnp) szubsztratot alkalmaztuk vizsgilatainkhoz. Ezen modellszubsztrat aktivalt foszfatészter

kotést tartalmaz, mivel a hidrolizis folyaman keletkez6 p-nitrofenolation j6 tdvozé csoport, pK-ja 6,98,

46



ami ~7 nagysdgrenddel kisebb, mint a bioldgiai foszfatészter hidrolizise sordn keletkezd alkoholat
hidroxilcsoportjanak pK értéke.

Az RNS hidrolizise két 1épésben torténik meg. A mechanizmus elsé 1épésében egy hidroxidion a
2-hidroxipropilcsoportot aktivilja, amit a foszforatomon végrehajtott nukleofil tdmadéds kovet. Ennek
eredményeként egy ciklikus foszfatészter képzddik, mikézben egy nitrofenolation tdvozik, amint ezt az
5.11.1. abra is szemlélteti. Ez az els6 1épés modellezhetd a fent emlitett hpnp szubsztrattal. A masodik

1épés a képzddo ciklikus foszfodiészter egyik P-O kotésének felhasadasa.

ON 0—P—==0

0 o)
5 ~.

- N

o /P\o
5.11.1. abra: A 2-hidroxipropil-4-nitrofenil-foszfat (hpnp) hidroxidion dltal katalizdlt hidrolizisének
mechanizmusa

a8 (A /A N
|,‘ HO-

0]

A folyamatot spektrofotometridsan kovettik 400 nm-es hulldmhosszndl a tdvozd 4-
nitrofenolation abszorpcidjdnak novekedését (e400 = 18900 mol'ldm3cm"1) mérve. A kinetikai mérések
sordn (i) pH, (ii) komplexkoncentracié és (iii) ligandum:fémion ardny-fiiggést vizsgaltunk. A
mérésekhez hasznalt rendszerek pH-janak alland6 értéken tartdsahoz egyenként 0,015 mol/dm’
koncentraci6ju MES, HEPES és CHES bioldgiai pufferek vizes oldatait hasznaltuk, igy minden esetben
azonos brutté pufferdsszetételt és megfeleld pufferkapacitast biztositottunk. Az elektrdd kalibraldsat 4,0;
7,0 és 10,0 pH-ja standard pufferekkel (Sigma) végeztiik. Az ionerdsséget NaCl-dal allitottuk be 0,1
mol/dm?® értékre, a 298 K hémérsékletet termosztdldssal biztositottuk.

A pszeudo-els6rendli sebességi dllandé meghatdrozdsdhoz a kezdeti sebességek moddszerét

hasznéltuk, ahol a reaktdnsok atalakuldsanak mértéke nem haladta meg a 4%-ot, igy a gorbe észrevehetd

AA
# . Minden

l ’ gtermék ’ CO,hpnp

elhajldsa még nem kovetkezett be. A szdmoldshoz haszndlt egyenlet:k,, =

vizsgdlt pH-n a szubsztrat autohidrolizisének mértékét is figyelembe vettilk, amennyiben az nem volt
elhanyagolhat6an kicsi a katalizalt reakciéhoz képest. A méréssorozatban a megfeleld pH-ra beallitott, ¢
= 1,05 x 10~ mol/dm’, 1:1 aranyu réz(I):Ac-HPHH-NH,, illetve ¢ = 0,96 x 10~ mol/dm’, 1:1 aranyu
cink(Il): Ac-KHPHPHQ-NH, 0,9 ml oldatat 45 pl, illetve 35 ul, ¢ = 0,020 mol/dm’® koncentraciéji hpnp
oldattal kevertiik 6ssze gyorsan és hatékonyan, és spektrofotométer segitségével azonnal kovettiik az
abszorbancia novekedését 400 nm-en. A masodrendll sebességi dllandé meghatarozasiahoz az elsérendi
sebességi allandok értékét abrazoltuk az aktiv komplex részecskeeloszlasi diagrambdl kiszdmithatd

koncentraciéjanak fiiggvényében.
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5.11.2. DNS hidrolizisének vizsgdlata

Mivel munkdnk egyik célja nukledz-enzimek funkciondlis modelljeinek kialakitdsa volt, ezért
vizsgéltuk, hogy a fémkomplexeink képesek-e eldsegiteni a DNS, mint természetes makromolekularis
szubsztrat hidrolizisét. Ennek legegyszeriibb médja a cirkuldris DNS &talakuldsainak a kovetése agardz
gélelektroforézis segitségével, azaz a kiilonbdzd DNS fragmensek méret szerinti szétvdlasztdsa. A
moédszer azon alapul, hogy semleges kozegben a DNS molekula negativan toltott, ezért a gélen
atvezetett egyendram hatdsara a pozitiv polus felé vandorol. A viszonylag nagy molekulaméretek miatt
altalaban a nagyobb pdérusméretet biztositd, kiilonbozd koncentracidju agar6zgél haszndlata az elterjedt.
A plazmid méreti DNS molekuldk elvélasztdsara dltaldban az 1%-os gél nyujt lehetdséget megfeleld
elvélasztasra.

A cirkulédris DNS alapéllapotban kompakt, igynevezett szuperhelikalis (I-es forma) szerkezetet
vesz fel. Amikor ezt a DNS-t olyan komplexszel inkubdljuk, amely a megfelelé koriilmények (pH, T, I)
kozott hidrolitikus aktivitast fejt ki, de csak a kettds szdl egyikén képes egyszali bemetszéseket (nick)
létrehozni, a szuperhelikalis forma kitekeredik, és a DNS nyilt cirkuldris (II-es forma) format vesz fel.
Amennyiben a komplex kétszald hasitasra képes, vagy véletlenszerii bemetszések a két szdlon
egymashoz kelld kozelségben torténnek meg, akkor kialakulhat a DNS nyiltlanct formdja (linedris vagy
[II-as forma) is (5.11.2.4bra). A DNS felsorolt formdinak bar a bazisparok szamat tekintve mérete
azonos, de az alaki véltozds miatt agardzgélben torténd elektroforézis sordn a vandorlasi sebességiik
mégis mds-mds lesz. A nyilt cirkuldris DNS lassabban védndorol a gélben, mint a tomorebb
szuperhelikdlis DNS molekuldk. A linedris forma, a koriilményektdl fiiggden az I-es forma eldtt vagy
mogott fut, esetilnkben a vizsgélt rendszerekben az I-es és a Ill-as forma kozott vandorolt a gélben. A
harom forma relativ mobilitdsa fligg az agar6zgél koncentricidjatol, az alkalmazott dramerdsségtdl, a

futtatdshoz hasznalt puffer ionerdsségétdl és a szuperhelikélis forma masodlagos szerkezetétdl.

| |

O egyszala bemetszés (nick)
_ ‘/
- — linedris forma

\ S, A S, S
g 4T b a“ef % szuperhelikdlis forma

P Rt B Tt

5.11.2. abra: A cirkuldris DNS kiilonbézé formdinak kovetése agardz gélelektroforézis segitségével: az 1-es
zsebben egy nativ szuperhelikdlis DNS sematikus dbrdzoldsa ldthato, a 2-es zsebben a hidrolizis eredményeként
megjelend nyilt cirkuldris (nick vagy Il-es forma) és a linedris DNS (III-as forma) is ldthato

A kisérlet-sorozatainkban az MTA-SZBK Biokémiai Intézetben eldallitott és Sigma MIDI Kit
(GenElute HP Plasmid Miniprep Kit) segitségével megtisztitott pUC18 DNS-t hasznaltunk. Az
agar6zgélbe (SeaKem) minden esetben olyan ,,mintakoktélt” pipettaztunk, amely 1 — 4 pl DNS-t, 2 — 8
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ul komplexet (¢ = 2,0 x 10™* = 3,0 x 10~ mol/dm®) és 4 — 14 ul 0,05 — 0,1 mol/dm’ puffert (MES,
HEPES, TRIS, CHES) tartalmazott a megfelel6 pH beallitdsdnak érdekében pH 6 — 8,5 kozott, a végsd
térfogat 21 — 25 pl volt. A reakcidelegyet 37°C hdmérsékleten inkubaltuk, 1 — 20 6rdn at. A futtatdshoz
3 ul bréomfenolkék mintafelvivé festéket (0,1% brémfenolkék, 0,2 mol/dm®> EDTA, 50% glicerin)
hasznéltunk minden minta esetében, mely TBE pufferben (0,05 mol/dm’® TRIS, 0,05 mol/dm’ bérsav,
0,001 mol/dm® EDTA, pH = 8,0) tortént, 3 — 4 6rén at, 80 V fesziiltséget haszndlva. A futtatast kovetden
a gélt 20 — 30 percen keresztiil etidium-bromid oldatban 4ztattuk (Sigma), amelynek az oldatbeli végs6
koncentricidja 0,5 pg/ml volt. A DNS molekuldhoz k6t6d6 reagens UV-fény hatdsara fluoreszkal, igy a
DNS savok lathatéva tehetok.
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6. Kisérleti eredmények és értékelésiik

6.1. A HisGlyGly, GlyHisGly, GlyGlyHis, HisAlaAla, AlaHisAla, AlaAlaHis, Ac-HisGlyGly-
NH, tripeptidek réz(Il)komplexeinek CD spektroszkopiai vizsgdlata

Az eddigi ismereteink alapjdn bizton dallithatjuk, hogy réz(Il)-peptidkomplexek oldatkémiai
viselkedésének tanulmédnyozdsa sordn a pH-potenciometrids, UV/lathat6 elnyelési, CD és az ESR
spektroszkopids adatok egyiittes kiértékelése vezethet kielégitd eredményre. Az elmult évtizedekben
megjelent kozlemények, bar részletesen targyaljak a kistagszdmd peptidek réz(II)komplexeinek
oldatkémiai viselkedését, az eredmények nem teljesen egybehangzdak. A komplex stabilitdsi dllandék
értéke fiigg a szdmoldsok sordn figyelembe vett részecskematrixtol, és tobb esetben a koordindcié médja
sem egyértelmli. Munkank soran, az irodalmi adatok alapjdn viszonylag egyszertinek itélt rendszerek
CD spektroszkdpids vizsgalatdval probéltunk segitséget kapni a bonyolultabb szerkezetekkel 6sszefiiggd
spektrumok megértéséhez. Az e célbdl vizsgilt peptidek a kovetkezdk voltak: Xaa-Xaa-His, Xaa-His-
Xaa és His-Xaa-Xaa (ahol Xaa = Gly vagy Ala), valamint az N-Ac-His-Gly-Gly-NH,. Ezen peptidek
réz(Il)komplexeinek oldategyensulyi vizsgdlatdra is sziikségiink volt, mert az irodalomban fellelhetd
adatok nem voltak egységesek és teljesek adott koriilményekre vonatkozdan. A CD spektroszkdpids
mérések kiértékeléséhez az aktudlisan mért rendszerek pontos ismeretére volt sziikségiink, hogy az
egyedi CD spektrumok kiszamitdsaval hozzarendelhessiik a CD hozzajarulasokat az egyes koordinicids
moédokhoz.
meghatdroztdk. A 6.1.1. tablazatban lathaté értékek j6 egyezést mutatnak a megfeleld irodalmi
adatokkal (az AAH és HAA tripeptidek esetében nem 4llt rendelkezésiinkre irodalmi adat). Az
ligandumok pK értékeinek fiiggése az ionerdsségtol és a homérséklettdl jol tiikkrozédik azokbdl az
adatokbdl is, ahol a hdmérséklet magasabb volt, 310 K [56], vagy az ionerdsség I = 3 mol/dm® NaClO,
[117] volt. Az adatokbdl az is latszik, hogy az Ala beépitése a peptidszekvencidba nem valtoztatja meg
Iényegesen a ligandum donoratomjainak bazikussidgat. Mindezek szintén aldtdmasztjak, hogy bar egy
adott szerkezethez rendelhetd spektrdlis sajatsdgok 4llandéak, ahhoz, hogy a fémkomplexekre
meghatarozhaté egyedi moldris spektrumok korrektek legyenek, a komplexképzddés tanulmanyozasa

sordn a pH-metrids és spektroszkopids mérésekhez azonos koriilményeket kell biztositanunk.

A réz(IDkomplexek vizsgalata azt mutatta, hogy a peptidek tobbnyire egy ekvivalens réz(Il)ion
megkotésére képesek, vagyis az esetek tobbségében kiilonb6zé protondltsagi allapotd 1:1 =
fém:ligandum aranyd komplexek képzddnek. Kivételt ez aldl a His-Xaa-Xaa peptid mutatott, ahol

biszkomplexek alakultak ki ligandumfelesleg jelenlétében.
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/////

mol/dm’, NaClO, T = 298 K) az irodalomban megtaldlhaté adatokkal egyiitt (zdrdjelben adtuk meg a brutté
stabilitdsi dllandok logaritmus értékekeit - log BH L)
r-q

L a)r aPKIi,Lq (logBH,Lq)
X = °Gly | °Ala |°Gly | ‘Gly | °Gly | 'Gly | ®Gly | "Gly | 'Gly | ‘Gly | *Ala
XXH 1[1] 794 | 804 |7,554]8,04]8,14 8723 7,96 | 8,06
(7.94) | (8,04)
1[2] 682 | 685 |664]6,74]692]6,99 6,64 | 6,82
(14,76) | (14,89)
1[3] 268 | 2,80 [2,77 272283284 2,92 | 2,80

17,44) | (17,69)

XHX 111} 798 7,93 | 8,00 8,17 | 8,00 | 7,98 8,02 (793
(7,98) | (7,93)

112] 652 6,61 | 6,65 6,63 | 6,50 | 6,35 6,53 | 6,62
(14,50) | (14,54)

113] 3,11 3,03 | 3,10 3,19 | 3,08 | 2,72 3,12 | 2,99

17,61) | (17,57)

HXX 11| 732 | 7.44 |643 7,62
(7,32) | (7.44)

12 545 | 558 |48 5,52
(12,77) | (13,02)

137 309 | 328 |3,06 3,17

(15,86) | (16,30)

Ac-HXX-NH, |1 |1 ]| 645

“Kil Loaz HrL(;_l)+ D Hr_lL(;_z)+ +H" egyensiilyi folyamatra vonatkozéan. "Sajit mérés (a
req
log By, értékek hibdja + 0,02). ‘T = 0,2 mol/dm’, KNO3; T = 298 K [64]. ‘I = 0,15 mol/dm’, NaCl ; T =
rq

298 K [118]. T = 0,15 mol/dm’, NaCl; T = 298 K [119]. T=?; T = 294 K [55]. *I = 0,1 mol/dm’, KNO3;
T =298 K [69]. "I = 0,2 mol/dm®, KCI; T = 298 K [68]. T = 0,1 mol/dm’, NaNO;; T = 298 K [120]. I =
0,1 mol/dm?®, KCI; T =298 K [121]. I = 0,1 mol/dm® KNOs; T = 298 K [48].

6.1.1 Réz(1l)- Xaa-Xaa-His komplexek

A spektrélis adatok értelmezéséhez el8szor a részecskematrixot, illetve a stabilitdsi dllanddkat
kellett meghataroznunk. Az irodalombdl ismert, hogy az Xaa-Xaa-His tripeptidek vizes oldataiban
réz(Il)ionokkal, fiziol6gids pH-n, az igen nagy stabilitdsu [CuH_L]  részecske domindl. Ebben a
komplexben a réz(Il)ion koriili ekvatoridlis sikban a termindlis amin-, az imidazol-, és két deprotonalt
amid-nitrogén helyezkedik el. Ezt a mi eredményeink is aldtdmasztjdk. Mind a Gly, mind az Ala
peptideknél a komplexképzddés pH 4,5 kornyékén kezdddik, és a fémion indukdlta deprotondlédas
sordn négy ekvivalens hidroxidion tobblet fogy pH 5,5-ig a szabad ligandumhoz képest, ami a

deprotondlddasi folyamatok erds kooperativ jellegére utal. A ligandum oldatdban fémion tivollétében
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pH 5,5 kornyékén az [LH,]" részecske domindl — igy a képz6dé komplex a [CuH.L,L]™ képlettel
jellemezhetd. Ugyanezen a pH-n, a négy donoratom szdrmazhatna akar két ligandum amino- és
imidazol-nitrogénjének deprotondl6dasabdl is, de mivel a ligandumfelesleget tartalmazé oldat hasonld
modon viselkedik az 1:1 fém:ligandum moélardnyt rendszerhez, ezért valdszintisithetd két amid-nitrogén
deprotondléddsa és koordinicidja, a biszkomplex képzddése helyett. A pH novelése sordn pH 11-ig
tovabbi tobblet ligfogyast nem tapasztaltunk, vagyis megéllapithatjuk, hogy itt is a [CuH ,L]™ részecske

van jelen az oldatban (6.1.1. abra).

8.0 10.0

6.1.1. abra: A réz(I1l)- Xaa-Xaa-His tripeptid rendszerek részecskeeloszldsi diagramja. Cu:L = 1:1, Coprr =80 %

107 mol/dm’, 1=0,1 mol/dm’® NaClOy; T=298 K. A teltvonal az Xaa = Gly, mig a szaggatott vonal az Xaa = Ala
esetre vonatkozik

Az irodalom 4ttekintése utdn sem tisztdzott viszont, hogy az oldatban varhat6-e [CuHL]™,
[CuL]" vagy CuH_,L]° képzddése. Ennek eldontésére elvégeztiik az UV/lathaté és CD mérési adatok
matrix-rang analizisét [122]. Mig a spektrofotometrids adatok egy tovabbi részecske jelenlétére utaltak,
addig a CD mérések nem tdmasztjdk ald a felsorolt komplexek jelenlétét az oldatban, sem a Gly, sem az
Ala peptidek esetében. A [CuHL]** és a [CuL]* részecskék esetében, az egy nitrogén, illetve két nitrogén
donoratom makrokelat-szerti koordinaciéja nem jar jelentds CD effektus 1étrejottével. Ezzel szemben, a
[CuH_,L]° részecske képzddése sordn legalibb egy deprotonalt amid-nitrogén 1ép be a koordinicids
szférdba, aminek kovetkeztében egy o6t-, vagy hattagi kelatgytrti alakul ki. Az Ala-Ala-His ligandum
komplexénél ez utébbi esetben jol detektidlhaté CD jelet kellett volna kapnunk. Mivel ezt nem
tapasztaltuk, arra kovetkeztettiink, hogy a minor részecske [CuHL]** (1IN donoratommal) vagy [CuL]"
(NH, és ImN) lehet. A spektrofotometrids adatok a nagyobb stabilitdsi két nitrogén donoratomot
tartalmazé makrokeldt komplex jelenlétét valdsziniisitik. Az irodalomban tobb esetben feltételezték
makrokeldtgytirik kialakuldsdt a termindlis amino-nitrogén és az imidazol-nitrogén egyiittes
koordinicidjdval (a His az n>3 helyzetben taldlhaté az N-termindlis részhez viszonyitva) [79,123].

A rendelkezésiinkre 4116 kisérleti adatokbdl a fentiek alapjdn kiszdmoltuk a komplexek
stabilitasi dllanddjat, és az egyes részecskékhez tartozé molaris UV/I4thatd, illetve CD spektrumokat

(6.1.2.tablazat).
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6.1.2. tablazat: A stabilitdsi dllandok (10gBy, . ) értékei, valamint a hulldmhossz és a moldris abszorbancia
prrTq

illetve Ag értékei az réz(Il)-tripeptid komplexek egyedi moldris spektrumainak szélsé értékeinél (I = 0,1 mol/dm’,
NaClOy4 T = 298 K)

L p r q log BM HL kmax/ nm kmax/ nm
r (e/M'cm™) (Ae/Mem™)
Gly-Gly-His 1]o]1 7.70(2) 680 (35) -
121 -1,75(1) 525 (100) 500 (+0,64)
590 (-0,28)
Ala-Ala-His 1{o]1 8,06(2) 680 (39) -
121 -1,71(1) 522 (101) 476 (+0,18)
554 (-0,93)
Gly-His-Gly 101 9,59(2) 622 (54) -
1|-1]1 5,70(1) 610 (57) 596 (+0,42)
1|2]1 -3,90(2) 574 (58) 566 (-)
662 (+)
4 1814 -7,08(8) 568 (-) 554 (+2,21)
464(-0,47)
662 (-0,17)
Ala-His-Ala 1]o]1 9,90(2) 616 (47) -
1 [-1]1 5,89(1) 604 (59) 608 (+0,39)
506 (-0,09)
121 -3,71(2) 574 (59) 560 (+0,32)
470 (-0,13)
4 1814 -6,16(9) 562 (-) 554 (+1,92)
464 (-0,45)
His-Gly-Gly 1]o]1 8,46(2) 694 (34) 746 (+0,11)
212 7,24(1) 610 (167) 584 (+1,21)
710 (-0,15)
1|2]1 -6,85(1) 556 (152) 578 (+0,52)
782 (-0,03)
1]o0]2 14,66(1) 664 (97) 692 (+0,95)
His-Ala-Ala 1]0]1 8,57(2) 694 (34) 752 (+0,09)
21212 7,09(1) 610 (175) 566 (+0,19)
674 (-0,93)
1|-2]1 -6,37(1) 550 (166) 554 (-0,88)
1{o]2 15,00(1) 652 (96) 692 (+1,06)
Ac-His-Gly- 1]o]1 3,75(1) 756 (23) -
Gly-NH, 1[-1]1 -2,96(3) 652 (45) 582 (-0,04)
1211 9,49(1) 611 (75) 600 (+0,17)
720 (-0,25)
131 -19,22(2) 524 (88) 480 (+0,05)
570 (-0,20)
1411 -30,64(8) 518(151) 486 (-0,83)
570 (+1,64)

A Gly, illetve az Ala aminosavakat tartalmazé megfeleld peptidek komplexstabilitdsi
allandéinak és elnyelési szinképeinek hasonlésdga arra enged kovetkeztetni, hogy a donoratomok
elrendez6dése a réz(Il)ion koriil ugyanaz mindkét tipus esetén (a 6.1.2. tablazat a teljes tripeptid
ligandumsorra vonatkozé adatokat tartalmazza, ezért mdr itt megtehetjiik ezt a megdllapitast). A

képz6doé komplexekre javasolt oldatbeli szerkezeteket a 6.1.2. abra mutatja.
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6.1.2. abra: A réz(1l)-Xaa-Xaa-His rendszerben (Xaa = Gly vagy Ala) keletkezd részecskék ([CuL]" és [CuH_,L]")
koordindcios modjanak sematikus dbrdzoldsa

Ugyanakkor viszont az Xaa-Xaa-His peptidek megfelelé [CuH_ ,L]” komplexeire a szdmitott
egyedi CD spektrumok jelentdsen kiillonboznek egymdstol. Amig a réz(1I)-Gly-Gly-His komplexe esetén
a His oldallanci imidazol-nitrogén koordinacidja miatt kialakult pozitiv Cotton effektus domindl, addig a
réz(II)-Ala-Ala-His komplexek esetében a negativ Cotton effektus joval nagyobb sullyal jelentkezik a
torzult CD couplet-szer(i spektrumokban (6.1.3.4bra). A koordindlédé oldallancot nem tartalmazé Gly
illetve Ala tripeptidkomplexek esetében mind a [CuH_lL]O, mind a [CuH,L] részecskék spektruma
egyszeri negativ Cotton-effektussal jellemezhetd, melynek intenzitdsa az alanin egységek

szekvencidban elfoglalt helyétdl és szdmatdl fiigg.

1,0 1

Cu(ll)-Gly-Gly-His

0,5 -
0,0 “harrr?™ .

-0,5 1

Ae/mol dm3cm™’

/
1,0 1 Cu(ll)-Ala-Ala-His N

'1 ,5 T T T 1
400 500 600 700 800
A/nm

6.1.3. abra: A réz(ll)-Xaa-Xaa-His (Xaa = Gly vagy Ala) komplexek esetén a [CuH L] részecske CD spektruma
(az "Osszeg" az Ala-Gly-Gly, Gly-Ala-Gly és a Gly-Gly-His komplexek spektrumainak ésszege, mig a csillaggal
Jjelolt esetben az elnyelési spektrumok A, és € értékei alapjdn korrigdlt Ala-Gly-Gly és Gly-Ala-Gly CuH_,L
spektrumokat adtuk a Gly-Gly-His megfeleld komplexének spektumdhoz)

Az egy alanint tartalmazd tripeptidek koziil legnagyobb intenzitds a Gly-Ala-Gly tripeptid
komplexeiben mérhetd. Az alanin aminosavat tartalmazé kelatgylriik hozzdjaruldsa az optikai
aktivitdshoz a komplex d-d sdvjainak hulldmhossz tartomdnyaban additivnak bizonyult [124]. Ezek

alapjan az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy a Gly-Gly-His rézkomplexében a C-termindlis kirdlis
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aminosavat tartalmazé keldtgyliri amid-nitrogénje révén kozvetitett negativ, és az oldalldnc
koordinicidja révén létrejott pozitiv Cotton effektusok adddnak Ossze. Ugyanakkor az Ala-Ala-His
rézkomplexében a hdarom kirdlis 6ttagd kelatgylrti (nem egyforma mértékil) negativ hozzdjaruldsa
sokkal inkdbb képes az oldallanc pozitiv hatdsat tilkompenzalni. A spektrumon még igy is jol lathatd a
pozitiv hozzdjarulds az Ala-Ala-Ala [CuH,L]" komplexéhez (A€uin s60 nm = —1,36 molfldm3cm*1)

viszonyitva.

Amennyiben a hisztidintartalmu peptidek komplexeire is érvényes az additivitds, varhat6, hogy
az Ala-Ala-His komplex spektruma jé kozelitéssel eldéllithaté az Ala-Gly-Gly, Gly-Ala-Gly és a Gly-
Gly-His komplexek spektrumainak 6sszegéb6l. Amint azt a 6.1.3. abra mutatja, alapvetéen a spektum
jellemzdi jo6l visszakaphatok ily médon. A kisérleti és a fenti médon szamolt gorbék kozotti kiillonség
valészintlileg azzal magyarazhatd, hogy a hisztidint tartalmazé és az Ala/Gly peptidek komplexeiben a
donoratomok mindsége és elrendezddése nem teljesen egyezik, amit az elnyelési spektrumok is jol
tilkroznek. Megprobéltuk az 6sszegzés sordn az Ala-Gly-Gly és Gly-Ala-Gly CuH_,L. komplexek CD
spektrumait az ezen és a Gly-Gly-His komplex elnyelési spektrumaib6l meghatdrozott A, értékével
korrigdlni, valamint €,,, értékek aranyaival silyozni. Az igy kapott Osszeg, amint az a 6.1.3. abran
lathatd, valamivel jobban kozeliti a kisérleti spektrumot. Ezen Osszehasonlitdsok sordn mindvégig
tisztdban kell lenniink azzal, hogy az altalunk alkalmazott empirikus eljards még akkor sem kvantitativ,
ha a komplexek szerkezete azonos. Ugyanakkor jelenleg nem 4all rendelkezésiinkre olyan mddszer,
amivel egy fémkomplex spektrumat a fentiekhez hasonléan jol le lehet irni. Az elméleti kémiai
szamitdsok ma még a kiralitds szempontjabol abban az dllapotban vannak, hogy j6 eredménynek szamit,
ha egy egyszerl kirdlis szerves molekula CD spektrumdnak az eldjelét a hulldimhossz j6 kozelitésével
meg tudjuk mondani. Az Osszetettebb rendszerek spektrdlis paramétereinek elméleti megkozelitésére
pedig még sokdig kell varnunk, ami a kisérleti méréseket és ezek empirikus értelmezésének jelentdségét

ma még mindenképpen indokolja.

6.1.2. Réz(1l)-Xaa-His-Xaa komplexek

A réz(I)-Xaa-His-Xaa rendszerekben mar pH 3,5 kornyékén elkezdddik a fémion 4ltal indukalt
deprotondl6das, melynek eredményeként pH 5 koriil mar egy réz(Il)ionra hdrom ekvivalens hidroxidion
fogy tobbletként a szabad ligandum titrdlasi gorbéjéhez viszonyitva, a fémion €s a ligandum kiindul4si
koncentracio-ardnyéatdl fliggetleniil. A deprotondlédasok kooperativ médon jatszédnak le. pH ~ 5-nél a
ligandum [LH,]" formdja domindl, ami stabilis, [CuH_lL]O komplex kialakuldsdra utal a termindlis
amino-nitrogén, az imidazol-nitrogén és egy deprotondlédott amid-nitrogén koordinicidjdval a réz(Il)ion
koriili ekvatoridlis sikban. A fémion koriili negyedik ekvatoridlis koordinicids helyen egy vizmolekula
talalhato.

Tovabbi deprotonalddasi folyamat csak pH 8,5 folott jelentkezik, a [CuH,L]™ részecske
képzddése sordn. Ebben a komplexben egy hidroxidion, vagy mds deprotondlédott donorcsoport

koordinalédhat a réz(Il)ion koriili ekvatoridlis sik negyedik poziciéjaban. Esetleg a koordinécids szféra
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atrendezddésével triglicintipusi komplex is kialakulhat. Lehetdség van még a koordindlédott
imidazolgyliri madsodik nitrogénjének deprotondldddsara, aminek kovetkeztében oligomerizacid
jatszédhat le (CuH_,L), komplexet eredményezve. Az imidazoldto-hidas CusH gL, tetramer képzddésére
tobb példat is taldlunk az irodalomban a His-2 oligopeptidek esetében [69,125]. Kis réz(Il)ion
koncentréacié mellett (10~ mol/dm’ vagy ez alatt) az oligomerizacié nem jelentés mértékii, amint ezt az

eloszlasi diagramok is mutatjdk (6.1.4. abra).

100
80

60

% Cu'

40 4

20

6.1.4. abra: A réz(ll)- Xaa-His-Xaa tripeptid rendszerek részecskeeloszldsi diagramjai. Cu:L = 1:1, ¢

Cu2+
0,0008 mol/dm’, I =0,1 mol/dm’ NaClO, T=298 K. A teltvonal az Xaa = Gly, mig a szaggatott vonal az Xaa = Ala
esetre vonatkozik

A fémion koncentriciéjdnak novelése azonban jelentdsen befolydsolta az oldat spektrilis
viselkedését. A tetramer képzddése miatt a monomer komplexhez viszonyitott legnagyobb eltérés a CD
spektrumok UV tartomdnyéban figyelhetd meg az ott megjelend toltésatviteli dtmenetek kovetkeztében
(6.1.5. abra). Ezért a rendszerek pontos leirdsa érdekében sziikséges ennek a részecskének a figyelembe
vétele is.

A fentiek alapjan mind a [CuH_,L]°, mind a (CuH_,L), (n = 1,4) részecskékben a fémionhoz egy
deprotondldédott amid-nitrogén koordindlédik. Ez az eddigiekben jelentds eltérést okozott a Gly és az
Ala-tartalmi komplexek CD spektumdban. Jelen vizsgilatok azonban azt az érdekes eredményt
mutattdk, hogy a réz(II)-Gly-His-Gly és réz(II)-Ala-His-Ala komplexek spektrumai kozott csak csekély
kiilonbség van (6.1.2. tablazat). Ez valdsziniileg az N-terminalis kelatgytr( optikai aktivitashoz val6 kis
hozzajaruldsdval magyardzhatd, amint az a nem koordindl6dé oldalldncot tartalmazé Gly/Ala tripeptidek
esetében is megfigyelhetd volt [124]. Tehdt a {6 kirdlis hozzdjaruldst ezekben a komplexekben az
imidazol-nitrogént tartalmazé kelatgylirli okozza, ami a pozitiv Cotton-effektus dominancidjat
eredményezi (6.1.5. abra). Ugyanakkor a fentiek alapjan az is elmondhat6, hogy a molekula C-
termindlis vége nem vesz részt a fémion megkotésében. Ez egyben a triglicintipusi komplex

kialakuldsat is kizdarja.
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6.1.5. abra: A réz(Il)- Ala-His-Ala komplexek egyedi moldris CD spektrumai. A tetramer részecske egyedi
spektrumdhoz tartozo intenzitdsokat néggyel osztottuk, az dsszehasonlithatosdg érdekében

A [CuHLL] részecske képzddése soran a CD spektrum alakja nem véltozik 1ényegesen a d-d
dtmenetek tartomdnydban, ami arra utal, hogy a képz6dd komplexben a kirdlis hozzijaruldsok
ugyanazok, mint a [CuH_lL]0 részecskében. A A, értékének kismértékii csokkenése alapjan a komplex
szerkezetében bekovetkezd véltozds legvaldszinlibb dtja egy koordindlédott vizmolekula
deprotondlédasa. A tetramer komplex képzédése sordn is hasonld spektralis viselkedést latunk, de a Ay
tovabbi csokkenése és a pozitiv effektus novekedése a N donoratomok szdmdnak ndvekedését mutatja a
réz(IDion koriili koordindciés térben. A hidligandumként kapcsol6dé imidazoldt a mdsodik fémion
szempontjabol egyfogunak tekinthetd, s mint ilyen a kirdlis hozzéjaruldsa csekély.

Erdemes még megfigyelni, hogy a CD spektrumok maximumihoz rendelheté Ae értékek a
réz(I[)-Xaa-Xaa-His rendszerekben képz6d6 [CuH,L]™ komplexek koziil a glicintartalmd
peptidkomplexére emlékeztetnek, ami aldtdmasztja az N-termindlis kelatgylrti kis kirdlis
hozzajaruldsarél a fentiekben mondottakat. Ugyanakkor a torzult couplet-szeri spektrumokban a

csucsok eldjelei forditottan alakulnak az ott megfigyeltekhez képest. Ennek oka egyenlére nem ismert.

6.1.3. Réz(1l1)-His-Xaa-Xaa komplexek

A His-Xaa-Xaa réz(Il)komplexekrdl, vagyis ahol a peptid N-termindlis végén taldlhaté a
hisztidin, kevesebb irodalmi adat allt rendelkezésiinkre. Ezek alapjan, savas illetve semleges kdzegben
{NH,, ImN} tipusd koordindciét valdszinlisitenek, a mono-, és biszkomplexek esetén. Ligos kézegben
viszont a koordindcids szféra atrendez0dését javasoljak, aminek kovetkeztében triglicintipusd komplex
képzddik [1,2,46,53,57].

A His-Xaa-Xaa réz(Il)-rendszereket vizsgdlva megéllapitottuk, hogy az irodalmi adatokkal jé
egyezésben, a komplexképzddés jelentdsen fiigg a fémion:ligandum kiinduldsi koncentraci6aranytol.
Els6 lépesben pH ~ 4-ig kialakul a [CuL]" toérzskomplex, majd ligandumfelesleg jelenlétében a
1épcsozetes képzédés soran a [CuL,]” részecske. Az e komplexekre jellemzé stabilitdsi dllandok és

spektralis adatok (6.1.2. tablazat) jo egyezést mutatnak a hisztamintipusi koordindcidra jellemz6
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értékekkel, ami aldtdmasztja, hogy a ligandum az amino-, és az imidazol-nitrogénjein keresztiil hattagi
kelatgytirtit képezve kapcsolddik a fémionhoz. A CD spektrumok hasonlé alakja a HGG és HAA
ligandumokat tartalmazé [CuL]" és [CuL,]° komplexek esetén, szintén azt a tényt tdmasztja ald, hogy
csak a peptid N-termindlis része vesz részt a koordinicidban, és igy a kirdlis alanin nem jarul hozza az
optikai aktivitashoz.

Mair énmagaban is érdekes tény, hogy a [CuL,] részecske CD spektruménak szokatlanul nagy a
A€, €értéke. Tovabba az additiv hozzdjarulastdl teljesen eltérd mddon ez az intenzitds a kétszeres
helyett mintegy tizszerese a CuL részecske spektrumdban tapasztalhaténak. Hasonléan nagy intenzitasra
korabbi kozleményekben is lathatunk példat kiralis ligandumok biszhisztamintipusu koordinéciéja sordn
[126]. Ez val6szinlileg a fémionhoz koordindlddd két ligandum donoratomjai egymadsra hatdsanak az
eredménye, aminek kovetkeztében valamiféle kirdlis atrendez8dés kovetkezik be, ami a biszkomplexben
tovabbi hozzdjéaruldst eredményez az optikai aktivitdshoz. Hogy ez mi lehet, annak felderitése érdekében
stiriségfunkciondl (DFT) elméleti szdmitdsokat végeztiink a mono- és biszhisztamintipusi réz(Il)-
HisGly komplexekre — melyek CD spektrumai szintén hasonldak. Az eddigi eredmények alapjan
valészintsithetd, hogy az ekvatoridlis sikban cisz helyzetben 1évé két imidazol-nitrogént tartalmazé
heterociklusos gylriik sikb6l vald propellerszeri kiforduldsa eredményezi az uj kirdlis hatast. A
kozelmiltban megjelent rontgen-diffrakciés eredmények is aldtdmasztjdk ezt a feltevést. Ezek az adatok
azt mutatjak, hogy a [Cu(His-Gly),(H,0),]-6H,O komplexben az amino-nitrogén, réz(Il)ion, imidazol-
nitrogén és a szomszédos szénatom 4ltal bezart diéderes szog 25° [127] mindkét imidazolgylrli esetén.
(A DFT szamolasok alapjan a diéderes szdg ~30°-nak bizonyult.) Arra is fel kell hivni azonban a
figyelmet, hogy a monokomplexek CD spektrumainak kis intenzitdsara részben magyarazatot adhat az,
ha koordinécidés izomerek vannak jelen, ugyanis ekkor a kirdlis hozzajaruldsok részben kiolthatjak
egymadst. Izomerek jelenlétét feltételezték, példaul kétdimenzids ESR mérések alapjan a réz(Il)-His-Gly
rendszer esetén: a hisztamintipusi komplex mellett, egy amino-nitrogén, egy amid-nitrogén és egy
karboxil-oxigén koordinécidja soran kialakul6é komplexet [58]. Amint a fentiekben err6l mar sz6 esett, a
Gly, illetve Ala aminosavak esetén a deprotondlddott amid-nitrogént tartalmazé réz(II)-His-Xaa-Xaa
komplexek CD spektrumainak jelentdsen kiilonboznie kell. Vagyis, ha egy izomer egyensulyban ilyen
komplexek jelen vannak, akkor az ezen elegyekben mért spektrumoknak szintén kiilénboznie kellene,
ami esetiinkben nem figyelhetd meg.

A torzskomplexek kialakuldsat kovetéen a Cu:L = 1:2 rendszerben tovabbi deprotonalédas pH ~
8 értékig nem kovetkezik be. Ezzel szemben az 1:1 = fém:ligandum mdlardny esetén, a [CuL]" komplex
kialakulasat kdvetden a hidroxidion koncentracidjdnak ndvekedésével tovabbi deprotondlédasi folyamat
indul el mar pH 5,5 koriil. A térzskomplexekkel ellentétben, ebben a rendszerben a pH ~ 7 koriil mért
CD spektrumok jelentésen killonboznek a Gly és Ala tartalmu peptidek esetén (6.1.2. tablazat). Ez a C-
termindlis rész koordinécidjara utal, valésziniileg egy deprotondlédott amid-nitrogénen keresztiil. Ennek
kovetkeztében, az N-termindlis rész valamelyik koordindlédé donoratomja (NH, vagy ImN), sztérikus

okok miatt, ki kell 1épjen az ekvatoridlis sikb6l. Amennyiben [CuH_L]° részecske képzOdését
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feltételezziik, amino-nitrogén vagy imidazol-nitrogén, amid-nitrogén, karbonil-oxigén é&s egy
vizmolekula taldlhaté a fémion koordinécids sikjdban. Ennek ellentmond viszont az, hogy a A, értékek
eltérnek a nem koordindl6dé oldallancokkal rendelkez6 tripeptidek hasonlé komplexeire mértektdl (660
nm), viszont hasonlésdgot mutatnak a GHG és AHA ligandumok {3xN,O} tipusti koordindciéval
rendelkez6 [CuH ,L]° komplexeinek értékeivel. Ennek az ellentmonddsnak a felolddsdra adhat
magyarazatot a [CuH,lL]0 komplex asszociacidja [Cqu,sz]0 dimer részecskévé. Ebben az esetben az
ekvatoridlis sikbdl kiszorulé N-termindlis csoport hidképzd donorként szerepelhet. Az eredményeink
alapjan nem tudjuk teljes bizonyossdggal megéllapitani, melyik donoratom vesz részt a kelatgytrii
kialakitdsaban, és melyik a hidképz6. A His-Gly hasonlé pH-n képz6dd dimer komplexe esetén az
irodalomban azt javasoljdk, hogy a diglicintipusi monomer egységek imidazol-nitrogénje koordindl6édik
a masik monomer fémionjdhoz, vagyis a hisztidin oldalldnca szerepel hidként [58,62]. Ez azonban, mint
az Xaa-His-Xaa peptidek oligomer komplexeiben is megfigyelhetd, nem okoz az egyfogunak tekinthetd
oldallanc részérdl 1ényeges hozzdjaruldst az optikai aktivitdshoz — és igy nem magyardzhat6 a His-Xaa-
Xaa [CuH_,L,]° dimer részecskék CD spektrumaiban l4that6 lényeges pozitiv hatés. Ez arra utal, hogy
vagy itt is uj kirdlis hatas 1ép fel, mint az a biszkomplexek esetében megfigyelhet6 volt, vagy nem az
imidazolgyiir(i nitrogénje, hanem az aminocsoport szorul ki a koordinacids szférabdl, és képez hidat a
két monomer kozott. Esetleges dihidroxo-, illetve bidentdt imidazolato-hidas dimerek CD spektrumait
egyrészt nem befolydsolndk a C-termindlis irdnyban 1évé aminosavak (Gly/Ala) mdsrészt ESR
csendesek lennének. Mivel a mérések azt mutatjdk, hogy a CD spektrumok eltérnek, és az ESR
spektrumokban a His-Xaa-Xaa (csakigy mint a His-Gly [58]) komplexek esetében, széles szinglett jelet
lathatunk, ezért ez utdbbi két lehetdséget kizarhatjuk.

A kozeg tovdbbi ldgositdsdval a ligandumfelesleget tartalmazd rendszerben is tovabbi
deprotondlédas jatszodik le pH 8 felett, és pH 10 koril a fémion:ligandum kiinduldsi
koncentracidaranytdl fiiggetleniil két ekvivalens tobblet-ligfogyds tapasztalhaté a ligandum titraldsi
gorbéjéhez képest [CuH ,L]™ dsszetétellel jellemezhetd részecske kialakulasara utalva. A fentiekben leirt

folyamatok jol kovethetdk az eloszldsi diagramokon is (6.1.6. abra).

2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
pH pH

6.1.6. abra: A réz(1l)-His-Xaa-Xaa tripeptidek részecskeeloszldsi diagramjai. (A) réz(Il):L = 1:1, (B) réz(I1l):L =
1:2 (CCM2+ = 0,0008 mol/dmj, 1=0,1 mol/dm’ NaClOy T=298 K). A teltvonal az Xaa = Gly, mig a szaggatott vonal

az Xaa = Ala esetre vonatkozik

59



A His-Xaa-Xaa peptidek CuH_,L. komplexeinek elnyelési spektrumai hasonlé paraméterekkel
jellemezheték, mint az Ala-Ala-Ala tripeptid réz(Il)komplexe (Ap. = 550 nm, & = 165 mol'dm’cm™
[124]). Ez 6sszhangban van az irodalomban javasolt tripeptid-szeri koordinacidval [128]. Ez alapjan a
His-Gly-Gly, illetve His-Ala-Ala tripeptidek [CuH ,L]” komplexei hasonl6 szerkezetiiek, és igy hasonld
CD spektrumokat kellene adniuk, mint az Ala-Gly-Gly és Ala-Ala-Ala megfeleld komplexei. Ezzel
szemben a His-Gly-Gly [CuH_,L]” komplexének CD spektruma pozitiv Cotton-effektust mutat (6.1.2.
tablazat), az Ala-Gly-Gly negativ CD sdvjaval ellentétben, a His-Ala-Ala komplexe pedig 1ényegesen
kisebb intenzitdsii negativ jelet mutat, mint a megfelelé Ala-Ala-Ala komplex. Ez a tény azt latszik
igazolni, hogy a hisztidin oldalldnc nitrogén donoratomja részt vesz a koordindci6ban, vagy otodik
ligandumként axidlis helyzetben, vagy az aminocsoport helyett az ekvatoriélis sikban a réz(Il)ion koriil
(6.1.7. abra). Elképzelhetd tovabba még az is, hogy ezen a pH-n koordinéciés izomerek alakulnak ki.
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6.1.7. abra: A [CuH_,L] részecske sematikus szerkezete

A hisztidintdl a C-termindlis irdnyban megvaldsulé amid-nitrogén koordinicié jellemzi péld4ul
a prion fehérjék ismétlodo, tgynevezett ,,octarepeat” régidjanak (négyszer ismétldéddé PHGGGWGQ
szekvencia) réz(Il)ionnal kialakitott komplexét, ahol semleges kozegben az imidazol-nitrogén, két amid-
nitrogén és egy karbonil-oxigén koordindlddik a réz(Il)ionhoz az ekvatoridlis sikban [50,51]. Meg kell
ugyanakkor jegyezni, hogy ez utébbi esetben a prolin jelenléte megakadédlyozza az N-termindlis irdnyd
koordinacidt, €s emiatt alakul ki a kisebb stabilitdsi héttagi kelatgytiri a C-termindlis irdnyban.
Ugyanakkor a His-Xaa-Xaa peptidekben az aminocsoport dttagd kelat kialakitasara képes a szomszédos
amid-nitrogénnel.

A CD spektrumok elemzése a peptidkomplexekben 1évd kelatgytiriik additiv hatdsit ebben az
esetben is jol mutatja (6.1.8. abra). Ez annyit jelent, hogy a peptidmolekula C-termindlis részének
koordinacidja jol leirhaté peptidszeri koordindcidként, azonban az N-termindlis rész koordinicids
moédjara vonatkozé fenti kérdések nyitottak maradtak. Ezek megvalaszoldsanak reményében allitottuk
eld az aminocsoportjan acetilezett Ac-His-Gly-Gly-NH, peptidet, melyben valdszintisithetd az imidazol-

és az amid-nitrogének prionszerii koordinicidja.
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6.1.8. abra: A réz(Il)-His-Xaa-Xaa (Xaa = Gly vagy Ala) komplexek esetén a [CuH L] részecske CD spektrumai
(az "Osszeg" a His-Gly-Gly, Gly-Ala-Gly és a Gly-Gly-Ala komplexek spektrumainak ésszege)

6.1.4. Réz(1l)-Ac-His-Gly-Gly-NH, komplexek

Az el6z6ek alapjan, a His-Xaa-Xaa komplexek esetében az imidazol-nitrogén koordinicidja az
amino-nitrogén helyett egy 7,5,5-tagszdmu csatolt kelat kialakuldsit eredményezheti (6.1.7. abra),
amely hasonlésdgot mutatna a prion fehérje fémkotd egységével. Ez utdbbi szerkezetének felderitésében
nagy szerepet jatszottak a spektrélis sajatsdgok. A prion fehérje és kisebb tagszdmui védett peptidek
oldatainak pH 7,4-nél réz(Il)ionok jelenlétében mért ESR és CD spektrumainak hasonldsaga alapjén a
legkisebb vizsgélt peptid lehetséges koordindcids maddjat feltételezték a fehérjében is. Ez a peptid pedig
az N-termindlis részen acetilcsoporttal védett, C-termindlison amid-végli His-Gly-Gly tripeptid (Ac-
HGG-NH,) volt, melyben az imidazol-nitrogén, a C-termindlis irdnyban 1év6 két amid-nitrogén, és a C-
terminalis karbonil-oxigén, {ImN, N7, N, C=0} koordinéciéjit javasoltdk [51]. Meg kell azonban
jegyezni, hogy egyensulyi vizsgilatok nem torténtek annak kideritésére, hogy pH 7,4-nél az oldatban
milyen részecskék vannak jelen. A hivatkozott kozlemény megjelenésekor (2000) a fenti koordinicids
méd még eléggé valdszinlitlennek tlint, bar hasonld szerkezetet mar kordbban is feltételeztek
hexapeptidek fémkomplexeinél [123]. Késébb az ilyen tipusu koordinicidt rontgendiffrakcids
vizsgélattal is igazoltdk a réz(Il)-N-Ac-His-Gly-Gly-Gly-Trp-NH, komplex esetében [81]. Azébta tobb, a
hisztidint a védett N-termindlis helyen tartalmazé peptidrdl feltételezték, hogy ily médon koti meg a
réz(IDionokat [2,4]. Ezen, mind a peptidek, mind a fehérjék korében szokatlan koordiniciés mod
jellemzdinek jobb megismerése céljabol eldallitottuk az Ac-His-Gly-Gly-NH, peptidet és megvizsgaltuk
oldatbeli viselkedését réz(Il)ionok jelen-, illetve tavollétében.

Az Ac-HGG-NH, ligandumot a pH-metrids tirtalds sordn pH 2 — 11 kozott egy deprotonalddasi
folyamat jellemzi, melyre vonatkoté pK érték 6,45. Réz(ID)ionok jelenlétében a pH novelésével a
[CuL]*, [CuH_,L]*, [CuH,L]’, [CuH sL]" és [CuH_L]* részecskék képzédését tapasztaltuk (6.1.9.

abra). A [CuL]* komplexben a His oldalldancdnak monodentat koordinacidja valdszinisithetd.
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6.1.9. abra: A réz(1l)-Ac-HGG-NH, rendszer részecskeeloszldsi diagramja, réz(Il):L = 1:1, Copr = 6,0 x 107
mol/dm’, 1=0,1 mol/dm’ NaClO,; T=298 K

A pH novelésével, kooperativ jelleggel, két deprotondlddédsi folyamat jatszodik le pH 6 — 8
kozott. A keletkezé [CuH ,L]° részecskére a kisérleti adatokbdl szamolt UV és CD egyedi spektrumai
(6.1.2. tablazat) jelentsen kiilonboznek a kordbban tdrgyalt, nem védett His-Gly-Gly komplexétdl.
Viszont a CD spektrum alakja j6 egyezést mutat a fentiekben emlitett 6sszehasonlité kdzleményben
mértekkel [51]. Ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a His-Gly-Gly komplexében a dominédns koordinicids
mod valdszintileg az ahol a hisztidin oldalldnca axidlis helyzetben koordindlédik kozvetleniil, vagy egy
vizmolekuldn keresztiil.

Erdekes megjegyezni, hogy az Ac-HGG-NH, peptid [CuH_,L]° részecskére meglehetésen kis
intenzitdsi moldris spektrumok szdmolhatok (6.1.10. abra), ami valdészinileg annak tulajdonithato,
hogy a réz(Il)ion felé a ligandum kirdlis hatdsat mindossze egyetlen mozgékony héttagi kelatgytirti
kozvetiti — nem tdl hatékonyan [4]. Ugyanakkor a pH novelésével mind az elnyelési, mind a CD
spektrumok intenzitdsdnak lényeges novekedését okozza a tovabbi deprotonalddott peptid-nitrogének
koordiniciGja. A végs6, [CuH.L]> Osszetételii részecskében az imidazol-nitrogén kiszorul az
ekvatoridlis koordindcids sikbdl ahol négy deprotondlddott amid-nitrogén taldlhat6. Erre a véaltozdsra
kovetkeztethetiink az UV tartomanyban megjelend Cotton-effektusok hulldmhosszaban bekodvetkezd
eltol6dasabdl is. Hasonl6 jelenségek figyelhetok meg mds N-termindlisan védett His és Gly tartalmd
peptidkomplexek esetén is [39,93,96].
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6.1.10. abra: A réz(11)-Ac-HGG-NH, komplexek egyedi moldris CD spektrumai
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6.1.5. Réz(1l)-tripeptid rendszerekkel kapcsolatos eredmények osszefoglaldsa

A fenti megéllapitdsok alapjan elmondhatjuk, hogy a bioldgiai szempontbdl is jelentds Xaa-Xaa-
His, Xaa-His-Xaa és His-Xaa-Xaa (ahol Xaa = Gly vagy Ala) tripeptidek réz(I[)- komplexeinek
kombindlt potenciometrids, spektrofotometrids, CD- és ESR spektroszképids vizsgilata hasznos,
egymdst kiegészitd informdcidkat szolgaltat a réz(Il)-peptidkomplexek oldatkémiai viselkedésének és
szerkezetének megismeréséhez.

A vizsgalataink sordn, az oldatban képzddd részecskékre kiszamitott egyedi CD spektrumok
alapjan sikeriilt megerdsiteni, vagy mdr ismert szerkezeteket, valamint az ezektdl eltéré koordindcids
kornyezetben oldatbeli szerkezeteket javasoltunk. A kelatgylirQik kirélis hozzdjaruldsa a tripeptidekben
egymdstol nagyrészt fiiggetlen, ezért additiv médon jelentkezik. Ez alapjdn, amennyiben a moléris CD
spektrumok ismertek, megjésolhat6 tovabbi peptidkomplexek szerkezete.

Vizsgalataink azt mutattdk, hogy a hisztidin jelenléte a peptidekben jelentds kirdlis hozzdjaruldst
eredményezett, ami minden esetben pozitiv Cotton-effektusban nyilvdnult meg, bar ennek mértéke a
hisztidinnek a szekvencidban elfoglalt helyével Ilényegesen valtozhat. A  His-Xaa-Xaa
réz(IDkomplexeinek molaris CD spektrumait 6sszehasonlitva az Ala-Ala-Ala megfelel6 komplexeivel,
példaul egyértelmiien megallapithat6, hogy mind a Cu,H L, mind a CuH,L komplexekben az
imidazol-nitrogén részt vesz a fémion-megkotésében.

Az Ac-HGG-NH, komplexeire jellemzé CD-spektrumokban tj elemként jelentkezik az
ekvatoridlis koordiniciés sikban 1évd donorcsoportok m-elektronrendszereinek kolcsonhatdsa és a
nagymértékll szimmetria miatt megjelend szabdlyos intenziv CD couplet.

Tovabbi kirdlis hozzdjarulasok figyelhetok meg a fémion koordinicids szférdjaban 1évo
ligandumok egymadssal torténd kolcsonhatdsa miatt, mint példaul a sztérikus okokbdl az imidazolgylrik
ekvatoridlis sikbol torténd propellerszerti kifordulasa.

Ezen 1) hozz4jaruldsok miatt azonban meglehetdsen dvatosan kell eljarnunk, ha egy ismeretlen
komplex szerkezetére szeretnénk informaciot nyerni. J6 példdja ennek az irodalomban k6zolt N-Ac-His-
Val-His komplex, melynek CuH_,l. komplexére {ImN, N°, N7, ImN} koordiniciét feltételezve a
tripeptidkomplexek spektrumainak 6sszeaddsa sordn egy Agsgo nm = +0,46 mol'dm’cm™ és egy A€sgq nm =
—0,35 mol'dm’cm™ sz8ls6 értékekkel jellemezhetd spektrumot kapunk. Ugyanakkor a kisérleti
spektrumra ezek az értékek rendre: Agggp ym = +1,15 mol'dm’em™, és Agsgs nm = —0,82 mol 'dm’cm™
[10]. Amint lathaté6 a hullimhossz értékek és az ezeknél mutatkozé Cotton-effektusok eldjele jol
megjosolhat, de az intenzitasbeli eltérés mindenképpen figyelmeztet benniinket arra, hogy a fenti
komplexben tovébbi kirdlis hozzéjaruldsok jelentkeznek, amint az a szerkezet alapjdn varhat6 is.

Mindezek azt tdmasztjak ald, hogy az oldategyensiilyi adatok segitségével szdmitott moldris CD
spektrumok alapjan, kelld koriiltekintéssel, szdmos 1j informécié nyerhetd a réz(Il)ionok
peptidkomplexeinek oldatbeli szerkezetérdl. Varhatéan a bonyolultabb rendszerek jobb megismerésével

ezen lehetdségek tarhdza tovabb boviil majd.
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6.2. Hisztidinben gazdag peptidkomplexek oldatkémiai viselkedése

A Tl-es tipusu rézproteinek funkciondlis modellezése peptidkomplexekkel egyben szerkezeti
modellezést is jelent. Ennek oka, hogy megfelel6 modell varhatéan csak egy olyan, harom (vagy tobb)
hisztidin alegységet tartalmaz6 rézkomplex lehet, amelyben a ligandum fizioldgias koriilmények kozott
csak az imidazol-nitrogének révén kotddik a fémionhoz. Szdmos természetes enzim rendelkezik ilyen
szerkezetll aktiv kozponttal; példdul az amin-oxiddz, nitrit-reduktdz, szuperoxid-dizmutiz vagy a
kvercetin-2,3-dioxigendz. Ugyanakkor a cinkionokat tartalmaz6 hidrolitikus enzimekben a fémion
megkotésében szintén a fehérje hisztidin oldalldncai vesznek részt. A természetes hidrolazok és
oxiddzok egy csoportja aktiv centrumanak ezen hasonldsdga lehetdséget nyujthat arra, hogy
modellvegyiileteink a fémion cseréjével alkalmasak legyenek mindkét funkcié betdltésére, a merdben
eltéré mechanizmus ellenére.

Amint az mind a 6.1. fejezetbdl, mind az irodalmi Osszefoglalasbdl egyértelmiien 14thatd, a
réz(Il)ion amid-nitrogénnel szembeni nagy affinitdsa, és a kialakuld kis tagszdmu kelatgylriik nagy
stabilitisa azt eredményezi, hogy legtobbszér mar gyengén savas kozegben bekovetkezik az amid-
nitrogén koordinécidja. Ez a folyamat eltolhaté pH 7 kornyékére a hisztidinek szdmdnak nodvelésével a
peptidekben, de a HXH szekvencidk esetén egy kitiintetett stabilitdsi {ImN, N°, N, ImN} tipusu
koordinacié jon létre. Az amid-nitrogén koordinicidja pedig lényegesen csokkenti a fémion Lewis-
savassagit, kompenzélja a fémion pozitiv toltését, és stabilizalja a magasabb oxidacids dllapotot. Emiatt
a réz(I)-peptidkomplexek modellként val6é hasznilhat6saga korlatozott.

Amig a réz(Il)komplexekben az amid-nitrogén koordiniciéja, addig a cink(Il)ionok esetében a
fiziologids pH kornyékén a fémion hidrolizise jelent akaddlyt a modellezésben, ugyanis ennek
kovetkeztében az oldatbdl legtobbszor csapadék valik ki, megakaddlyozva a katalitikus vizsgalatokat.

Kihivést jelent tehdt egy olyan minimdlis peptidligandum tervezése, mely képes a fenti
kovetelményeknek eleget tenni. Munkdnk egyik célja ezért olyan vizoldhaté peptidkomplexek
kifejlesztése volt, amelyekben fiziol6gids pH-n az amid-nitrogén nem vesz részt a fémion-
koordinicidéban. Ehhez a kiinduldpontot az aldbbi feltételezések jelentették: a peptidszekvencidba a
hisztidin aminosavak koz¢ egy, illetve két prolin beépitése a szekunder amidko6tés miatt (i) toréspontot
jelent a sorozatos amid-nitrogén koordindciéban, (ii) mereviti a szerkezetet, ami optimdlis esetben a
komplex termodinamikai, illetve kinetikai stabilitdsdnak novekedéséhez vezethet. Erdemes még
megemliteni, hogy a prolingylirli jelenléte miatt cisz/transz izoméria léphet fel a ligandumban.
Ugyanakkor a komplexkémidban igen gyakori, hogy az egyik izomer a fémionhoz tortén6é koordinacid
sordn olyan mértékil stabilitdsra tesz szert, hogy a mdsik izomer kialakuldsat teljesen visszaszoritja. A
peptidkotések sik szerkezetét, és transz formdjét alapul véve, egyszerli szadmitogépes modellezés alapjén
elmondhatjuk, hogy a prolin oldalldncénak transz édlldsa a fémionhoz valé koordiniciéval egyiddben

nem johet 1étre, azaz a cisz/transz izoméria megjelenésével nem kell szimolnunk.
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Ezek alapjdn a kovetkezd peptideket terveztik meg és allitottuk el6: Ac-HPHH-NH,, Ac-
HPHPH-NH,, Ac-KHPHPHQ-NH,. Az alibbiakban ezen peptidek fOként réz(Il)- és cink(I)-,
esetenként nikkel(IT)ionokkal kialakitott komplexeinek oldatkémiai viselkedésével kapcsolatos

eredményeket mutatjuk be.

6.2.1. Az Ac-HisProHisHis-NH, ligandum réz(1l)-, cink(Il)- és nikkel(Il)komplexei

A hisztidinben gazdag ligandumok vizsgdlata rdvildgitott arra, hogy csupidn a koordindl6dé
oldalldncokat tartalmazé aminosavak beépitése a peptid szekvencidba nem elegendé az amid-nitrogén
deprotondlédasdnak megakaddlyozdsdra. Azonban azt is lattuk, példaul az Ac-HisHisGlyHis-OH [39]
ligandum esetén, hogy a tobb hisztidint tartalmazé peptidek komplexei igen j6 szuperoxid-dizmutaz,
illetve pirokatechin-oxiddz enzimmodellek lehetnek. Ezért olyan uj tetrapeptidet terveztiink, amelybe
egy prolin beépitésével probaltuk az amid-nitrogének koordinaciéjdnak valdszinliségét csokkenteni: Ac-
HisProHisHis-NH,.

E ligandum pH-metrids titrdl4sa sordn, pH 2 — 11 tartomdnyban, harom proton leadésa torténik
meg egymassal atfedd folyamatokban, melyekre a kdvetkezd egyensulyi dlland6kat hatdroztuk meg: pK;
= 5,60, pK, = 6,20 és pK; = 6,99 (I = 0,1 mol/dm’® NaCl, T = 298 K). Ezen alland6k makroszkoépikus

jellegtiek, és nem rendelhetdk kiilon-kiilon az egyes imidazol-nitrogének deprotonal6dasi folyamataihoz.

Réz(Il)komplexek

A réz(I)-Ac-HPHH-NH, rendszer oldategyensilyi vizsgdlatit 1:1, illetve 1:2 kiindulési
fém:ligandum ardny mellett végeztikk. A potenciometrids titrdldsok sordn az oldatban jelenlevd
kiilonbozd részecskék stabilitasi allandoit hatdroztuk meg. A pdrhuzamosan mért UV/lathatd, CD és
ESR spektrumok a részecskematrix osszedllitisaban nagy segitséget jelentettek. pH 3 — 11 kozott kilenc
kiilonbozd részecske képzddését mutattuk ki. Ezek brutté stabilitdsi, valamint szdrmaztatott dllandéit a
6.2.1. tablazat tartalmazza. Mivel a ligandum liofilizaldsat 1:4 ecetsav:viz elegybdl végeztiik, ezért a
peptid acetit-s6 formdjaban allt rendelkezésiinkre. A titrdldsok kiértékelése sordn ezt figyelembe vettiik,
az ecetsav pK értéket 4,56 értéken tartva. A szdmoldsok sordn a réz(Il)-acetat komplexek is bekeriiltek a
részecskematrixba, 4m ezek elhanyagolhat6an kis mennyiségben képzddtek.

Amint azt a részecskeeloszlasi diagramok mutatjak (6.2.1. abra), mindkét alkalmazott
fémion:ligandum ardnyndl a kiilonb6zé protondltsagi allapotd monokomplexek domindlnak, bar a
ligandumfelesleget tartalmazé rendszerben pH 6,5 koriil a biszkomplexek 6sszkoncentricidja
megkozeliti a teljes fémionkoncentracié 50%-at (6.2.1.B. abra). A Cu:L = 1:1 moélaranyud rendszerben a

biszkomplexek jelenléte elhanyagolhatdan kicsi.
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6.2.1. tablazat: Az Ac-HPHH-NH, ligandum réz(11)-, nikkel(Il)-, és cink(Il)komplexeinek brutto stabilitdsi dllandoi
(logp), valamint a szdrmaztatott pK, illetve logK értékek (I = 0,1 mol/dm’ NaCl, T = 298 K), a ligandum

protondléddsi dllandéi: pK,=5,60, pK»=6,20, pK;=6,99

prq logfBq PKpq * , logKs b
réz(1) nikkel(Il) | cink(II) réz(I) | nikkel(I) | cink(ID)

121 16,67(2) - - pKio 3,90 - -
111 1277(1) | 1044(1) | 9922 | pKi 5,74 6,10 5,93
101 7,03(1) 4,34(1) 3,99(1) pKio1 6,39 9,15 7,43
1-11 0,64(1) -4,81(2) -3,44(2) pPKi11 8,26 8,63 -
1-21 -7,62(1) -13,44(1) - pPKi 21 10,57 - -
1-31 —-18,19(2) - -
122 23,51(2) - - pKi2 5,63 - -
112 17,88(1) - - pKi12 7,12 - -
102 10,76(2) 7,45(2) 7,17(3) logk, 3,73 3,11 3,18
"PK . =log B, —10g B 1y *logK, = logfi0, — logBioi

Az eloszlasgorbékbal lathaté (6.2.1. abra), hogy savas kozegben (pH ~ 3 — 5) a [CuH,L]* és a

[CuHL]* részecskék vannak jelen, elébbi, ahol csupdn egyetlen hisztidin imidazol-nitrogénjének

monodentét koordinédcidja valosul meg, kis mennyiségben képzddik. A pH ~ 5 koriil domindns protondlt

[CuHL]3+ részecske esetében a feltételezett {2xImN, 2xH,O} koordiniciét aldtdmasztja a részecske

egyedi moldris abszorpciés spektruma (6.2.2. abra) alapjan meghatarozott 694 nm-es A, és a Prenesti

és munkatdrsai [47] 4ltal javasolt szemiempirikus szabdllyal erre a koordinaciés médra szdmolhat6 692

nm-es érték kozti egyezés. Ugyanezt a koordindci6t tdmasztja ald a Cu®* + [HL]" = [CuHL]** egyenlet

alapjdn szdrmaztathaté logK = 5,78 egyensilyi édllandé értéke is, ami a két imidazol-nitrogén

koordin4cidjat tartalmazé réz(Il)komplexek esetében meghatdrozott dllandékhoz hasonlé [39,92,93,97].

6.2.1. abra: A réz(Il):Ac-HPHH-NH, 1:1 (A) és 1:2 (B) rendszerek részecskeeloszldsi diagramjai. (A) C
= 8,0 x 107 mol/dm’, illetve (B) 2 x C o == 80 107 mol/dm’, 1=0,1 mol/dm’ NaCl; T=298 K
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6.2.2. dbra: A réz(1l)-Ac-HPHH-NH, rendszerben domindns részecskék egyedi moldris abszorpcids spektrumai:
[CuHL]™ — A; [CuL]** — O; [CuH ,L]* — [ CuH ;L(OH) — x; [CuH ;L]* — ¢; [CuHL,]** — # Cu" — +

A kovetkez6 folyamat ([CuHL]** = [CuL]** + H') pK értéke 5,74, ami sokkal kisebb mint a
szabad ligandum harmadik deprotondlédasi 1épésének pK-ja. Ezért ebben a 1épésben valészinilileg
mindhdrom deprotondlédott imidazol-nitrogén a réz(Il)ionhoz koordinédlédik a térzskomplexben, amint
az a 6.2.3. abran lathat6. E részecske stabilitisa megkozelitdleg egy nagysdgrenddel kisebb, mint a
hasonl6 hiarom imidazol-nitrogén 4altal koordindlt réz(I)komplexek esetében [39,92,93,97],
valészinlileg az Ac-HPHH-NH, ligandum merev szerkezetével van 0Osszefliggésben a prolin

beépitésének a kovetkeztében.

os_ / / NH CH—Cl,
O§< \/c HN/yCHz ;\:H . O\C/N:/ 74\
o '~ / o) 3 NH
HN CQ \ . HoC T ” Cu’*" N\/
HaC

%\ N-=" Euz+----N N, M O)?N_TH—C—U H,O(OH)
RS D

H,0 (OH) \\*

[CuLP* ((CuL(OH)T") [CuHL;LT* ((CuHL;L(OH)])

NH

6.2.3. dbra: A domindns réz(Il)-Ac-HPHH-NH, komplexek oldatbeli szerkezetének sematikus dbrdzoldsa;
zdrojelben a lehetséges vegyes hidroxokomplexek szerkezetét jeloltiik

A hirom imidazol-nitrogén koordindciéjat tdmasztja ald az egyedi abszorpcids spektrumbdl
leolvashat6 (6.2.2. abra) 622 nm-es Ay, érték is, ami j6 egyezést mutat az empirikusan szamolt 634 nm-
es értékkel. Az egyedi CD spektrumok (6.2.4. abra) kis intenzitdsi jeleket mutatnak a [CuL]** részecske
esetén, mind a toltésatviteli, mind pedig a d-d &4tmenetek tartomanyaban. Ez arra utal, hogy
makrokelatok alakulnak ki, és mint azt korabban mar lattuk, az ilyen tipusi koordinacié nem jarul hozza
jelentésen az optikai aktivitdshoz. Mindezek megerdsitik azt a feltevést, hogy a fémionhoz a hirom

imidazol-nitrogén koordinalédik: {3xImN, H,O}.
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6.2.4. dbra: A domindns réz(1l)-Ac-HPHH-NH, komplexek egyedi moldris CD spektrumai: [CuHL]* — A; [CuL]**
- O [CuH_L]* - [ CuH_;L(OH) — x; [CuH_;L]* — ¢ (a nagy intenzitdsbeli kiilonbségek miatt az UV és ldthato
tartomdny spektrumai kiilon dbrdn szerepelnek)

A pH fiiggd ESR spektrumok nagyon széles jeleket mutatnak, ezért nem ldtszanak a nitrogén
koordindcidja miatt kialakulé szuperhiperfinom felhasaddasok sem (6.2.5. abra), ami valdszinileg a
komplexek lassi oldatbeli mozgasanak az eredménye [129]. Ez a jelenség gyakran megfigyelhetd ha a
réz(ID)ionhoz a peptidnek csak egy kis része koordindlddik, a szabad rész pedig rendezetlen szerkezetet
mutat [123]. Ezek a szabadon mozgd végek novelik a molekula hidratburkat lassi mozgast és az ESR
jelek kiszélesedését eredményezve, ami tovabb fokozédik ligandumfelesleg jelenlétében, a
biszkomplexek képzodésének tartomanyaban. A [CuL,]** komplex esetén a mdsodik ligandum
koordinacidja egyfogu, vagy kétfogi formdban feltételezhetd. Ez utébbi koordinacidt tdmasztja ald ezen

részecske képzddésének pK ~ 7 értéke, ami megegyezik a ligandum harmadik pK értékével.

pH
3.08
w“\_-—w_,_ 4.99
M\"‘\/__ 5.51
\WM\/,_ 6.02
“—\‘“M\/_ 6.51
\\“M\// 7.01
W 7.48
W 8.01
W 8.61
9.22
9.59
1018
\'M“"’”\»\// 1059
\_’\M“'\\/’_/ 11.04

3000 3100 3200 3300 3400 3500 3600

Migneses tér (G)

6.2.5. dbra: A réz(1l):Ac-HPHH-NH, 1:1 molardnyi rendszer pH fiiggd ESR spektrumai( Cor =CL= 065X 107
mol/dm’, T=298 K)
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A [CuL]* komplex deprotondlédas pH 6 koriil indul ([CuL]** = [CuH_,L]* + H, pK;o; = 6,39).
pH 7,5 koriil a [CuH_,L]" részecske vélik dominénssd az oldatban. E folyamat sordn elképzelhetd a két
szomszédos hisztidin ko6zotti amid-nitrogén deprotondlédédsa, ami {ImN, N, ImN} tipusd koordinaci6t
eredményez, de vegyes hidroxokomplex ([CuL(OH)]") képzddése is lehetséges {3XImN, OH} tipusd
koordinaciés méddal (6.2.3. abra). A CD spektrumok (6.2.4. abra) a d-d dtmenetek tartomanyban és a
kozeli UV régidban is jelentds intenzitds-novekedést mutatnak, ami az eldbbi, azaz az amid-nitrogén
deprotondlddasat timasztja ald. Ez egy hat- és egy héttagi kelatgytirti kialakuldsaval jar, amelyek sokkal
hatékonyabban kozvetitik a ligandum optikai aktivitdsat, mint a [CuL(OH)]" részecske képzOdése esetén
feltételezhetd, a [CuL]** komplex szerkezetéhez hasonlé, makrokeldt tipusi koordinicié. Az egyedi
abszorpcids spektrum maximumadnak eltolddésa kisebb hullimhosszak felé (A.x = 596 nm) is az erésddo
ligandumtérre utal. Mivel a {ImN, N°, ImN, H,O} koordiniciéra szdmolhaté 608 nm-es A..x érték jo
egyezést mutat az altalunk meghatdrozott adattal, ezért a [CuH_|L]" részecskében a harmadik imidazol-
nitrogén valdsziniileg kiszorul az ekvatoridlis koordindcids sikb6l az amid-nitrogén koordinacidjat
kovetden. Ezek alapjan a 6.2.3. abran feltiintetett koordinaciés médot javasoljuk. Amint azt az irodalmi
osszefoglaloban is lattuk, a HXH szekvencidjd peptidek (ahol X # prolin) réz(Il)ion indukélta
deprotondlédédsa sordn, fizioldgids pH tartomdnyban, a {ImN, N°, N7, ImN} tipusd, két koordindlédott
amid-nitrogént tartalmazé részecske gyakran képzddik. Esetiinkben a prolin beépitésével ezt elkeriiltiik,
de a HH szekvencidndl nem sikeriilt megakaddlyozni az amid-nitrogén deprotondlédésat, és ezzel a
fémion Lewis savassdgdnak csokkenését, ami kedvezdtleniil hathat a komplex enzimutdnz6 képességére.
Azonban az el6z6 esettel ellentétben, ahol az ekvatoridlis koordinécids sik teljesen telitett, itt egy
konnyen cserélhetd vizmolekula foglalja el a negyedik koordinicids helyet. Emellett a harmadik
imidazol-nitrogén a réz(Il)ion kézelében van, mint sok természetes enzim aktiv kdzpontjaban, ezért ez a
részecske, vagy a kovetkezé deprotondlédasi 1épésben keletkezé [CuH,L]° vegyes hidroxokomplex
(feltételezett koordinacié: {ImN, N7, ImN, OH™}, ldsd kés6bb) igéretes enzimmodell lehet.

A kovetkezd 1épésben, a HXH (ahol X#P) szekvencidji peptidkomplexekkel ellentétben, ahol
altalaban szorosan 4tfedd deprotondléddsok jatszodnak le a két egymdst kdvetd amid-nitrogén
részvételével [10,39,90,92,93,97], itt a CuH,L részecske csak pH 8 felett képzddik, és pK-ja jelentésen
elkiiloniil az el6z6t6l (pKy_y; = 8,26). Mivel e folyamat ([CuH_,L]* = [CuH_,L]° + H*) nem eredményez
jelentds spektralis valtozdsokat a lathatd-, CD- és ESR spektrumokban sem, arra lehet kdvetkeztetni,
hogy itt nem egy tjabb amid-nitrogén, hanem egy vizmolekula deprotondlddésa jatszodik le, vegyes
hidroxokomplex képzddése kozben, {ImN, N, ImN, OH™} tipusti koordinédcidval az ekvatoridlis sikban.

A mélardnytdl fiiggetleniil, ligos kdzegben harom ekvivalens extra ldgfogydst tapasztaltunk,
ami azt jelenti, hogy pH 10 folott egy djabb deprotondlddasi folyamat jatszodik le [CuH ;L] részecskét
eredményezve ([CuH_lL(OH)]0 = [CuHsL] + HY, pKi5 = 10,57). Az egyedi CD spektrum jelentds
megvéltozasa a korabbiakhoz képest azt jelzi, hogy atrendezddik a réz(Il)ion koriili koordinacids szféra,
a masodik amid-nitrogén kiszorit egy djabb imidazol-nitrogént az ekvatoridlis sikbol. A 6.2.3. abran

félkovér betiikkel jelolt két amid-nitrogén egyikének a koordinécidja képzelhetd el e részecskében. A
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CD spektrum szokatlan alakja és a viszonylag nagy A, = 610 nm érték erésen torzult geometridra
utal, ezért egy {N°, N, ImN, OH™ + ImNuais} tipusi koordinécié feltételezhetd. Itt tehét a prolin
aminosav jelenléte miatt nem valésulhat meg az N-termindlison védett hisztidintartalmd peptidekre

jellemz6 harom amid-nitrogénes koordinéci6 [2,3,4,10,39].

Cink(Il)- és nikkel(Il )komplexek

Az Ac-HPHH-NH, ligandum cink(II)- és nikkel(Il)ionokkal alkotott komplexeinek stabilitasat is
vizsgédltuk 1:2 és 1:1 fém:ligandum moélardny mellett. Az eddigi irodalmi adatokhoz hasonléan
[10,39,89,96,98], e fémionok egymdshoz hasonld, de a réz(Il)ionndl néhdny nagysdgrenddel kisebb
stabilitasi komplexeket képeznek (1. tablazat).

A gyengén savas és semleges kozegben képzédé [ZnHL]™ és [ZnL]** komplexekre szamolt
stabilitdsi dllandok (Zn** + [HL]" = [ZnHL]™, logK = 2,93 és Zn™* + L = [ZnL]*, logK = 3,99), a
hasonlé rendszerekben meghatdrozott értékekkel Osszevetve [39,89], a két illetve hdrom imidazol-
nitrogén koordinacidjat tdmasztjak ald. A kovetkezd deprotondldddsi 1épésben, pH ~ 6 felett keletkezd
[ZnH_,L]" részecske megjelenésével (6.2.6. abra) szinte egyidejiileg csapadékkivéldst tapasztaltuk
ligandumfelesleg esetén is, mint ahogy ez mds N-termindlisan védett, hisztidint tartalmazé
peptidkomplexek esetén is bekoOvetkezett a fiziologids pH koriil [10,39,89,98]. Mivel a csapadék
felold6dasat erdsen ligos kdzegben sem tapasztaltuk, ez meggatolta a tovabbi vizsgalatokat. A semleges
pH koriil képz6dé [ZnL,]** komplexek képzédése sem egyértelmii a csapadék megjelenése miatt, de a
réz(I1)- és nikkel(I)ionokat tartalmazo rendszerekhez hasonléan, itt is feltételezheto.

100 -

6.2.6. dbra: A cink(1l)- Ac-HPHH-NH, rendszer részecskeeloszldsi diagramja. Zn:L = 1:2, 2x Cppe = CL = 8,0 x
107 mol/dm’, 1=0,1 mol/dm’ NaCl, T=298 K

A cink(Il)ionok jelenlétében végzett vizsgdlatokkal ellentétben, a nikkel(II)ionokkal alkotott Ac-
HPHH-NH; komplexek a teljes vizsgalt pH tartomanyban oldatban maradtak, bér a keletkezd részecskék
stabilitdsa minden esetben kisebb volt, mint a megfelelé réz(Il)komplexeknél. Amint azt a 6.2.7. abra

mutatja, savas kozegben a [NiHL]™, mig a 6,5 — 8,5 széles pH tartomanyban a [NiL]*

részecske
dominal, és még az 1:1 fém:ligandum mélardny mellett is képzodik biszkomplex. Az [NiL,]** részecske
stabilitasi allandéja ([NiL]** + L = [NiL,]**) csupan 1,23 logaritmus egységgel kisebb az [NiL]**
torzskomplex logP értékéhez viszonyitva (logPio; és logK, = logBip, — logfio adatok, 1. tablazat),

ellentétben a réz(Il)ionndl tapasztalt 3,3 logaritmus egységnyi kiillonbséggel. Ez arra enged
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kovetkeztetni, hogy a nikkel(I)komplexben a masodik ligandum valészinlileg mindhdrom imidazol-
nitrogénje a fémionhoz koordindlédik, akdrcsak a cink(Il)ionok esetében. Ez Osszhangban van azzal,
hogy mig a réz(Il)komplexeknél a siknégyzetes irdnyba erdsen torzult oktaéderes szerkezet a stabil,
addig ez utébbi fémionndl az oktaéderes komplexek képzddése a kedvezményezett.

100 -
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6.2.7. dbra: A nikkel(Il)- Ac-HPHH-NH, rendszer részecskeeloszldsi diagramja. 2 X c,.». = c¢p = 80 X 107
mol/dm’, 1=0,1 mol/dm’ NaCl, T=298 K

A pH tovabbi novelésével egymdssal szorosan étfedd 1épésekben, az [NiH_|L]" és az [NiH_zL]0
részecskék képzddnek pH 8 — 10 kozott, fiiggetleniil az alkalmazott fém:ligandum ardnytél. A két
deprotondldédasi folyamat kozti kooperativitds értelmezése nem egyértélmii, két amid-nitrogén vagy egy
amid-nitrogén és egy vizmolekula deprotondléddsa kovetkezhet be a nikkel(IT)ionok jelenlétében is. A
réz(IDkomplexekhez hasonléan, a két szomszédos hisztidin kozotti amid-nitrogén fémion indukdlta
deprotondlédédsa a legvaldszinlibb, de egy tovabbi amid-nitrogén koordinicidja, ugy tlinik, kevésbé
kedvezményezett. A két amid-nitrogénes koordindcié ellen szdl a tény, hogy az eddigi ismeretek alapjin
[130-132], az esetek tobbségében ez geometriavdltdst von maga utdn, ami szemmel is lathatd
szinvaltozassal jar: az oktaéderes komplekekre jellemzd halvanyzold szin sargira véltozik a
siknégyzetes elrendez0dés soran, tovabba jelentds véltozast okoz a CD spektrumokban is. Esetiinkben az
nikkel(II)-Ac-HPHH-NH, titrdldsa sordn nem tapasztaltunk szinvaltozast és karakterisztikus CD jeleket
sem mértiink, ami azt a feltételezést eredményezte, hogy a két atfedd folyamat egy koordindlédott
vizmolekula és egy amid-nitrogén deprotondléddsiahoz rendelhetd. Szinvaltozds azonban a ldgos
kémhatdsi oldat hosszabb ideig tartd tdroldsa sordn bekovetkezett, vagyis feltehetéen egy lassu
folyamatban a nikkel(Il)ionhoz koordindl6édott hidroxidion egy masodik amid-nitrogén deprotondlddast
indukalt, kialakitva igy a két amid-nitrogénes, siknégyzetes [NiH,L]” komplexet. A siknégyzetes
szerkezetre utal a 440 nm-nél megjelend negativ (Ae = —0,50 mol 'dm’cm™) és az 502 nm-en intenziv
pozitiv maximumot mutaté6 (Ae = +0,50 mol'ldm3cm"1) szimmetrikus CD couplet, valamint a
diamégneses komplex NMR spektruma is. A CD spektrumban tapasztalt valtozdsok nagymértékben
kiilonboznek a hisztidint nem tartalmazd, egyetlen minimum vagy maximum jelet mutaté siknégyzetes
nikkel(Ikomplexektdl [131]. Valamint ellentétes eldjelet mutatnak azon siknégyzetes
nikkel(Il)komplexek CD spektrumaihoz képest, amelyekben az amid-nitrogén koordinacidjat a hisztidin

aminosavtol kiindulva az N-termindlis rész fel6li peptid-nitrogén deprotondlédasa kovet [66, 130-132].
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Kiilonboz6 réz(Il)komplexek CD vizsgalata [133] alapjdn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
réz(II)- és nikkel(Ikomplexek esetén tapasztalhat6 couplet jelek eldjele az — X' YH- szekvencia esetén
az X aminosav milyenségétdl fiigg (X é€s Y nem vagy gyengén koordindl6dé oldalldncot tartalmazé
aminosavakat jelol). Ezzel ellentétben, az eddigi eredmények azt mutattdk, hogy azok a siknégyzetes
nikkel(Il)komplexek, amelyeknél a hisztidin a C-terminédlis helyet foglalja el, egy pozitiv CD jelet
mutatnak kisebb, és egy negativ jelet nagyobb A értéknél [66, 130-132]. Egyetlen ezekkel ellentétes
eldjelit spektrumot taldltunk az irodalomban, az Ac-HGGG-NH, peptid esetében [132]. Ez utdbbi
rendszerrel valé hasonlésdg alapjan az nikkel(Il)-Ac-HPHH-NH, rendszerben az [NiH,L]" részecske
esetében, az oktaéderes komplex lassi geometriavaltdsa sordn a két szomszédos, a molekula C-

termindlis része fel6li deprotondlddott amid-nitrogének koordinacidjat feltételezziik.

6.2.2. Ac-HisProHisProHis-NH; és Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH, ligandumok réz(Il)- és
cink(Il)komplexei

Léthattuk, hogy az Ac-HPHH-NH, réz(Il)komplexeiben nem sikeriilt az amid-nitrogén
koordin4cidjét fiziol6gids pH tartomanyban megakaddlyozni, illetve cink(Il)ionok jelenlétében csapadék
véalt ki az oldatb6l. Ennek egyik oka lehet, hogy a prolin aminosav miatt a peptidlinc meglehetds
merevsége nem kedvez a harom imidazol-nitrogén egyiittes koordinacidjanak. Ez lathaté abbdl is, hogy
az [ML]* torzskomplexek stabilitdsa, mind a réz(Il)-, mind a cink(I)ionok esetében kisebb, az
irodalomban fellelhetd hasonldé koordindcids tipusi komplexekhez viszonyitva. Ebben a HPH
szekvencidn kiviili résznek is jelentds szerepe lehet, valdsziniileg annak flexibilitdsa miatt, amit egy, a
kozelmiltban megjelent kozlemény is aldtdmaszt: az Ac-HPHAH-NH,, illetve Ac-HAHPH-NH,
szekvencidji peptidek CuL komplexeinek stabilitdsi 4lland6i 10™' és 10" [92] rendre mintegy egy
nagysagrenddel nagyobbak az Ac-HPHH-NH, esetén tapasztaltnal (107%).

Bar ezeknél a tobb hisztidint tartalmazé peptideknél a {3xImN} koordinacié dominalt pH 5 —7
tartomanyban, de nagy stabilitdsi {2xImN, 2xN"} komplexek alakultak ki a pH kismértékii novelését
kovetéen a HXH (ahol X # Pro) szekvencidt tartalmazé peptidekrészlet miatt réz(Il)ion jelenlétében.
Cink(IDionok jelenlétében pedig, semleges pH koriil, itt is csapadék valt ki az oldatb6l. A megfeleld
minimalis peptidtipusi enzimmodell kialakitdsahoz a fentiek alapjan 4j ligandumokat terveztiink: az Ac-
HisProHisProHis-NH, és Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH, peptideket. Az amid-nitrogének konszekutiv
deprotondlédédsdban toréspontot jelentd két prolin aminosav beépitésével célunk tovdbbra is az volt,
hogy csupan oldalldnci donorcsoportok és (deprotonédlddott) vizmolekuldk kozremiikodésével,
makrokeldttipusu koordindciét érjiink el pH 7 — 8 kozott.

Az Ac-HPHPH-NH, Iligandum pH-potenciometrids titrdldsok alapjdn meghatdrozott

értékek a kovetkezdk: pK; = 5,62, pK, = 6,28, pK; = 6,88, pKy = 10,20. Az els6é hdrom &lland6 j6
egyezést mutat az egymads kozotti 6sszehasonlitdsban, valamint az Ac-HPHH-NH, (pK;=5,60, pK,=6,20,
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pK3=6,99) adataival. A poldris csoportot tartalmazé aminosavak peptidlancba val6 beépitése a hisztidil-
oldalldncok protondlddési viszonyait nem befolydsoltdk 1ényegesen. A titrdldsi gdrbéken eltérés csak pH
8 felett, a lizin deprotondl6édasi folyamata miatt jelentkezik, mint ahogy azt a két ligandum titralasi
gorbéinek Osszehasonlitasabdl is lathatjuk (6.2.8.A abra). Az abrardl az is leolvashatd, hogy a harom
imidazol-nitrogén deprotondléddsa egymadssal atfedd egyenstilyi folyamatokban jatszédik le pH 5 — 7
tartomanyban, vagyis a fentiek makroszképikus dllandék, nem rendelheték kiilon-kiilon egyik
csoporthoz sem. Azonban a kordbban vizsgalt hasonlé ligandumok imidazol-csoportjaihoz rendelhetd,
NMR technikdval meghatdrozott mikrodllandék [134] ismeretében megallapithatd, hogy az egyes
hisztidinek pk értékei nem térnek el jelentdsen egymdstol (pk = 6,4 £ 0,15), azok deprotondlédésa

fiiggetlen.

12,0 7

10,0 A

pH
% L

-2,0 0,0 2,0 4,0 6,0
n(NaOH)/n(L)

6.2.8. abra: Az Ac-HPHPH-NH, (1) és Ac-KHPHPHQ-NH, (2) normdlt pH-metrids titrdldsi gorbéi (A) és az Ac-
HPHPH-NH, (szaggatott vonal) és Ac-KHPHPHQ-NH, ligandumok eloszldsgorbéi (B) (I = 0,1 mol/dm’ NaClO,,
T=298K)

Az Ac-HisProHisProHis-NH, ligandum komplexei

A peptid réz(I)- és cink(Il)ionok — ligandumfelesleg, illetve ekvivalens mennyiségli fémion —
jelenlétében torténd titrdldsai sordn azt tapasztaltuk, hogy a titrdldsi gorbék (6.2.9. abra) lefutdsa
hasonl6 a csak ligandumot tartalmaz6 gorbéhez, azonban a donorcsoportok savassiga megnd a
fémionok hatdsdra. Ez a hatds jelentdsebb a réz(Il)ionndl, ami a cink(Il)ionokhoz képest nagyobb
stabilitdsu komplexek kialakuldsdanak nem meglepd kovetkezménye. Az, hogy az imidazol-nitrogének
deprotondlédasdnak tartomdnyaban a titralasi géorbe meredeksége kisebb cink(Il)ionok jelenlétében, arra
utal, hogy bar a cink(II)ionok hatdsira az elsé imidazol-nitrogén koordinicidja nehezebben torténik
meg, ezutdn a tovabbi donorcsoportok kdnnyebben kétddnek a fémionhoz. Ez valészintileg a cink(Il)ion
koordinicids geometridjanak flexibilitdsdval magyardzhat6. Az abran az is l4tszik, hogy pH ~6,5 értékig
a ligandum anyagmennyiségét tekintve hidrom ekvivalens lig fogy, tehdt eddig a pontig nincs amid-
nitrogén deprotondlédéds. Ligandumfelesleg jelenlétében viszont lehetdség nyilik biszkomplexek
kialakulaséra is.

Az Ac-HPHPH-NH, peptid titrdldsa sordn, M:L = 1:2 és 1:1 ardnyd réz(Il)-, illetve

cink(IT)ionok jelenlétében is, csapadék kivélasat tapasztaltuk pH ~7 koriil. Ez 6sszhangban van tobb
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kordbban vizsgalt peptid cink(Il)komplexeinél tapasztaltakkal. Ugyanakkor a réz(Il)komplexek esetén
ez azt jelenti, hogy a két prolin aminosav beépitésével sikeriilt megakadélyozni a 1épcsdzetes amid-
nitrogén deprotondlddast, ellentétben a korabban vizsgdlt HXH tipusu peptidekkel. Ez viszont csapadék

képzddéséhez vezetett.
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6.2.9. dbra: A ligandum anyagmennyiségére normdlt titrdldsi gorbék az Ac-HPHPH-NH, ligandum (1), cink(Il)-
(2) és réz(Il)ionokat (3) tartalmazo rendszerek esetén ( Cyr=CL= 1,0 x 107 mol/dm’, I = 0,1 mol/dm’ NaClO,,

T = 298 K). A korokkel jelolt pontok a csapadékok felolddsdt kovetd ijratitrdlds adatsorai

6.2.2. tablazat: A réz(Il)-Ac-HPHPH-NH,, cink(Il)-Ac-HPHPH-NH,, illetve a réz(Il)-Ac-KHPHPHQ-NH, és
cink(Il)-Ac-KHPHPHQ-NH, komplexek stabilitdsi dllandoi (log p) és a szdmolt pK értékei (I = 0,1 mol/dm’,
NaClO,, T = 298 K)

M,H,L, prq Ac-HPHPH-NH, Ac-KHPHPHQ-NH,
logf,., pK* logf,., pK*
M = Cu*
MH,L 121 - - 22,87(2) 6,11
MHL 111 13,28(3) 5,17 16,76(3) 8,46
ML 101 8,11(2) 7,39 8,30(4) 9,65
MH_,L 1-11 0,72(4) 7,19 -1,35(4) 10,46
MH_,L 1-21 —6,47(8) - “11,81(3) -
MH,L, 122 25,00(6) 5,50 - -
MHL, 112 19,50(5) 5,97 - -
ML, 102 13,532) - _ _
M =Zn™
MHL 111 10,49(3) 5,48 14,992) 17,73
ML 101 5,01(2) 6,71 7,26(3) 8,95
MH_,L 1-11 ~1,70(4) - ~1,69(2) 1026
MH_,L 1-21 - - “11,953) -
MHL, 112 1547(4) 17,65 - -
ML, 102 782(5) _ _
apl<prq = ZOg ﬂprq - lOg ﬂp(r—l)q
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A csapadék kivalast megel6z0 titrdlasi adatokbdl szamolt stabilitdsi dllandok értékeit az 6.2.2.
tablazatban foglaltuk Gssze. Ezek alapjan a szamolt részecskeeloszlasi digramok a 6.2.10. abran
lathato.
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% cu"
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6.2.10. dbra: A réz(Il)-Ac-HPHPH-NH, rendszerek részecskeeloszldsi diagramjai: réz(I1l):L = 0,9:1, c;= 1,0x1 0’
mol/dm’ (A), réz(II):L = 0,5:1, c;= 1,010~ mol/dm’(B) ( I = 0,1 mol/dm’ NaClO,, T = 298 K)

Az eloszlasgorbékbél jol lathaté, hogy pH 4 — 7 tartomanyban a [CuHL]™, illetve [CuL]*
részecskék domindlnak az ekvimoldris oldatban, valamint biszkomplexek, foként [CuL2]2+ képzbddnek
jelentés mennyiségben ligandum felesleg esetén. A komplexekben megvalésuld koordindcids méd
megallapitdsdhoz 300 — 800 nm hulldmhossz tartomanyban rogzitettiik az oldatok CD spektrumait.
Amint azt az eddigi vizsgdlatainkb6l tudjuk, a d-d &dmenetek hulldimhossz-tartomdnydban a
deprotondlédott amid-nitrogén koordindciéja daltaldban intenziv negativ Cotton-effektust okoz.
Ugyankkor az oldallincok koordinicidja a tripeptidkomplexekben pozitiv jelet ad. A [CuHL]** és
[CuL]*" részecskék molaris spektumaibél lathaté (6.2.11. dbra), hogy 600 — 680 nm tartomanyban a
spektrum pozitiv eldjelli, vagyis a ligandum a teljes vizsgalt pH-tartomanyban az oldallancokban 1évd
imidazol-nitrogénjeivel koordindlédik a réz(II)ionhoz. Ezekben a komplexekben csak makrokelat-szerii
koordinacié valdsulhat meg, amit jol tiikkroznek a moldris intezitdsok is, melyek megkozelitleg egy
nagysagrenddel kisebbek a kistagszdmu keldtokra mérhetd szokdsos értékeknél. A CuH,L, komplexek

megndvekedett optikai aktivitdst mutatnak.

MHL,

0,6 1

0,4 1

0,2 1

0,0 1

,0!2 -

Ae / mol'dmécm’™

-0,4 -

-0,6 T T T T 1
300 400 500 600 700 800

A /nm

6.2.11. dbra: A réz(1l)- Ac-HPHPH-NH, rendszer domindns részecskéinek egyedi moldris CD spektrumai
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Ezt a jelenséget a biszhisztamintipusi komplexekhez hasonléan, amint azt kordbban a 6.1.
fejezetben lattuk, tovdbbi kirdlis hozzdjaruldsokkal magyardzhatjuk, ami minden bizonnyal itt is a
koordinal6dé imidazolgytrik sztérikus egymdasra hatdsabol ered.

Hasonlé kovetkeztetéseket vonhatunk le a 400 — 800 nm hulldmhossz-tartomdnyban rogzitett
UV/lathat6 spektrumokbdl is. A 6.2.3. tablazatban feltiintetett adatokbél j6l latszik, hogy a [CuHL]** és
[CuL]** részecskék egyedi moldris spektrumaibdl leolvashaté An, értékek j6 egyezést mutatnak a
kordbban meghatérozott két, illetve harom imidazol-nitrogén koordinaciét tartalmazé réz(Il)komplexek
hasonl6 adataival. A biszkomplexek esetén tapasztalt nagy eltérés a mért és négy ekvatoridlis imidazol-
nitrogén feltételezésével szamolt A, értékek kozott a geometria jelentds torzuldsdnak, valamint a négy
ekvatorialis donoratom mellett, az axiadlisan koordinalodé donorok hatasara bekovetkezd voOros

eltoléddsnak tulajdonithat6 [47].

6.2.3. tabldazat: A réz(I1)-Ac-HPHPH-NH,, és a réz(Il)-Ac-KHPHPHQ-NH, rendszerekben képzédd részecskék
egyedi moldris spektrumainak abszorpciés maximumdhoz rendelhetd A, értékei, illetve a kiilonbozd
ekvatoridlisan koordindlodo donoratomok részvételével, szemiempirikus adatok alapjdn szdmolt értékek [47]

Ac-HPHPH-NH, | A,..c e | AC-KHPHPHQ-NH, | 4,00 mérr | Amarszamorr | €KVatoridlis
koordinaciés

(nm) (nm) (nm) kornyezet

CuHL 710 CuH,L 704 692 {2X%N;n, 2xH,0}

CuL 644 CuHL 640 634 {3xN;n, H,O}

CuH_,L - CuL 592 598 {3xN;n, OH}

CuHL, 675 - - 585 {4xNin}

CulL, 621 - - 585 {4xNin}

- CuH_,L 590 598 {3xN;n, OH}

- CuH_,L 540 542 {2X%N;n, 2xXN}

A stabilitdsi dllandok Osszehasonlitdsa alapjdn megdllapithatjuk tehat, hogy az Ac-HPHH-NH,
ligandumhoz képest a HH részlet HPH részletre torténd cseréje a varakozdsnak megfeleléen valéban a
stabilitds novekedését eredményezte. A csapadék kivdldsa ennek ellenére megtortént. Az eloszlési
diagramokon (6.2.10. dbra) az is j6l lithaté, hogy a [CuL]** komplex képzddése utin a csapadék
kivéldsa a [CuH_,L]", illetve [CuH_zL]0 osszetételll részecskék mennyiségének novekedésével egyidében
jelentkezik.

A réz(Il)ionok esetében a deprotondlddasi folyamatok sordn stabilis {ImN, N°, N7, ImN} tipusu
koordinacidra itt nincs lehetdség. Barmelyik hisztidin oldallanc és a t6le N-termindlis irdnyban 1évd
amid-nitrogén egylittes koordinacidja lejatszodhat hattagii kelatgytrii(k) kialakuldsa kézben. Esetleg a
C-termindlis részen két egymds melletti amid-nitrogén koordinacidja is megvaldsulhat. Ezen folyamatok
soran sztérikus okokbdl imidazol-nitrogén(ek) szorul(nak) ki a koordinacids szféra ekvatoridlis sikjabol.
Az altalanos tapasztalat azonban az, hogy ha ilyen részecskék alakulnak ki, nem vélnak ki csapadék.
Lehetdség van vegyes hidroxokomplexek képzddésére, melyek oldhatésiga nem megfeleld, vagy a

fémion hidrolizisével a Cu(OH), csapadék kivalasara. A cink(Il)ionok esetében &ltaldban az utébbi
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reakci6 lejatszoddsat feltételezik a komplexek kis stabilitdsabol kifolydlag. Mivel tobbféle folyamat is
lejatszédhat, a tovdbbi tervezés szempontjabol hasznosnak tlint meghatdrozni, vajon milyen Osszetételli
a kival6 csapadék?

Annak eldontésére tehat, hogy a csapadék képzddése a réz(Il)-, illetve cink(Il)-hidroxid, vagy a
ligandumot is tartalmazdé kis oldhatésdgd komplex kivdlasdnak a kovetkezménye, a kovetkezd
kisérleteket végeztiik el. A réz(Il)- és cink(Il)-csapadékokat 0,1 mol/dm® NaOH oldattal val6 levalasztds
utdn 0,45 pm-es szlir6n lesziirtik, majd 0,1 mol/dm’ perklérsav hozzdaddsival feloldva ismét
megtitraltuk. A titrdldsi gorbék alapjan az eredeti ligandum mennyiségének 40-70%-at tudtuk
visszanyerni a csapadék levalasztasa és szlirése sordn. A ligandum anyagmennyiségére normalt titraldsi
gorbéket 6sszehasonlitottuk az eredeti, szintén a ligandum anyagmennyiségére normalt gorbékkel (6.2.9.
abra). Amint az lathat, az imidazol-nitrogének deprotondlédasi tartomdanydban a komplexek eredeti
titraldsi gorbéinek O jellegét kaptuk vissza (az ezen kiviil esd tartomdnyban a titrdldsi gorbék alakjat
jelentésen befolyasolja a higulds). Tehat a kivélt csapadék mindkét esetben nagy valdszinliséggel a
fémionokat és a ligandumot sztochiometrikus ardnyban tartalmazd, oldhatatlan vegyes-

hidroxokomplexek képzddéséhez rendelhetd.

Az Ac-LysHisProHisProHisGln-NH, ligandum komplexei

A fenti eredmények azt mutatjak, hogy a két prolin beépitése a HXHXH motivumban képes
megakaddlyozni az amid-nitrogének koordinacidjat pH ~ 7 koriil. Ugyanakkor annak ellenére, hogy a
képzd8dd vizoldhaté komplexek stabilitdsa Osszevethetd az Ac-HXHXH-NH, ligandumok hasonld
komplexeinek stabilitdsaval, az oldatokbdl csapadék valt ki. Ezért a HPHPH szekvencia megtartdsa
mellett, a kovetkezd 1épésben megprobiltuk a komplexek oldhatdsidgat megnovelni, az N- és a C-
termindlis részekre kapcsolt két poldros aminosavval. Az eldallitott 4j peptidben a semleges kozegben
még protonalt &llapotban 1év6 lizin oldalldncdn 1évé e-aminocsoport, illetve a hidrofil glutamin
oldalldnca hozzasegithet e cél megvaldsuldsdhoz. Emellett a Gln oldallanci karboxamidcsoportja, illetve
az e-NH, csoport az altalunk vizsgélt pH tartomdnyban varhatéan nem vagy csak gyengén koordinalédik
a fémiomhoz. Az Ac-KHPHPHQ-NH, szekvencidjdban a Lys aminosav beépitése az oldhatdsig
novelése mellett a katalitikus tulajdonsdgok szempontjabdl is elényds lehet, eldsegitheti ugyanis a
negativ toltésli szubsztratok, mint példaul a DNS és a komplex kdlcsonhatasat.

A vérakozdsainknak megfeleléen a heptapeptid réz(II)- és cink(II)ionok jelenlétében képz6dd
komplexei is a teljes vizsgdlt pH tartomanyban (pH 2 — 11) oldatban maradtak. A titrdldsi gorbék az Ac-
HPHPH-NH, pentapeptidhez hasonldéan alakultak — a ligandum mellett — a fémionokat tartalmazé
rendszerekben is (6.2.12. abra), ami alapjan ezekben az esetekben is az el6z6hoz hasonlé koordindcids
modot valészintsitjiik pH ~7-ig. A cink(II)ion-tartalmu rendszerekben, a kisebb stabilitdsi komplexek
képzddése miatt, az elsé imidazol-nitrogén koordinécidja nagyobb pH-n jatszédik le, vagyis nehezebben
torténik meg, mint a réz(Il)ionok jelenlétében, de ezt kovetden a tovabbi deprotondlddasok szitkebb pH

tartomanyban jdtszodnak le.
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6.2.12. dbra: A ligandum anyagmennyiségére normdlt titrdldsi gorbék az Ac-KHPHPHQ-NH, ligandum, illetve
cink(Il)- és réz(Il)ionokat tartalmazé rendszerek esetén ( Cpyre = €L = 1,0 x 107 mol/dm’®, I = 0,1 mol/dm’

NaClO,, T = 298 K)

A titralasi gorbékbol meghatarozott stabilitasi dllanddkat a 6.2.2. tablazatban osszegeztiik. Az
MH,L részecskék logf,,, értékeinek a pentapeptiddel valé Gsszehasonlitasakor azonban figyelembe kell
venniink, hogy a két peptid kiilonbdzd protonaltsdgi allapotban van egész addig, amig a lizin oldallanci
aminocsoportja protondlt. Az e-NH, csoport magas pK értékének és gyenge kelatképzd tulajdonsdganak
ismeretében azt valdszintsitettiik, hogy a lizin aminosav nem fogja jelentdsen befolydsolni a képzddd
komplexek stabilitdsat. Ezzel szemben, a 6.2.2. tablazatban szerepldé adatok, illetve hasonld, védett
peptidek réz(I)- és cink(Il)komplexienek [90,92,93,95,97,134,135] stabilitasi dlland6it 6sszehasonlitva
megdllapithatjuk, hogy a heptapeptid MHL (M = Cu vagy Zn) komplexei kevésbé stabilak. Az Ac-
HPHPH-NH, komplexeivel valé 6sszehasonlitishoz az Ac-KHPHPHQ-NH, esetén a logK = 6,56 (M =
Cu), illetve 4,79 (M = Zn) értékeket kell osszevetniink a pentapeptid logfy, értékeivel (logK = logB—
pK4). A kisebb stabilitdsra magyardzat lehet a lizin oldalldnci pozitiv toltése és a szintén pozitiv fémion
kozti taszitas [63,103,136], ami jelen esetben még Kkifejezettebb lehet a két prolin eredményezte
merevebb szerkezet miatt.

A réz(Il)ionok jelenlétében kialakulé komplexek eloszlasi diagramjan (6.2.13.A. abra) jol
lathatd, hogy a komplexképz6dés pH ~ 4 koriil kezdodik a két imidazol-nitrogén koordindciot
tartalmazoé [CquL]4+ részecske kialakuldsdval. A pH ~ 7 koriili tartomdnyban a [CuHL]3+ részecske
domindl {3xImN} koordiniciéval, amit bizonyitanak a d-d dtmenetek tartomdnydban rogzitett CD és
UV/lathat6 spektrumok. A pentapeptid réz(Il)komplexeihez hasonldan, itt is a flexibilis makrokelatokra
jellemz6 kis intenzitasi CD jeleket (6.2.14. abra), és a szemiempirikus dton szamolt A, értékekhez

hasonl6 adatokhoz jutottunk a részecskék egyedi spektrumaibdl (6.2.3. tablazat).
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6.2.13. d@bra: A Cu(ll)-Ac-KHPHPHQ-NH, (A) és Zn(ll)-Ac-KHPHPHQ-NH, (B) komplexek részecskeeloszldsi
diagramjai, M:L = 1:1, ¢, ». = 0,0010 mol/dm’, I = 0,1 mol/dm’ NaClO,, T = 298 K

A kovetkezd deprotonalédasi folyamat ([CuHL]™ = [CuL]** + H') 8,46-0s pK értéke nem
egyezik meg a szabad ligandum lizin oldalldnci csoportjdnak deprotondlédasival, igy ez a 1épés
valészintileg egy a fémionhoz koordindlédott vizmolekula protonjdnak tdvozasat jelenti. Annak
bizonyitdsara, hogy itt valéban vegyes hidroxokomplex kialakuldsar6l és nem amid-nitrogén
deprotondlédasrél van sz6, megvizsgiltuk a kialakul6 komplexek 300 — 800 nm hulldmhossz
tartomdnyban kialakulé UV/lathat6- (6.2.3. tablazat) és CD spektrumait (6.2.14. abra). Amint az
lathat6, a [CuL]* részecske kialakuldsa nem eredményezett jelentés CD viltozést, és az abszorpcids

spektrum A, értéke is j6 egyezést mutat a {3xImN, 1xOH"} koordinaciés kdrnyezetre szamolt értékkel.

0.8 7

0.6
0.4 1
0.2

0.0 v~

Ae/ mol'dm®cm™

A/ nm

6.2.14. abra: A réz(Il)- Ac-KHPHPHQ-NH,; rendszer domindns részecskéinek egyedi moldris CD spektrumai

A spektrélis paramétereket figyelembe véve, a kovetkezd, [CuH_L]" részecske kialakuldsa
tartozé 9,65-6s pK érték a lizin deprotondlédashoz rendelhetd. Ebben a folyamatban az abszorpcids
spektrumokban nem latunk szdmottevd vaéltozdst, és a CD jelek sem utalnak amid-nitrogén
koordin4cidra. Az el6z6 harom részecskétdl kiilonbozo, az UV tartomanyban tapasztalt pozitiv CD jel a
lizin gyenge koordindcidjdra utalhat, de eredményezheti ezt példdul hidrogénkstés vagy egyéb, sztérikus
okokbdl kialakulé intramolekuldris kdlcsonhatds is.

A kovetkezd deprotondlédds pH ~ 10 koriil jatszodik le a [CuH_L]" = [CuH_zL]0 + H" 1épésben.

Az 1j részecske képzddésével parhuzamosan jelentdsen megvaltozik az UV/lathat6 spektrumok alakja, a
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kék eltolodas a réz(Il)ion koriili ligandum tér novekedésének a kovetkezménye. A CD spektrumon a 350
nm koriill megjelend negativ csucs is az amid-nitrogén koordinacidjat bizonyitja. Azonban a CD
spektrum alakja és kis intenzitdsa arra utal, hogy ebben a pH tartomdnyban tobb izomer van jelen. A
[CuH,zL]0 részecske abszorpcids spektrumdbdl szamolt A,.x = 540 nm egy {2xImN, 2xN"} koordinacids
kornyezetre utal, ami a fémion koriili ekvatoridlis sik jelentds valtozdsaval jar, egy imidazol-nitrogén és
a hidroxidion kiszoruldsidval egyiddben. A rendelkezésiinkre 4ll6 adatokb6l nem tudjuk pontosan
meghatarozni, hogy mely amid-nitrogének koordinacidja torténik meg, a lehetséges donoratomokat a

6.2.15. abran félkovér betiikkel jeloltiik.

CH’C\

OYC H3O O=, C 2
// | /\( ?40

7 HoG H0(0H) /NH Oy, NH,
/C ’M2+ I C
HoC CH2 \C [ Ho
N CH ) S e O AN
2
\C/ 2 H H2 I
Ha 5

6.2.15. dbra: A {3xImN} koordindciot tartalmazo Ac-KHPHPHQ-NH, komplexek sematikus dbrdja. Az N- és C-
termindlis végen levé amid-nitrogéneket, melyek liigos pH tartomdnyban a fémionhoz koordindlodhatnak félkovér
betiikkel jeloltiik

Ellentétben az Ac-HPHPH-NH, réz(Il)- és cink(Il)komplexeivel, a heptapeptid esetén nem
tapasztaltunk jelentds biszkomplex képzddést, ami az e-NH, csoport pozitiv toltésének taszitdsabdl és
sztérikus okokbdl eredhet.

Erdemes viszont megjegyezni, hogy bar az imidazol-nitrogénekkel kevésbé stabil
cink(Il)komplex alakul ki a heptapeptid esetén is, mint réz(Il)ionok jelenlétében, addig a tovibbi
deprotonalddasi folyamatok a cink(IT)ionok hatdsara kisebb pH-n mennek végbe (6.2.12. abra). Ez jol
lathaté akkor is, ha Gsszehasonlitjuk a [ZnHL]* és [ZnL]** komplexek pK értékeit a megfeleld
réz(IDkomplexek adataival. Ez igen biztat6 a hidrolitikus aktivitds szempontjabdl, hiszen itt mar pH ~ 7
felett [ZnHL(OH)]** osszetétellel jellemezhetd, vegyes hidroxokomplex alakul ki, amint azt az eloszlasi
diagram (6.2.13.B. abra) is mutatja. Ezenkiviil a [ZnH_,L] = [ZnH,,L] + H" reakciéban képz6d6
részecske pK = 10,26 értéke a lizin g-oldalldnci csoportjanak deprotondléddshoz rendelhetd, ami azt
jelenti, hogy a cink(Il)iont tartalmaz6 rendszerekben nagy valdszintiséggel nem fordul el amid-nitrogén

deprotonélddas.
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6.3. Fehérjék fémkoto helyeinek modellezése a P20 és P24 oligopeptidek segitségével

Az eddigiek sordn csak kis tagszamu peptidek vizsgélatdra lattunk példakat, viszont napjainkban
a fehérjék tervezése és szintézise igen gyorsan fejlddé kutatdsi teriilet lett, melynek célja eldre
megjosolhatd szerkezetii és funkcidju proteinek szintézise. Az ilyen kutatdsok lehetOséget nytjtanak
fémionkotdhelyek tervezésére egy fehérjén beliil. Ilymoédon, példdul mesterséges metallonukleaz
enzimeket allithatunk eld, melyek jelentdségét igazoljak igéretes felhasznaldsi lehetOségeik, mint a
génspecifikus (kemo)terdpia, az antivirus oltdanyagok kifejlesztése, illetve olyan betegségek gydgyitasa,
amelyek genetikai okok miatt a szervezetre veszélyes fehérjék képzodésével jarnak. Mindezek alapvetd
feltétele a megfeleld bazisszelektivitdssal rendelkezd uj restrikcids enzimek eldallitasa [137].

Kutatdsaink sordn olyan mesterséges metalloenzimek eldallitasat terveztiik, melyek alkalmasak
lehetnek a DNS, RNS vagy foszforildlt fehérjemolekuldk foszfodiészter kotéseinek katalitikus
hidrolizisére, elsé kozelitésben nem-specifikus mdédon. A cél nem csak a szintetikus hidroldzok
eldallitdsa, hanem az is, hogy a mesterséges enzimeken keresztiill megértsiikk a természetes enzimek
miikddését és a benniik taldlhatd fémionok szerepét.

A koordindciés kémiai ismeretek alapjdn megtervezett kis tagszdmu peptidek katalitikus
aktivitdsvizsgdlata néha nehézségekbe litkdzik, mint ahogy azt az irodalmi Osszefoglalé és az el6zo
kisérleti leirdsokbdl is lathattuk. A kordbbi problémdk mellett tovdbbi hdtrdnyt jelenthet, hogy
esetenként az oligopeptidek fémkomplexei kinetikailag és termodinamikailag nem elég stabilak, igy in
vitro akdr a szubsztrat is elvonhatja a fémionokat a komplexiinktél. Bar a réz(Il)ion j6 komplexképzd,
hatrany lehet a hidrolitikus aktivitds vizsgdlatokndl, hogy redoxifolyamatokban is részt vehet. Ilyen
megfontolds alapjan a cink(Il)ion lenne a megfeleldbb valasztds, ez viszont mint lattuk, pH 7 koriil
konnyen hidrolizélt. Tény az is, hogy a kis aminosavszamu egymagvui peptidkomplexekkel szemben a
természetes enzimek aktiv centrumdaban altaldban tobb fémion taldlhat6. Mivel egyes enzimek, illetve a
ma ismert modellvegyiiletek koziil a leghatékonyabbak két- vagy tobbmagvi fémcentrumot
tartalmaznak, ezért célkitizéseink kozott szerepelt, hogy egy 20 — 24 aminosavbdl 4allo, stabil
gerinckonformécié kialakitdsara és két fémion megkotésére alkalmas peptidet allitsunk eld. A
késdbbiekben, amennyiben sikeriil katalitikus aktivitdst mutaté peptidkomplexet eldallitanunk,
lehetdségiink nyilhat e molekuldbdl szubsztrat- és szekvencia-specifikus mesterséges nukledzt eldallitani
ugy, hogy az oligopeptid részletet a nukleinsavak helyspecifikus megkotésére képes mdsik molekuldhoz
csatoljuk. Ez az elképzelés az eddigi vizsgdlatok alapjdn — melyek azt mutatjdk, hogy a természetes
enzimek egy részénél kiilon rész felelos a szubsztrdt specifikus megkotéséért, és egy mdsik rész a
hidrolitikus aktivitdsért — mitkodoképes lehet. A nukledz aktivitassal rendelkezd mesterséges enzimben
tehat a peptid fémkomplexe lenne a funkciondlis egység, mig, példdul egy fehérje domén lenne felelds a
szubsztratspecifikussagért (6.3.1. séma). Mindez azért valészer(i, mert modositott, illetve tn. flizids
fehérjék manapsdg mar rutinszertien és viszonylag olcsén allithaték el6 a molekuléris bioldgia
eszkozeinek felhaszndldsaval. Ez mutatja a peptidtipusi modellvegyiiletek nagy elényét a szintetikus

modellekkel szemben.
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A
6.3.1. séma: A fiizios fehérje alapii mesterséges nukledzok sematikus dbrdja

Munkéank sordn a fémtartalmu foszforsavészter hidrolizist végzé enzimek koziil a biborsav-
foszfatiz (BSF) enzimcsaldd aktiv kozpontjdnak modellezésével szeretnénk mesterséges nukledz
enzimeket utdnzé vegyiileteket elddllitani. A biborsav-foszfatdzokban kialakult fémionkotd hely a
kiilonbozdé €16 szervezetekben igen jonak bizonyult, az evolicié sordn nagyon hosszi idé ota
véltozatlanul megmaradt. Az irodalmi Osszefoglaléban (3.1.2. fejezet) részletesebben bemutatott BSF

enzimek aktiv kozpontjiban két fémion talalhat6: Fe™ és M" (példaul Zn"). Az elfogadott mechanizmus

szerint [24] az M" felelés a szubsztrat megkotéséért, a vas(Ill)ion pedig a nukleofil timadé csoportot
generdlja. Ez kitlinden mutatja a fémionok egyiittmiikodd szerepét a katalitikus reakcid soran.

A természetes BSF enzimek aktiv kozpontja alapjan, egy cseh egyiittmiikodés keretén beliil,
modekuladinamikai szamitdsokkal [138—140] megterveztiink néhany olyan peptidet, amelyek képesek a
két fémion (Fe"" és Zn") megkotésére.

A tervezett P20-nak nevezett peptid szekvencidja (egybetlis aminosav jeldléssel):
YKDPPTDHLDQRVLDLPHHN, a P24-é pedig: DPPQVPHLYGLFQINDTVHGCCHN. Mivel az
ilyen nagy tagszdmud peptidek SPPS-sel torténd elddllitisa elég koltséges és nehézkes, ezért elsd
1épésként mikrobioldgiai eszkdzoket hasznéltunk, a kisérleti mddszereknél leirtaknak megfelelden.
Rekombindns DNS technoldgidt alkalmazva éllitottuk el a tervezett peptideket, vagyis a plazmid
vektorba beépitett peptid génjét, baktériumokba juttatva kifejeztiik. Az alkalmazott plazmid a peptid N-
termindlis vége fel6l a Glutation S-transzferdz (GST) génjét is tartalmazta, igy a két molekula
Osszeflizve, fizios fehérjeként fejez0dott ki.

A GST enzimcsaldd tagjai a természetben széleskorben elterjedtek. A GST (Schistosoma
japonicum-bdl izoldlt (SjGST), 26 kDa koriili molekulatomegli fehérje) a molekularis bioldgidban jol
ismert ,,gén-flizids rendszer”’, amely egy sokoldald és széles korben hasznalt eszkdz. Megkonnyiti a
hozza fiizott peptid génjébdl annak az E. coli baktériumban torténd kifejezését, valamint a fuzids fehérje
tisztitdsat és kimutatdsat is. A baktériumban torténd kifejezésekor a GST a C-termindlis végéhez flizott
peptid jelenlétében is megorzi az enzimatikus aktivitdsdt [141-143]. Ez azért fontos, mert a szubsztrat
megkotésének képességét kihaszndlva a fuizids fehérje tisztitdsa szerencsés esetben egy affinitds
kromatografids mddszerrel egyetlen 1épésben megoldhatd. A fiizionélt peptidmolekula tomege, a GST
tomegével megnovekszik, ami megkonnyiti a kisméreti polipeptidek detektaldsat poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE). Fontos még megemliteni, hogy a célfehérjék vagy peptidek
szerkezetét, illetve funkcidjat az esetek tobbségében a fuziés GST nem befolydsolja, a C-termindlis vég
meglehetdsen szabadon 4ll, igy a hozzd fzott peptid valésziniileg hozzaférhetd lesz a fémionok

szdmdara. Ezenkiviil a GST a természetes formdjdhoz hasonldan, fizids fehérjeként is alkothat dimereket,

ami azért lehet fontos, mert a DNS-lancok foszfatészter kotéseit hidrolizalé nukledz enzimek tobbsége is
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dimerként miikodik. A GST dimerben a C-termindlis végek egy irdnyba mutatnak, ami eldsegitheti a
hozz4a fizott peptidnek a kettds szald DNS-hez valé kotddését (GST kristdlyszerkezetét a Fiiggelékben
mutatjuk be). Emellett a GST fiziés rendszert alkalmazzak metalloproteinek vizsgédlatdra is, ugyanis a

megfigyelések szerint a GST eldsegitheti a fémionok beépiilését a fehérjékbe.

6.3.1. A GST-P20 és GST-P24 fiizios fehérjék elddllitdasa

A P20 illetve P24 peptidek fiizids fehérjeként torténd eldéllitdsahoz sziikséges plazmidok
megtervezése és elddllitdsa nemzetkozi (japdn) egyiittmiikodés keretében tortént. Ennek sordn olyan
DNS szekvencidt éllitottak eld, amely kddolta a megtervezett peptidek aminosav-sorrendjét. A pGEX-
6P-nek nevezett, dltaluk hasznalt plazmid vektor tartalmazta a GST fehérje génjét, olyan formaban, hogy
annak C-termindlis végéhez lehetett flizni (klénozni) a polimerdz liancreakciéval (PCR) eléallitott
célpeptidek génjeit. Az igy eldallitott plazmidokat azutdn baktériumokba juttattuk, mivel igy egyszeriien
és gyorsan termeltethetd a fizids fehérje, hiszen csak megfeleld tdpanyagra van sziikség a baktériumok
szaporodasdhoz.

A 6.3.1. abran jol lathaté a kiilonb6z6 kisérleti koriilmények kozott kifejezett, poliakrilamid
gélelektroforézis (SDS-PAGE) segitségével detektdlt fehérjék sokasdga, melyet a baktériumok
termeltek. Ismert molekulatomegii fehérjéket tartalmazé fehérjemarker segitségével azonosithatd a
megfeleld zsebekben a GST-P20, a maga 30512 Da tomegével (261 aminosav), a GST-P24, melynek
molekulatomege 30806 Da (265 aminosav), illetve a jelen esetben (pozitiv) kontrollként hasznilt GST
fehérje is (M,= 28430 Da, 244 aminosav).

GST GST-P20 GST-P24

—

37 37

Y*'C 30 30 37 37 37 30 30 37 37

Marker t £ t £ ni t f t bl

6.3.1. dbra: SDS-PAGE: GST, GST-P20, illetve GST-P24 fehérjék azonositdsa; a roviditések jelentése: t = teljes
fehérje tartalom, f = feliiliiszo, vizoldhato frakcid, ni = nem indukdlt baktériumok fehérje oldata

Miutan a kisérleti médszereknél leirtak szerint optimalizdltuk az eldallitds koriilményeit, a
fehérjéket két 1épésben tisztitottuk. A vizoldhat6 frakciét elsd 1épésként, az affinitds oszlop védelme
érdekében, egy kationcseréld dietil-amino-etil-celluléz (DEAE) oszlopon engedtiik at, melyrdl gradiens
elicidéval mostuk le, novekvé NaCl séoldatot hasznalva. A célfehérjében dusitott oldatot ezutdn GST-
affinitds kromatogréfia segitségével tisztitottuk. Ennek eredményét lathatjuk a kovetkezé6 SDS-PAGE

gél fot6jan (6.3.2. abra). A tisztitott fehérje novekvé mennyiségének elektroforézise is igazolta a fehérje
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tisztasdgat. A tisztitds eredményeként sikeresen elddllitottunk elsé alkalommal 2,2 mg GST-P20

fehérjét, majd optimalizalds utdn 30 mg GST-P20-at, illetve 10 mg GST-P24-et.

marker atfolyd mosd 1. frakcié 2. frakcio marker — sutl 10ul
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6.3.2. dbra: A baloldalon a GST-P20 affinitdaskromatogrdfids tisztitasdt koveto SDS-PAGE gél fényképe ldthato; az
oszlopon megkotodott a fehérje, amit redukdlt glutationnal lehetett eludlni; a tiszta fehérjét az 1. és 2. frakciok
osszegytijtésével nyertiik. A jobb oldali képen a GST-P20 fehérjét ldtjuk novekvé koncentrdcioban SDS-PAGE
gélen

6.3.2. A GST-P20 és GST-P24 fizios fehérje fémkoto tulajdonsdgai
A természetes enzim aktiv kozpontjdnak anal6gidjdra, az altalunk tervezett peptidben taldlhaté
koordindl6dé oldallanci donorcsoportokat tartalmazé aminosavak koziil varhatéan egy Tyr, egy His és

egy Asp koordinalddhat a vas(Ill)ionhoz, mig egy Asn és tovabbi két His a cink(II)ionhoz. A két fémion

kozti hid szerepét egy Asp karboxilcsoportja jatszhatja, amint ez a 6.3.3. abran is lathato.

6.3.3. dbra: A bal oldali dbrdn a P20, a jobb oldali dbrdn a P24 peptid feltételezett szerkezete ldthato

Az eldallitott fehérjék fémkotd tulajdonsdgainak  vizsgdlatdt cirkuldris — dikroizmus
spektroszkopia segitségével, részecskegyorsitoban eldallitott UV sugdrnyaldbbal végeztiik (SRCD). A
tavoli UV hulldimhossz-tartomanyban a viz elnyelése mar a kereskedelmi CD spektroszképokban
szokasos 1-2 mm-es kiivettdkban jelent0ssé valik. Ezért az elérhet6 legkisebb hulldmhossz 200 nm koriil
van, és emiatt esetenként az informativ nagy intenzitdsu fehérjesdvok nem lathatéak a szinképekben.
Kisebb tthosszak esetében (I < 0,1 mm) pedig a fehérjekoncentriciét kellene novelni, ami a kis
mennyiségben kifejezhetd, vagy megnovelt fehérjekoncentracio esetén aggregalddashoz vezetd fehérjék
esetében nem kivitelezhetd. A szinkrotron sugdrzas sordn keletkezd nagy fluxusu sugdrnyaldb lehetdvé

teszi igen kis koncentrdciéban 1évé fehérjék tdvoli UV tartomdnyban torténd vizsgélatat is nagyobb
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uthossz elérését biztositd kiivetta hasznalatdval [110]. Kisérleteinkben [ = 0,5 mm kiivettat
alkalmaztunk, melyben a fehérjekoncentricié 0,05 — 0,1 mg/cm’ volt.

A 6.3.4. abran a GST-P20 fehérje CD spektrumanak valtozdsa lathaté feleslegben alkalmazott
cink(IT)ionok hatasara. Megfigyelhetd, hogy kis fémion:ligandum ardny esetén egy izodikroikus ponton
mennek 4t a spektrumok 198 nm korill (az dbrdan egy korrel kiemelve), ami két részecske kozti
egyensilyi folyamatra utal. Feltételezésiink szerint ezek a szabad fehérje és annak fémkomplexe. A
peptidrész és a cink(Il)ionok kozott kialakulé koordinativ kotés okozhatja a kismértéki
szerkezetvaltozast. Az dbrdn a nyilak mutatjdk a cink(Il)ionok ndvekvd koncentricidja sordn

bekovetkezd valtozasok irdnyat.
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6.3.4. dbra: A GST-P20 fehérje SRCD spektrumai cink(Il)ionok tdvollétében, illetve a fémion novekvi
koncentrdcidja (az dbrdn nyilak szemléltetik) mellett. A Zn":GST-P20 mdlardnyok a kivetkezék voltak: 0:1
(teltvonal), 2:1, 4:1, 8:1, 16:1, 32:1

A cink(Il)ionok mennyiségének tovabbi novelése sordn dramaian megvaltozik a CD spektrumok
alakja, ami egy masik folyamat, egy nem-specifikus elektrosztatikus kdlcsonhatds, illetve ennek hatisara
bekovetkezd denaturdlédds eredménye lehet. Az el6z6hoz igen hasonld eredményt mutatott a
vas(Ill)ionokkal megismételt méréssorozat is. Azt is meg kell emliteniink, hogy a kiillonbozd
koriilmények kozott elddllitott fehérjék CD jelei mutattak kiilonbséget (példaul a dializis ellenére
esetlegesen jelenlevd glutation, ami a GST szubsztratjaként hozzakotddik a fehérjéhez, befolydsolhatja
annak szerkezetét). Bar emiatt esetenként eltéré konformaciét mutatott a fehérje, de a fémkotés minden
esetben nagyon hasonl6 spektrilis valtozdst eredményezett.

Ezt mutatja a GST-P24 cink(I)- és vas(IIl)ionok hatdsdra bekovetkezd szerkezeti véaltozésa is,
amit az el6z8ekhez hasonléan SRCD spektroszkdpia segitségével probéltuk nyomon kovetni. Az elsd
eldallitas sordn nagyobb mennyiségben sikeriilt ezt a fehérjét kifejezni, igy a vizsgalt rendszerben a
GST-P24 koncentriciéja 0,1 mg/cm’ volt. Ebben az esetben is megfigyelheté az izodikroikus pont, majd
az el6z6ekhez hasonléan nagy cink(Il)ion feleslegnél csokkend intenzitdst tapasztaltunk, azaz csokkent a
fehérje rendezettsége, ami nem-specifikus kolcsonhatdsokra, illetve denaturdlédasra utal (6.3.5. abra).

Felmeriilt a kérdés, hogy dnmagdban a GST fehérje, a fémkotésre tervezett C-termindlis végen
levé peptidrész nélkiil, mutat-e hasonlé viselkedést? Ennek eldontése érdekében a rendelkezésiinkre 4llo

pGEX-6P plazmidbdl eldallitottuk és megtisztitottuk, a fizids fehérjékhez hasonlé médon, a GST-t is.
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Ellipticitas/mfok

6.3.5. dbra: A GST-P24 fehérje SRCD spektrumai cink(Il)ionok tdvollétében, illetve a fémion novekvo
koncentrdcidja (az dbrdn nyilak szemléltetik) mellett. A Zn":GST-P24 mdlardnyok a kivetkezdek voltak: 0:1
(teltvonal); 2,2:1; 5,2:1; 10:1; 18:1; 36:1; 60:1; 200:1; 1000:1

Amint az a 6.3.1. abran is lathatd, 37°C homérsékleten, a kisérleti részben leirt koriilmények
kozott, onmagédban a GST fehérje is nagy mennyiségben kifejezhetd. Az eddigiekben alkalmazott
kisérleti koriilmények kozott CD méréseket végeztiink a tisztitott GST fehérjével is. A spektrumok azt
mutattdk, hogy a fémion koncentracidjanak folyamatos novelésével a CD jelek intenzitasa véltozatlan
jelalak mellett folyamatosan csokkent. Tehdt itt csak nem-specifikus, elektrosztatikus fémion-ligandum
kolesonhatésrdl beszélhetiink, melynek végsd szakaszdban bekovetkezik a fehérje denaturdlédasa. A
fémion kis feleslegének hozzdaddsa sordn itt nem figyelheté meg a fentiekhez hasonlé kezdeti
egyensilyi folyamat. A spektrumok a zéruspontban metszik egymdast, ami nem jelent izodikroikus

pontot. A 6.3.6. abran a nyilak a cink(II)ionok ndvekvd koncentraciéjat mutatjak.
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6.3.6. dbra: A GST fehérje SRCD spektrumai cink(Il)ionok tdvollétében, illetve novekvi koncentrdcidja (az dbrdn
nyilak szemléltetik) mellett. A Zn":GST mdlardnyok a kovetkezoek voltak: 0:1 (teltvonal), 2:1, 10:1, 21:1, 500:1

A fentiek alapjan megéllapihatjuk, hogy nagy valésziniiséggel a C-termindlis részhez flizott

oligopeptidek biztositottdk a fiizids a fehérje koordinativ fémkotd tulajdonsagat.

A faziés fehérjék fémkotésének tovabbi vizsgdlatdhoz Ni-affinitds kromatografiat valasztottunk.
Ez a moédszer a multihisztidin-tartalmd fehérjék nikkel(Il)ion koordindcidjan alapuld specifikus
elvilasztadsi mddszer, melyet a molekuldris biolégidban elterjedten alkalmaznak fehérjetisztitasra.
Amennyiben az dltalunk elddllitott GST-fuziés fehérjék képesek az oszlopon 1évd nikkelionokhoz

kotédni, a médszert a fémkotd tulajdonsdg bizonyitdsdra is hasznalhatjuk. A GST-P24 fehérjével végzett
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kisérlet frakcidinak poliakrilamidgélen torténd vizsgdlata alapjan lathat6 (6.3.7. abra), hogy a Ni-
affinitds gyantdn a fehérje megkotodik. Az atfolyd frakcidkban nem detektdltunk fehérjét, mig az
imidazollal végzett elici6 sordn (a Ni-affinitds oszlop gyartdjanak leirdsa alapjin az imidazol leszoritja a
koordinal6dé fehérjéket az oszloprol) a GST-P24 fehérjét a harom azonos térfogatd elicids frakcid
koziil a masodikban detektaltuk legnagyobb koncentraciéban. Ez a kisérlet azonban még nem bizonyitja
kizardlagosan a peptid fémkotd tulajdonsdgat. Ezért ahogyan azt a CD vizsgalatokndl tettiik, a kisérletet
elvégeztiik a fuzids rész nélkiili GST fehérjével is az elézéekkel azonos koriilmények kozott. Azt
tapasztaltuk, hogy a GST a peptid rész nélkill is megkotddott az oszlopon, bdr itt az elsd eldcids
frakciéban taldltuk a legtobb fehérjét. Tehat a GST ugyan kevésbé erdsen, de a fémionokhoz k&tddik,
ami jelentésen megneheziti a fémion-kotés kvantitativ jellemzését. A GST aminosav-szekvencidja és
toltéseloszlasa nem utalt arra, hogy a fémionokhoz ennyire hatékonyan kotddhet, de a Protein Data Bank
honlapjardl letdlthetd pdb fdjlok, valamint kvantummechanikai szdmitdsok alapjan feltételezhetd, hogy a

nagy feliileti elektronsiirliség miatt alakit ki elektrosztatikus kolcsonhatést a fémionokkal.
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6.3.7. abra: SDS-PAGE a Ni-affinitds kromatogrdfidrol. A bal oldali képen a GST-P24, a jobb oldali képen pedig
a GST fehérje megkotodése, majd imidazol hatdsdra torténd elicidja ldthato

6.3.3. A GST-P20 fuzios fehérje kristdlyositdsa

A fuziés fehérje szerkezetének, ezen beliill a peptid elhelyezkedésének és fémionkotd
tulajdonsdgainak tovabbi vizsgalata céljabol megprobalkoztunk a fehérjék kristdlyositasaval. A GST-
P20 fuzids fehérje kristalyositasi kisérleteit a Dan Miiszaki Egyetem (DTU, Lyngby) laboratériumédban
végeztem. A kisérletsorozat els6 1épéseként a Molecular Dimensor Ltd. cég 4altal forgalmazott, a
kiilonboz0 kisérleti paraméterek szurdprobaszerli véltoztatasara kifejlesztett ,,Structure Screen MD1-01”
készletet haszndltuk, amellyel a kicsapdszer, a puffer és a sdoldat mindségét és koncentracidjat
véltoztattuk, hogy minél szélesebb korli informdcidt kapjunk a GST-P20 fehérje viselkedésérdl [144].
Ezt kovetden foként a fehérje oldhatdsagi profiljara vonatkoz6 tovabbi informacidk gytijtéséhez a fent
emlitett cég ,,Solubility Tool Kit, MD1-17 és MD1-18” készleteit hasznaltuk, két pH-n, egyik a fehérje
elméleti pl értéke alatt, a masik e folott (pI = 5,71, adat: www.expasy.org). A néhdny hét elteltével,
mikroszkép alatt megvizsgdlt cseppek 4llapotdbdl levont kovetkeztetések, illetve az irodalomban

megjelent GST fehérjére vonatkozo kristalyositasi koriilmények [145] figyelembevételével a 60 %(m/m)
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polietilénglikol (PEG) és megfelelé pH-ju kaliumfoszfat puffer (pH 8,0 illetve 9,0) hasznalata tiint a
legcélravezetdbbnek a fehérje kristdlyositdsdhoz. Az 1d6 rovidsége miatt a koriilményeket nem sikeriilt
teljesen optimalizdlni. Az igéretesnek tiind, cink(Il)- és vas(Ill)ionokat is tartalmazé kristdlyokkal
(tobbek kozott azok, amelyek a 6.3.8. abrakon lithatéak) a késébbiekben elemanalizist, majd

amennyiben azok fehérjét is tartalmaznak, rontgendiffrakcids vizsgalatokat terveziink.

6.3.8. abra: A GST-P20 kristdlyositdsa sordn haszndlt kiilonbozé koriilmények mellett képzodo kristdlyok; A.) 1,5
ul ¢=9,5 mg/em’ GST-P20:Zn":Fe" =1:1:1 és 1,5 ul kristdlyosité oldat: 60 % (m/m) polietilénglikol (végsé
koncentrdcié: 54%( m/m)) valamint KH,PO /K,HPO, puffer, pH 8,0; B.) 1,5 ul ¢=9,5 mg/cm’ GST-P20:Zn" =1:3
és 1,5 ul kristdlyosito oldat: 60 %(m/m) polietilénglikol és KH,PO/K,HPO, puffer, pH 9,0

6.3.4. Ac-P20-NH; oldategyensiilyi viszonyai

Fémionok jelenlétében a GST-fizids fehérjék és GST 6sszehasonlitdsa sordn kiilonbségeket
tapasztaltunk az SRCD spektrumokban, illetve az affinitds kromatografids vizsgdlatokban. Azt is
megdllapitottuk, azonban, hogy a nagyméretii fiziés GST fehérje zavarta az aktiv kozpontnak tervezett
peptid tanulmédnyozdsara irdnyuld torekvéseinket. Ezért eldallitottuk magat a P20 peptidet az SPPS
Fmoc-stratégidjaval. Az eddigiekkel analég médon az N-termindlison acetil-, a C-termindlison
amidcsoporttal védett (M monoizotspos = 2451,7 g/mol) peptidet szintetizdltunk. Az MS spektrum
(Fiiggelékben) igazolta az eldallitds sikerét. A tisztitdst és liofilizalast kovetden oldategyensulyi
vizsgélatokat végeztiink. Egy ilyen hosszi peptid esetében a szintézis 1épései soran meglévd kismértékii
hibalehetdség a sok kapcsoldsi 1épésben meglehetésen nagymértékben csdkkenti a célpeptid tisztasdgat
és kitermelését. Emiatt a végtermék kis tdmege és nagy molekulatdmege a tovdbbi vizsgilatok sordn
csak kis koncentriciét eredményez, ami noveli ezen mérések hibdjat.

A potenicometrids titrdldsok pH tartomdnydban (a mérési tartomdnyt behatdrolta a ligandum
elérhetd maximadlis koncentricidja) a ligandumhoz 9 1épcsdzetes savi disszocidcids dllandé rendelhetd:
pH ~ 3 — 5 tartomanyban négy karboxilcsoport (Asp), pH ~ 6 — 7 kozott a hdrom hisztidin imidazol-
nitrogén, pH 9 koriill a Tyr fenolos-OH hidroxil-, majd pH ~ 10 felett a Lys e-ammdniumcsoportjanak
deprotonalédasa jatszodik le (6.3.9. abra). A pH-metrias titrdldsok sordn a kovetkezé egyenstlyi
allandokat hataroztuk meg: pK; = 2,9(3), pK;> = 3,7(2), pK;s = 3,94(3), pK4 = 4,82(2), pKs = 6,00(3), pKs
=6,53(3), pK7 =7,18(3), pKs = 9,16(3), pKy = 10,6(2).
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6.3.9. abra: A Ac-P20-NH, ligandum kiilénboz6 protondltsagii formdinak eloszldsdsi gorbéi, ¢ a._pyonu, =45 %
107 mol/dm’, 1=0,1 mol/dm’ NaClO,; T=298 K

A fémionkotés vizsgdlatokhoz a ligandumot cink(Il)ionok jelenlétében titrdltuk 1:1
fém:ligandum arany mellett. A meghatarozott brutté stabilitasi dllanddok a 6.3.1. tablazatban lathat6ak.
Az elsd jelentds mennyiségben képz6dé részecske a pH 7 koriil dominans [ZnH,L]” komplex, melyben a
karboxilat-oxigének, illetve az imidazol-nitrogének koordindlédhatnak a cink(II)ionhoz. A részecske
stabilitsi 4lladéja (Zn® + [H,L]* = [ZnH,L]°) logK = 4,21. A kovetkez6 deprotonalédasi folyamatra
([ZnH,L]° — [ZnHL] + HY) szdmolt pKir = 7,97 érték nem rendelhetd a ligandum egyik
nemkoordindlédé oldallanci donorcsoportjdnak deprotondléddsdhoz sem (feltételezésiink szerint ennek
kozel kellene lennie a fémion tdvollétében mért értékhez). Igy minden bizonnyal nem a Tyr-OH
deprotondlédas kozbeni koordinicidja kovetkezik be. Valdszinlibb, hogy egy hidroxidion keriil a

cink(IT)ion koordindcids szférdjdba, azaz a [ZnHL]™ részecske vegyes hidroxokomplex.

6.3.1. tablazat: Az Ac-P20-NH, ligandum cink(Il)komplexeinek brutté stabilitasi dllandoi (log f), valamint a
szdrmaztatott pK értékei (I = 0,1 mol/dm’ NaClO,, T = 298 K)

pPrq logfyrq PKprq )
ZnH;L 30,38(3) | pKis1 6,4
ZnH,L 23,98(3) | pKix 7,97
ZnHL 16,01(3) | pKii: 8,93
ZnL 7,08(8) | pKio 10,07
ZnH_ L ~-3 pKin —
PKprq* = logByrg — 10gPyi-1)q

A kovetkezd deprotondlddasi 1épésre ([ZnHL] — [ZnL]zf + H") vonatkozé pK;;; = 8,93 mar
sokkal inkdbb megegyezik a Tyr fenolos-hidroxilcsoportjara fémion tavollétében szamolt értékkel. Ha
azt feltételezziik, hogy a fenoldtcsoport nem koordindlédik a cink(Il)ionhoz, ez a deprotondlddési
folyamat nem jar szerkezetvéltozdssal. A fentiek alapjan a pH 8,5 koriil dominans [ZnHL]™ részecske

val¢jdban [ZnH,L.(OH)]", valamint a kovetkezd deprotondlédési folyamatban, pH 9 felett képzddd
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[ZnL]*, szintén vegyes hidroxokomplex ([ZnHL(OH)]**). Ezen tulajdonsiguk elényos lehet a kettds
szali DNS hidrolitikus hasitdsa sordn.
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6.3.10. abra: A Zn(Il)- Ac-P20-NH, rendszer részecskeeloszldsi diagramja, cink(Il):L = 1:1, Cpoe = 3,0 x 107
mol/dm’, 1=0,1 mol/dm’ NaClO,; T=298 K

A vas(Ill)ionok jelenlétében torténd titralds nehézségei miatt errdl a rendszerrdl egyelére nem
rendelkeziink tobb adattal.

A fehérjékhez hasonléan az Ac-P20-NH, peptid esetében is rogzitettik UV tartomdnyban az
SRCD spektrumokat. Amint az a 6.3.11. abran lithatd, mar magéanak a peptidnek is van CD jele, tehat
rendelkezik bizonyos masodlagos szerkezettel, azonban ez nem tartozik az ismert rendezett masodlagos
szerkezeti elemek kozé (a-hélix, B-redd, stb.). Ezt azonban a modellezés sordn nyert szerkezet ismerete
alapjdn nem is vartuk. Célunk az volt, hogy megvizsgédljuk, vajon a peptid altal kialakitott szerkezet
alkalmas-e a fémionok megkotésére? Méréseink sordn a pH véltoztatdsaval, illetve a kiilonbozd
fémionok kiilonbdzd sorrendben torténd hozzdaddsaval bekdvetkezd spektralis véltozdsokat vizsgéltuk.
A 6.3.11.A. abra a ligandum spektrumdnak pH fliggését mutatja. Lathatd, hogy csak ligos pH
tartomdnyban véltozik meg a peptid szerkezete, tehédt az imidazol-nitrogén deprotondléddsa nem, a Tyr-
OH deprotonélddésa viszont szerkezetvaltozast indukdl. A fémionok hatdsara bekovetkezd véltozasok
nyomonkévetése céljabol vas(Ill)- és cink(Il)ionokat adtunk az Ac-P20-NH, rendszerhez 1:1 ardnyban
(6.3.11.B. abra). A bemutatott dbrdan pH 6,4 értéknél lathatéak a ligandum, a cink(II)-, illetve mindkét
fémiont tartalmazé komplexek spektrumai. Vizsgélataink sordn azt tapasztaltuk, hogy nincs szdmottevo
véaltozds onmagdban a peptid, a csak cink(Il)ionokat és a vas(Ill)- és cink(Il)ionokat is tartalmazé
komplexek CD jelei kozott. Ugyanezt az eredményt mutattdk a ligos pH tartomanyban rogzitett CD
spektrumok is. Ez a tény megerdsiti azt a feltevést, hogy a hisz aminosavat tartalmazé peptid mar eldre
jol meghatarozott konformdaciot vehet fel, €s igy a két fémion szamdara megfelelen kialakitott kotShelyet

tud biztositani.
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6.3.11. abra: Az Ac-P20-NH, rendszer UV-CD spektrumai: (A) pH; (B) cink(Il)- és vas(Ill)ionok hatdsdra
bekovetkezd vdltozdsok; cink(I):vas(IlI):L = 1:1:1, ¢5e_pao-ng, =55 % 107 mol/dm’, T=298 K

A P20 peptid szerkezetének jobb megismeréséhez molekuldris dinamikai szamoldsokat
is végeztiink. A peptidben kialakul6 intramolekuldris kolesonhatdsok szdmolasa a GROMACS
programcsomag segitségével tortént. A szdmolds sordn az egyes csoportoknak egy
referenciahelyhez viszonyitott eltérését mértiikk. A 6.3.12. dbran az lathatd, hogy a szimulacié
alatt a peptid melyik részén tortént a legnagyobb szerkezeti valtozds. Az RMSF értékek (root
mean square fluctuation) azt mutatjak, hogy a peptidlanc nagy részében a gerinc konformécié
valtozdsa kis mértékii, csak a peptid két végén nagyobb a flexibilitds. Ez az eredmény is azt
mutatja, hogy a P20 peptid stabil konformacid, és igy, a fentiecknek megfeleléen, a fémionok

szdmadra alkalmas kotdhely kialakitasdra képes.
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6.3.12. dbra: A toltéscsoportok rugalmassdgdt mutaté RMSF (root mean square fluctuation) érték vdltozdsa a
szimuldcio ideje alatt a P20 peptidben

Eddigi munkénk sordn sikeresen eldallitottunk biolégiai szintézissel két hosszabb oligopeptidet
(P20, P24) a GST fehérje C-termindlis részéhez flizve. Ezenkiviil az Ac-P20-NH, peptide esetében
szilard féazisu peptidszintézist is végeztiink. A peptidek nagy mérete miatt a termékek néhény
miligrammnyi mennyisége hig oldatokat eredményezett a vizsgdlatok sordn. A oldatkémiai viselkedést
pH-metria és SRCD spektroszképia segitségével tanulmdnyoztuk. Meghatdroztuk a cink(Il)komplexek

stabilitasi 4llandéit, és vizsgaltuk a kiillonb6zé fémionok, kiillonb6zé pH-n gyakorolt hatdsat a
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komplexek szerkezetére. A fuzids fehérjék esetében a fémionkstd tulajdonsdgok vizsgdlata mellett
megprobélkoztunk az elddllitott GST-P20 fehérje kristdlyositdsaval is. Rovidtdva terveink kozott
szerepel a peptidek nagyobb mennyiségben torténd eldallitdsa, és fémionkotd tulajdonsdgainak
részletesebb vizsgilata a CD mérések mellett, lehetdség szerint UV/lathaté elnyelési, ESR és NMR

spektroszkopiai modszerek segitségével.
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6.4. Katalitikus aktivitds vizsgdlatok

6.4.1. Pirokatechin-oxiddz aktivitds vizsgdlata

A réz(I)-Ac-HPHH-NH, rendszer oldategyensuilyi és -szerkezeti viszonyainak tdrgyaldsit
kovetden, a fizioldgids pH kozelében kialakulé komplexek oxiddz-funkciéjat vizsgéltuk. A pirokatechin-
oxidadz a Ill-as tipusu rézfehérjék csalddjaba tartozik (3.1.1. fejezet), ezért modellezésére az eddigiek
sordn [39,146-156] fdleg kétmagvi réz(Il)komplexeket hasznéltak. Irodalmi adatok azonban olyan
egymagvu komplexekrdl is vannak, melyek képesek az enzimek daltal katalizalt folyamatokat utdnozni
[39,146,150,156].

A réz(Il)-peptidkomplexekben a semleges kozegben gyakran koordindl6dé deprotondlddott
amid-nitrogén stabilizdlja a réz +2-es oxidiciés allapotat, ami hatranyt jelent a redoxireakciok
katalizisében. Amint az a 6.2.1. fejezetbdl kideriilt, az Ac-HPHH-NH, réz(Il)komplexeinél sem sikeriilt
megakadédlyozni a peptid-nitrogén koordinécijat. Mar a pH 6,5 felett domindnssa valé [CuH_L]"
részecskében {ImN, N-, ImN} tipusi kotésmod valdsul meg, viszont telitetlen a fémion koriili
koordinécids szféra és a harmadik imidazol-nitrogén is a fémion koézelében van, mint sok természetes
enzim esetében.

A 3,5-di-tercbutil-pirokatechin (H,dtbc) szubsztrat oxidéacidjat a kisérleti részben leirtaknak
megfelelden végeztikk. A méréssorozatban els6ként az oxidicid kezdeti sebességének pH-fiiggését
vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a {3xImN} koordindciéjdval kialakulé [CuL]** részecske, melynek
szerkezete a legjobban hasonlit a természetes enzimek aktiv kozpontjdhoz, nem képes eldsegiteni a

H,dtbc oxidacidjat. A pH novelésével jelentds aktivitdsnovekedést figyeltiink meg (6.4.1. abra).

9x10™1
T 6x10°]

4

3x1071

ko bs~ |(auto

6.4.1. abra: A réz(11)-Ac-HPHH-NH, rendszerben a H,dtbc oxiddcidjdra szdamolt korrigdlt sebességi dllandok pH
fiiggése 86 %o(m/m) metanol-H>O elegyben (¢, ». = c1 = 5,49 x 107 mol/dm’; CH,ame = 0,002 mol/dm’; T=298 K)

Bar a mérési koriilmények kiilonboztek a pH-metrids titrdldsok sordn alkalmazottaktdl, a
sebességi alland6 pH fiiggése alapjan szdmolhaté pKsmor = 8,57 értékbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy
egyetlen részecske vesz részt a katalizisben. Val6szindi, hogy ez a [CuH,zL]O, vagy mdsként felirva a

[CuH,lL(OH)]0 {2xImN, N, OH'} koordindciéval rendelkez6 komplex, melynek képzddése,
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toltéssemlegessége miatt, sokkal kedvezményezettebb metanolos kdzegben, mint tiszta vizben. Ezt a
feltevést a metanolos kézegben rogzitett CD spektrumok is igazoltak.

A kinetikai méréseket, allandé komplexkoncentracié mellett, a szubsztrat koncentracidjanak
novelésével, 8,19 és 8,90-es pH-n folytattuk. Itt a [CuH,lL(OH)]0 részecske moltortje jelentds, de az
autooxidacié még nem befolydsolja szamottevden a katalizalt reakcié sebességét. A kezdeti sebességek
telitési gorbe szerint valtoztak, amennyiben a H,dtbc legaldbb negyvenszeres feleslegben volt a komplex
koncentricidjdhoz képest (6.4.2. abra). Ez arra utal, hogy az oxidiciés reakciot megelézi egy, a
CuL(dtbc) terner komplex kialakulasdhoz vezetd, gyors eléegyensily. Azaz viszonylag kis
szubsztratkoncentracié mellett a reakcié sebessége azzal egyenes ardnyban nd, majd telitést ér el. Tehat

a kisérleti pontokra a Michaelis-Menten féle elméletet alkalmazva, kiszamithatéak a kinetikai

paraméterek (Ky €s k).

4,E-06 -
3,E-06 -

2,E-06 -

Vokorr (mol/dm’s)

1,E-06 -

0,E+00 T T T T 1

0,000 0,004 0,008 0,012 0,016 0,020
C Hzatve (Mol/idm®)

6.4.2. abra: Az autooxiddcioval korrigdlt kezdeti sebesség fiiggése a Hdtbe koncentrdciotol (mol/dm’) a réz(ID)-
Ac-HPHH-NH, rendszerben pH=38,19 (A ) és pH=8,90 (m) értéknél, 86 Y%(m/m) metanol-H,0 elegyben ( ¢

= 5,49 x 107 mol/dm’ , T=298 K)

cur T CL

A két kiilonb6zd pH-n végzett mérés kiértékelése sordn mindkét illesztés hasonld Ky (0,0038
mol/dm3, illetve 0,0035 mol/dm3) és ki (0,10 s, illetve 0,12 sfl) értékeket eredményezett. Ez tovabbi
bizonyitéka annak, hogy egyetlen részecske ([CuH_;L(OH)]") felelés a katalitikus aktivitdsért. A pH
8,90-nél mért 0,12 s7! (= 432 h'l) ki érték kimagaslé az eddig vizsgalt, és aktivnak bizonyult egy-
[146,156] és tobbmagvi réz(Il)komplexek korében [39,147,149-152,155]. A Michaelis alland6 (Ky =
3,5 x 10~ mol/dm®) specifikus kolcsonhatdsra nem utalé, mérsékelt enzim-szubsztrat kotéserésséget
mutat.

Az eddigi irodalmi adatok alapjan tobbféle mechanizmus lehet alkalmas az egymagvi részecske
altal katalizalt reakcid leirdsara. A szubsztrat kotddése a fémionhoz két proton leaddséval jar, melyeket
feltételezésiink szerint a [CuH_lL(OH)]0 részecskében a koordinédlédott hidroxidion és amid-nitrogén

donoratomok felvehetnék, megkonnyitve a CuL(dtbc) terner komplex kialakuldsat. A folyamat az aldbbi

feltételezett séma szerint jatszodik le:

kkat
CuH_{L(OH) + H,dtbc =—— CuL(dtbc)

oxidacio
2
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Ez a hipotézis magyardzhatja a koordindlédott amid-nitrogént tartalmazo részecske nagy aktivitdsat, és a
mérsékelt Ky értéket is, mivel a szubsztrit kotddése a fémion koriili koordinacids szféra jelentds
atrendezO0dését vonja maga utdn, melynek sordn harom imidazol-nitrogénes koordindci6 jon létre. Ez az
elrendezddés a természetes enzimek aktiv kézpontjdhoz hasonlé kornyezetet biztosit a rézion szidmara
[11]. A reakcidhoz sziikséges két elektron atvitele azonban nem valésulhat meg egyetlen egymagvi
komplex részvételével. A kozelmiltban megjelent Speier Gabor és Kaizer Jozsef éltal javasolt
mechanizmus szerint [150], valamint a kutatécsoportunkban kordbban vizsgélt réz(Il)-Ac-HHGH-OH
[39] rendszerben feltételezettekhez hasonléan, a H,dtbc oxidicidja sordn elészor egy CuIL(dtbsq)
atmeneti termék (dtbsq = di-terc-butil-szemikinon) keletkezik. Ezutdn két réz(I)iont tartalmazé
részecske O, molekuldval valé reakciGja egy p-n'm' vagy pu-n’m> peroxo-hidas réz(Il)-dimer részecske
kialakuldsdhoz vezethet. Ez a végsd és valdszinlileg sebességmeghatirozé 1épésben két H,dtbe
molekuldval 1€p reakcidba, mely folyamatban visszaalakul a kiinduldsi komplex, mikdzben H,O,
tdvozik. Az ugyancsak kilépd két szemikinon-gyok a termékké (3,5-di-tercbutil-ortokinonnd) és H,dtbc-
vé diszproporciondlédik (6.4.3. abra).

tu tBu tu

OH 0 OH

dtbsq dtbq H,dtbc

6.4.3. dbra: A Cu'L(dtbsq) rendszerben jelenlévé szemikinon-gyok diszproporciondléddsdnak —sematikus
dbrdzoldsa

6.4.2. SOD aktivitds vizsgdlata

A szuperoxid-dizmutdz aktivitdis mérése sordn egy nagyon gyors, gyokos mechanizmusu
redoxireakcié sebességi dllandéjat kellene maghatdrozni. A kozvetlen médszer driaga és specidlis
technikdkat igényelne. Ezért a kisérleti részben leirtaknak megfeleléen a réz(II)-Ac-HPHH-NH, és
réz(11)-Ac-KHPHPHQ-NH, rendszerek szuperoxid-dizmutaz aktivitasat kozvetett médon, a xantin/NBT
tesztreakciod segitségével kovettiik. A reakcidelegyben taldlhaté tetrazélium-s6 gyokfogéként viselkedik,
a szuperoxid gyokanion (O,") hatédsdra igen érzékeny és szelektiv folyamatban a megfeleld formazan-
szarmazékka redukalédik (5.10.2. abra).

A szuperoxid-dizmutdzban, mint az enzimekben altaldban, a fémionok nem a fehérje felszinén
helyezkednek el, hanem a mdsodlagos szerkezeti motivumok 4ltal kialakitott megfeleld iiregekben. A
fehérjerésznek tovéabbi szerepe van, példaul reakcidpartnerek megfeleld sztereokémiai elrendezésében,
hidrofil vagy hidroféb kornyezet biztositdsdban, és a szubsztratnak a Kkatalitikus helyre torténd
szallitdsdban. Ez utébbi funkcidt a szuperoxid-dizmutdz enzim esetében egy pozitiv toltéssel rendelkezd

csatorna tolti be, ami a negativ toltésii szuperoxid szubsztratot a reakcidcentrumba vezeti. Maga az
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enzimkatalizdlt folyamat tehdt meglehetdsen bonyolult. Vizsgalataink sordn ezért azt is megprébéltuk
kideriteni, milyen feltételeket kell teljesitenie egy hatékony peptidtipusi modellkomplexnek.

Az eddigi eredmények szerint a legjobb SOD-modelleknek homo- és heterodimer, imidazolato-
hidas makrociklusos ligandumok réz(Il)komplexei bizonyultak, de a peptidligandumok korében is
talalunk hatékony modellvegyiileteket, amint az a 6.4.1. tablazatban szereplé adatokbdl lithats. A
publikalt eredmények alapjan, a kiilonboz6 rendszerekben tapasztalt eltérd aktivitast a réz(I)komplexek
termodinamikai stabilitdsdval és az ekvatoridlis sikban hat6 ligandumtér erdsségével hoztak
Osszefiiggésbe [10]. A kutatécsoportunkban kordbban vizsgdlt Ac-HHGH-OH réz(I)komplexeinek
vizsgédlata sordn [39] azt tapasztaltuk, hogy a pH 6,8 koriil képz6dd, hirom imidazol-nitrogén
koordindcidt tartalmazé [Cul]™ részecske egyike volt a legaktivabb modelleknek, mig a kovetkezd
deprotonél6das soran képzodod [CuH_,L]° részecske ({3xImN, OH™} koordinécid) aktivitasa valamelyest
kisebb. A CuL részecske nagyobb aktivitdsdra magyardzat lehet annak egyszeresen pozitiv toltése,
illetve, hogy ez esetben a fémion koriil az ekvatoridlis sikban 1év6 ligandumok kisebb térerdssége jobb

hozzaférhetdséget biztosit a szuperoxid gydkanion szdmadra.

6.4.1. tabldazat: Az dltalunk vizsgdlt rendszerek SOD aktivitdasa dsszehasonlitva néhdny nagy aktivitdst mutato
réz(Il)-peptidkomplex kordbban meghatdrozott ICs értékével.:

komplex ICs, (x107° mol/dm’) hivatkozas

réz(I): Ac-cHPHH-NH,; 1:1 (pH 7,4) 0,26(2) sajat mérés

réz(11):Ac-HPHH-NH,; 1:1 (pH 8,6) 1,07(4) sajat mérés

réz(11): Ac-KHPHPHQ-NH,; 1:1 (pH 7,5) 0,56(2) sajat mérés

réz(11): Ac-KHPHPHQ-NH,; 1:1 (pH 8,3) 0,37(3) sajat mérés
Cu,Zn-SOD (pH = 6,8) 0,0045 39
Cu,Zn-SOD (pH = 7,4) 0,0084 157
réz(1I): Ac-HHGH-OH; 1:1 (pH 6,8) 0,13 39
réz(II):Ac-HHGH-OH; 1:1 (pH 7.5) 0,15 39
réz(Il):ciklo-HH; pH 7,4 0,11 41
réz(I):HVH; 1:1 (pH 7,4) 0,20 10
réz(Il):Ac-HVH-NH,; 1:1 (pH 7,4) 0,16 10
réz(Il):karnozin; 1:1000 (pH 7,4) 0,80 43
réz(Il): Ac-HNPGYP-NH,; 1:1 (pH =7,4) 0,261 83
réz(Il): Ac-HNPGYP-NH,; 1:1 (pH = 6,6) 0,355 83
réz(I11): Ac-PHGGGWGQ-NH,; 1:1 (pH="7,4) 0,492 83
réz(II): Ac-(HNPGYP),-NH,; 1:1 (pH="7,4) 0,188 83
réz(II): Ac-(HNPGYP),-NH,; 2:1 (pH = 7,4) 0,158 83
réz(11): Ac-(PHGGGWGQ),-NHy; 1:1 (pH = 7,4) 0,217 83
réz(11): Ac-(PHGGGWGQ),-NHy; 2:1 (pH = 7,4) 0,242 83
réz(ID):Ac-(PHGGGWGQ)4-NH,; 1:1 (pH = 6,6) 0,121 33
réz(ID):Ac-(PHGGGWGQ)4-NH,; 1:1 (pH =7,4) 0,175 33
réz(1):Ac-(PHGGGWGQ)4-NH,; 2:1 (pH =7,4) 0,310 33
réz(I1l): Ac-(PHGGGWGQ),-NH,; 4:1 (pH=7,4) 0,316 83
réz(I)-H*-PO,” (pH = 7.4) 1,06 43

A réz(I1)-HVH és réz(II)-Ac-HVH-NH, [10] rendszerekben pH 7,4-nél hasonl6 ICs, értékeket

hataroztak meg, ami viszont kissé elmaradt a réz(II)-Ac-HHGH-OH esetén tapasztalttdl. A vizsgalt pH-n
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4 N-es koordinaci6 alakul ki az aktivnak bizonyulé CuH_,L. komplexekben, az eldbbi tripeptidnél {NH,,
N7, N, ImN}, mig utébbindl {ImN, N, N°, ImN} koordiniciés méddal. A feltételezés szerint az amid-
nitrogének koordindcidja miatt megndvekvd ligandumtér megneheziti a O," axidlis koordindci6jat, ami
magyardzata lehet a csokkent aktivitdsnak. A Kozlowski és munkatarsai altal csirke és human prion
fehérjék modellezésére hasznilt Ac-(HNPGYP),-NH, és Ac-(PHGGGWGQ),-NH, (x = 1, 2 vagy 4)
réz(IDkomplexeinek SOD aktivitds vizsgalatdbdl [83] is azt az dltaldnos megdallapitast lehet levonni,
hogy az imidazol-nitrogének koordinacidja kedvezd, mig az amid-nitrogének koordinacidja csokkenti a
SOD aktivitast. Ez az 4ltaluk vizsgalt rendszerekben pH = 7,4-nél, a réz(Il)-Ac-HNPGYP-NH, és
réz(II)-Ac-PHGGGWGQ-NH, 1:1 fém:ligandum ardnyok esetében a legszembetiindbb. A hexapeptid
vizsgélata sordn aktivnak bizonyuld, egy amid-nitrogén koordinéciét tartalmazé CuH_,L részecske 1Cs
= 0,261x10° mol/dm’ értéke kozel fele az oktapeptid esetében mért értéknek (ICsy = 0,492x10°°
mol/dm?), ahol a vizsgilt pH-n a két amid-nitrogén koordinaciét tartalmazé CuH_,L részecske dominal.
Ez utébbi esetben az aktivitds csokkenésének magyardzata az lehet, hogy a két amid-nitrogén
koordin4cidja stabilizdlja a réz(I)komplexet ezzel megnehezitve annak réz(I)-é torténd redukcidjat. Az
altaluk vizsgalt monomer és dimer peptidek Osszehasonlitisa alapjan a nagyobb szamu imidazol-
nitrogén koordindcidja az enzimatikus aktivitds novekedését vonja maga utan.

Megvizsgaltuk a réz(I)-Ac-HPHH-NH, 1:1 ardnyd rendszer SOD aktivitasat kiilonb6z6 pH
értékeknél. A pH 7,4 koriil dominans részecske bizonyult a legaktivabbnak (6.4.4. abra). Mivel az
alkalmazott hig oldatban (1x107 — 2x10° mol/dm’®) a részecskeeloszlds eltérhet a pH-metrids
vizsgdlatok alapjan szamoltaktdl (6.2.1. abra), a stabilitdsi dllanddok alapjan a PSEQUAD programmal
Gj eloszlasgorbét szimulaltunk. E szdmolds alapjan az 1x10° mol/dm’ koncentrici6ji Ac-HPHH-NH,
oldatban pH = 7,4-nél jelenlevd részecskék: 73% [CuH_L]", 7% szabad réz(I)ion, 10% [CuH_zL]O, 7%
[CuL]** és 2% [Cu(OH)]". A nagyobb pH értéknél végzett mérések kisebb aktivitist mutattak: pH = 8,6-
nél (a szdmolt részecskeeloszlas: 30,5% [CuH_,L]", 67% [CuH_zL]O és 1,5% [Cu(OH)]") a mért ICs, (=
1,07x107° mol/dm3) érték négyszer nagyobb, mint a pH 7,4-nél meghatarozott 0,26x10°° mol/dm’. Ezek
alapjan megallapithatd, hogy a [CuH_|L]" részecske felelés a SOD aktivitasért.

100 -
pH = 7,4: 1Csq = 0,26x10°® mol/dm®
80 1 TS °
®
o 60 -
Ig 2
£ 40 - pH = 8,6: ICs = 1,07x10™° mol/dm®
204/ 2
A
0 T T T T 1
(] 0,5 1 1,5 2 2,5

Cey2+x10¢ /mol/dm3

6.4.4. dbra: A réz(11)-Ac-HPHH-NH, rendszerben az NBT — szuperoxid gydkanion reakcidjdnak inhibicicja pH =
7,4 (®) és pH = 8,6 (A ) értékeknél (cygr = 1,0x10™ mol/dm’, ¢ unin = 1,0x10™ mol/dm’, T = 298 K)
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A [CuH_,L]" részecskéhez rendelhetd nagyobb aktivitdsra magyardzat lehet, hogy a {ImN, N,
ImN, H,O} koordinacidéju kozponti fémiont tartalmazé komplex kdnnyebben 1ép reakciéba a szuperoxid
gyokanionnal, mint az er6sebb terli ligandumok koordinacidjaval kialakul6 [Cu}LzL]0 részecske ({ImN,
N7, ImN, OH} feltételezett koordinaciG). Tovébbi elényt jelenthet [CuH_L]" részecske pozitiv toltése,
szemben a semleges [CuH_,L]° molekulval.

Az Ac-HPHPH-NH, ligandum réz(Il)komplexeinek SOD aktivitasit az oldhatésdgi problémak
miatt nem vizsgéltuk.

A réz(II)-Ac-KHPHPHQ-NH, rendszerben pH 7,5 és 8,3 értékeknél teszteltiik a kialakulé harom
imidazol-nitrogén koordinaciét tartalmazé [CuHL]* és [CuL]** részecskék enzim utdnzé aktivitdsat. A
potenciometrids titrdldsokhoz viszonyitva harom nagysdgrenddel kisebb koncentraciéji oldatban (c
=1,0x10°° mol/dm3) a részecskeeloszlds a 6.4.5.A. abran lathatd. Eszerint pH = 7,5-nél, az oldatban a
megkozelitéleg 47%-ban jelenlevd [CuHL]3+ ({3xImN, H,0}) a domindns. A meghatarozott ICs, érték
0,56x107° mol/dm’. pH 8,3-nél az ICs, érték 0,37x10° mol/dm’-nek adédott (6.4.5.B. dbra), ami a
részecskeeloszlast figyelembe véve valdsziniileg a [CuL]* ([CuHL(OH)]2+) részecskéhez rendelhetd. A
kordbbi eredmények alapjdn ezen részecskében hidrom imidazol-nitrogén és egy hidroxidion
koordinacidja valdsziniisithetd a fémion koriili ekvatoridlis sikban. A 6.4.1. tablazat adatai alapjan
megéllapithatd, hogy a vizsgdlt rendszer szuperoxid-dizmutiz aktivitdsa kisebbnek bizonyult a hasonlé
rendszerek aktivitdsdhoz képest, ami kissé meglepd, figyelembe véve, hogy komplexiinkben nincs amid-
nitrogén deprotondlédds és koordinacid. Esetiinkben azonban a bonyolult részecskeeloszlds miatt nem

lehet egyértelmiien egyetlen komplexhez hozzarendelni az aktivitast.

100 -
pH = 8,3: ICs, = 0,37x10® mol/dm®
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6.4.5. abra: (A) A réz(11)-Ac-KHPHPHQ-NH, rendszer részecskeeloszldsa a SOD aktivitds mérésénél alkalmazott
koriilmények mellett, 0,9xc; = Copr = ],0X]0_6 mol/dm®, T = 298 K I=01 mol/dm’ NaClO, (a szaggatott

vonalak jelzik a mért pH értékeket); (B) az NBT — szuperoxid gyokanion reakcidjdnak inhibicidja pH = 8,3-nél
(cxpr = 1,0x10™ mol/dm’®, ¢ upin = 1,010~ mol/dm’, T = 298 K)

A kordbbi vizsgélatok sordn Bonomo és munkatdrsai [43] azt taldltdk, hogy a réz(II)-foszfat
rendszer onmagéban is mutat SOD-aktivitast (1,06x10™° mol/dm’). Azonban meg kell jegyezni, hogy a
réz(I)-foszfat komplexek kis stabilitdsdak, ezért ezekben a rendszerekben a szabad fémion mellett
tobbnyire csak hidrolizis részecskék vannak jelen az oldatban, tehdt a mért aktivitds ezekhez a

részecskékhez rendelhetd. Azonban a réz(I)-Ac-KHPHPHQ-NH, rendszerben szignifikdnsan nagyobb
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aktivitdst mértiink, mint ami a [Cu(OH)]" részecskéhez rendelhetd. Az eddigi eredmények ismeretében
megallapithatd, hogy a vizsgalt réz(II)-Ac-HPHH-NH, rendszer a pH = 7,4-nél mért SOD aktivitdsa
alapjan a legjobb modellek kozé sorolhatd, de a réz(Il)-Ac-KHPHPHQ-NH, rendszerben pH = 8,3-nél
mért aktivitas is a kordbban vizsgalt réz(Il)komplexek ICs, értékeihez hasonld. Az eddigi ismereteink
alapjan az a kovetkeztetés is levonhatd, hogy nem lehet teljes bizonyossidggal megallapitani, hogy a
vizsgélt komplexek szerkezete hogyan befolydsolja a SOD aktivitdst, hiszen a kiillonb6z6 szerkezeti
réz(IDkomplexek, kiilonb6zd koriilmények kozott meghatarozott ICs, értékei igen hasonldak, €s minden

esetben legaldbb két nagysagrenddel elmaradnak a természetes enzim aktivitasatol.

6.4.3. Hidrolitikus aktivitds-vizsgdlat — aktivdlt foszfdatészter dtészterezodése

Az elballitott oligopeptidek réz(Il)- és cink(I)komplexeinek hatdsdt megvizsgaltuk az RNS
modellnek szdmité 2-hidroxipropil-4-nitrofenil-foszfat (hpnp) szubsztrat észterkdtésének hidrolizisére,
a kisérleti részben leirt koriilmények alkalmazdsdval. Irodalmi adatok a foszfatészter kotés réz(Il)-
peptidkomplexek katalizalta hidrolizisérdl kis szdmban 4llnak rendelkezésiinkre [158,159]. A cink(II)-
peptidkomplexek 4ltal el@segitett hpnp hidrolizisrél gyakorlatilag nincsenek irodalmi adatok, viszont
Scrimin [160-162], illetve Kawai és munkatérsai [163] tobb esetben beszdmoltak egyes szintetikus,
fémionkotd  oldalldnccal funkcionalizdlt peptidligandumok  cink(II)komplexeinek hidrolitikus

A réz(II)-Ac-HPHH-NH, rendszer kinetikai tulajdonsdgait a pH, a komplexkoncentracid, illetve
a fém-ligandum ardny fliggvényében vizsgaltuk. Az ekvimoldaris réz(Il):Ac-HPHH-NH, oldatban a
latszdlagos sebességi dllandok meghatirozasa pH 6 — 10 tartomdnyban tortént. A sebességi allanddkat
minden esetben korrigdltuk a fémiont és ligandumot nem tartalmazé oldatban mért autohidrolizis
sebességével (kior = kobs — kauo)- Ebben a rendszerben pH ~ 8 felett az autohidrolizis reakcidsebessége
Osszemérhetd volt a katalizalt reakcid sebességével, igy a ki, meghatirozasa nagy hibaval terhelt. Ezért

a kiorr pH fliggését csak pH 6 — 7,7 tartomanyban értékeltiik (6.4.6. abra).

4
'Tm 3 0 L]
=
X 2 °
x
1 -
0 T T T T 1
55 6 6,5 7 7,5 8

6.4.6. dbra: A hpnp dtészterezddésének pH fiiggése a réz(Il)-Ac-HPHH-NH; rendszerben (¢ .. = cp = 9,99x1 0~

mol/dn’, Chpnp = 9,52x10™ mol/dm®, T = 298 K; a folytonos vonal az illesztett paraméterek alapjdn szdmitott
gorbe)
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A korrigalt pszeudo-elsdrendii sebességi dllandok monoton ndvekedése figyelhetd meg a pH
novelésével, ami pH 7,0 koriil egy platét ér el. A gorbe részecskeeloszldsi diagrammal vald
Osszevetésébdl (6.2.1. abra) egyértelmiien megallapithat6, hogy féként a [CuH_,L]" részecske felelds a
tapasztalt aktivitasért, bar val6sziniileg a [CuL]** hozzdjaruldsdval is szamolnunk kell pH 6 koriil. Az
oldategyensulyi vizsgalatok sordn az alkalmazott pH tartomanyban biszkomplexek képzddését is
feltételeztiik. Annak eldontésére, hogy ezek részt vesznek-e a katalitikus folyamatban, megvizsgaltuk a
ligandum:fém ardny valtoztatasdnak hatdsat a hpnp atészteresitési reakcidjanak sebességére pH 7,3-nél
(6.4.7. abra). Jol lathatd, hogy az aktivitds 1:1 ardnyndl a legnagyobb, majd a ligandumfelesleg

novekedésével a gorbe meredeken csokken, ami azt jelenti, hogy a biszkomplexek hidrolitikus aktivitdsa

kizarhato.

c / Coye-
6.4.7. dbra: A hpnp dtészterezodésére vonatkozo pszeudo-elsorendii sebességi egyiitthatok fiiggése a fém—ligandum

ardnytol a réz(l1l)-Ac-HPHH-NH, rendszerben pH = 7,3-nél (CCM2+ = 4,65x107 mol/dm’, Chpnp = 9,52x10™*
mol/dm’, T = 298 K)

A pszeudo-elsorendli sebességi dllandok komplexkoncentraciotdl vald fiiggése a reakcid

rendlségérél ad informéciét. A pH 7,3-nal meghatarozott ki, vs. komplexkoncentracié diagram

elsorendi fiiggést mutat (6.4.8. abra).

3,5 1
3,0
2,5 1
2,0 1
1,5 4
1,0

0.5 1 Kacunst = 3.82x10™ mol~'dm’s™
0,0 T T T T

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
([CuL] + [CuH_,L]) x 10/ mol/dm®

Kiore X108/ 87

KycuL = 5.32x107 mol~'dm’®s™

6.4.8. dbra: A pszeudo-elsorendii sebességi egyiitthatok fiiggése az aktiv részecskék koncentrdcidjdnak osszegétol
PH 7,3-1él (Chpnp = 9,52x107 mol/dm’, T = 298 K)

A 6.4.6. és 6.4.8. abrak adatainak egyiittes illesztésébdl kiszamithaté a két aktiv részecske
masodrendi sebességi dllandédja: k, = 3,8%107° mol 'dm’s™! ([CuH_,L1"), illetve 5,310~ mol'dm’s™

([CuL]*"). Ez mérsékelt aktivitdst jelent a hidroxidion &ltal indukélt folyamat masodrendii sebességi
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alland6jahoz képest (kron = 9,8x107> mol"ldm3s'1) és elmarad az irodalomban talalhaté szintetikus
ligandumok két-, illetve tobbmagvii réz-, cink- vagy vaskomplexeinek aktivitdsatol [31,164—167], ahol
néhany esetben akdr 10°~10°-szeres sebességnovekedést értek el. Fontos viszont kiemelni, hogy pH 7,0-
nél a hpnp atészterezési reakcidjanak szazszoros gyorsuldsat mértilk a nem katalizalt reakcidhoz képest
(sebességnovekedés = kion/kauo), ami kiemelkedd az egymagvi réz(Il)-oligopeptid komplexekre. A
szintetikus ligandumok komplexeihez viszonyitott Kis aktivitdsra magyardzat lehet, hogy a [CuH_,L]*
komplexben koordindlédé deprotondlddott amid-nitrogén lényegesen csokkenti a réz(Il)ion Lewis-sav
jellegét, ami kedvezOtleniil hat a Kkatalizisre. Az amid-nitrogén koordinaciét tartalmazé
peptidkomplexekkel szemben, ahol az ekvatoridlis koordinécids sik teljesen telitett, elonyt jelenthet,
hogy az Ac-HPHH-NH, aktiv komplexeiben egy kdnnyen cserélhetd vizmolekula foglalja el a negyedik
koordindcios helyet. A fentiek ismeretében felmeriil a kérdés, hogy miért a [CuH_,L]" ({ImN, N~, ImN,
H,O}) és nem a [CuL]* ({3xImN, H,0}) részecske az aktivabb, annak ellenére, hogy az eldbbi
komplexben kisebb a kdzponti fémion Lewis savassdga. Eddigi ismereteink alapjan valdszintsithetd,
hogy a fémion kozelében levd szabad imidazol-nitrogén is részt vesz a folyamat eldsegitésében. A nem-
koordindl6dé nitrogénatomnak ugyanis fontos szerepe lehet a szubsztrat 2-hidroxipropil csoportjanak

deprotondldsdban.

A cink(I)-Ac-KHPHPHQ-NH, rendszer vizsgdlata sordn a teljes kinetikai vizsgdlat helyett
célunk az volt, hogy teszteljiikk a hpnp szubsztrat hidrolizisére kifejtett hatdsat, és hogy azonositsuk az
aktiv részecskét. A kinetikai vizsgdlatokat 1:1 fém:ligandum ardny mellett, pH 5,9 — 9,7 tartomdnyban
végeztilk, majd a korrigdlt pszeudo-elsérendii sebességi allandok pH fiiggését dsszevetettiik a cink(Il)-
Ac-KHPHPHQ-NH, rendszer részecskeeloszldsdval. Amint az a 6.4.9. abran lithat, a haranggorbe
jellegii kinetikai profil j6l kéveti a [ZnL]** ([ZnHL(OH)]*") komplex képzédését. A pH 8,3 koriil
tapasztalhaté maximum tehét arra enged kovetkeztetni, hogy a kinetikai aktivitds ehhez az egyetlen

részecskéhez rendelheto.

Kiorr x 10%/ 87"

0 T T T 0
4,0 6,0 8,0 10,0
pH

6.4.9. dbra: A cink(Il)-Ac-KHPHPHQ-NH, rendszer részecskeeloszldsi diagramja ( C e = 0,9%c, = 9,0x107™*

mol/dm’; 1 = 0,1 mol/dm’ NaClOy, T = 298 K), illetve korokkel dbrdzolva az autohidrolizissel korrigdlt
ldtszolagos pszeudo-elsérendii sebességi egyiitthatok adatai ldthatéak
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Mivel pH 7 — 9 tartomdnyban az autohidrolizis segessége gyorsabban nodvekszik, mint a
komplex dltal elOsegitett folyamaté, maximalis sebesség-novekedést pH 7,3 koriil értiink el, ahol a
[ZnL]** komplex ~130-szorosara gyorsitotta a hidrolizis sebességét. Az dltalunk meghatdrozott kinetikai
aktivitds  Osszemérhetd néhidny kordbban emlitett funkcionalizdlt oligopeptid kétmagvi
cink(Il)komplexeinek aktivitasdval [160,161], és nagyobb, mint az el6z6 réz(Il)-Ac-HPHH-NH,
rendszer esetén mért ~100-szoros gyorsitas.

A cink(Il)komplexek altal eldsegitett hpnp atészterez6dés mechanizmusat mar targyaltdk az
irodalomban [164]. Hasonlé folyamatokkal a cink(Il)-Ac-KHPHPHQ-NH, rendszerben is szamolni
lehet. A [ZnHL(OH)]* komplex (mint Lewis-sav) koordinicidja a szubsztratumhoz annak aktivaldsat
eredményezi. Az aktiv részecske koordinacids szférdjaban levd hidroxidionnak is jelentds szerepe lehet:
a Zn-OH egység elOsegitheti a szubsztrat 2-hidroxipropil csoportjdnak deprotondlodasat, ezzel

megkonnyitve a képz0d6 alkoxid nukleofil timadasat a foszforatomon.

6.4.4. DNS hidrolizisének vizsgdlata

A nukledz aktivitist mutaté fémkomplexek eldéllitisa az egyik meghatdrozé teriilete a
biokémiai kutatdsoknak [31,37,168]. Ismereteink szerint az eddig megjelent kozleményekben a
leghatékonyabbnak bizonyulé réz(Il)-, nikkel(I)- és vas(Ill)komplexek esetén a DNS oxidativ
roncsolddasa kovetkezett be [169,170], mig egyes lantanoidakomplexek hidrolitikus aktivitdsa jol
ismert, ezekrdl kimutattdk, hogy ujraligdlhaté hidrolizistermékeket eredményeznek. Jelenleg is tobb
kutatécsoport foglalkozik ezen katalitikus egységek bdzis specifikussdgdaval [1712,172]. A vizsgdlt
ligandumok cink(II)komplexeinek hidrolitikus hatdsar6l azonban eddig nem szdmoltak be.

Méréseink sordn a kisérleti részben targyalt Osszes négytagi és anndl nagyobb peptid
fémkomplexeinek megvizsgaltuk a természetes makromolekuldris szubsztrdt (pUC18 plazmid DNS)
hidrolizisére kifejtett hatdsat, a kisérleti részben leirt koriilmények mellett. A komplexek oldatdhoz
minden esetben, a részecskeeloszldsnak megfelelden, olyan pufferoldatot adtunk, hogy a fiziol6gids pH
kozelében keletkezd, vdrhatéan hidrolitikus aktivitdssal rendelkez6 részecskék hatékonysdgat
vizsgilhassuk. Minden esetben tobb parhuzamos kontrollkisérletet is végeztiink: vizsgaltuk, hogy
azonos koriilmények mellett, de fémkomplex, illetve ligandum vagy fémion tavollétében €s jelenlétében
mi torténik a DNS-sel. A reakci6 sordn eldszor a kettds szald DNS egyik szdldn torténhet véletlenszer
bemetszés (mivel az altalunk vizsgdlt komplexek bazisspecifikussagot nem mutatnak), azaz a
foszfatészter kotés hidrolizise csak egy szdlon kovetkezik be. A bemetszés kovetkeztében a kiindulasi,
un. szuperhelikalis szerkezetli DNS (I. forma) dn. relaxdlt vagy nyilt cirkuldris DNS-sé (II. forma)
alakul, mely lassabban vandorol az agarézgélben. Mivel bemetszések mindkét szdlon megvaldsulhatnak,
amennyiben két elhidrolizalt kotés kellden kozel esik egymashoz a DNS lancon beliil — aminek a
valészinlisége a bemetszések szdmdnak novekedésével nd —, kialakulhat a linedris forma is, amely

altalaban az I-es és II-es forma ko6zott fut a gélben.
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zseb: 12 3 4 56 7 8 9 10 11

pH: 6,5 7,5 6,5 7,5 6,5

Cirkularis forma
Linearis forma

Szuperhelikalis

forma
DNS + 0+ + + + 4+ o+ 4+ + o+ 4+
Cu (II) -+ + 4+ + + + + + + o+
Ac-HPHH-NH, - -

6.4.10. dbra: A gélelektroforézis eredménye az Ac-HPHH-NH, ligandum réz(Il)komplexeinek, valamint a
réz(ll)ionok aktivitdsa kiilonbozo pH értékeknél a DNS hidrolizisében (inkubdlds 16 h, T=310 K, ¢ = 0,9 xcp.

= 2,9x107 = 1,2x107° mol/dm’, a + jel jeléli a megfelelé komponens jelenlétét, a — jel annak hidnydt az adott
elegyben)

Az Ac-HPHH-NH, ligandum fémkomplexei esetén (6.4.10. abra) a csak réz(Il)iont tartalmazo
oldatban pH 6,5-nél (3. zseb) tortént DNS hasitds, de a novekvé koncentricidban alkalmazott
réz(Il)komplexek egyik pH értéken sem mutattak hidrolitikus aktivitast (4. — 11. zsebek). A 3. zsebben a
hidratalt réz(Il)ion olyan hatékonynak bizonyult, hogy a nyilt forma mellett kis mennyiségben a DNS
linedris alakja is megfigyelhetd. Ezen eredmények tehdt egyrészt azt mutatjak, hogy az Ac-HPHH-NH,
réz(IDkomplexei nem képesek a nativ DNS hidrolitikus hasitdsdra, masrészt azt is latjuk, hogy a
ligandum jelenlétében nem volt aktiv szabad fémion az oldatban. A réz(Il)ion &ltal mutatott nagy
aktivitds pedig valdszinlileg oxidativ roncsolds, nem pedig hidrolizis eredménye, aminek a gyakorlati
haszna j6éval kisebb, mint a hidrolitikus hasitasé.

Hasonl6é eredményhez jutottunk az Ac-HPHPH-NH, pentapeptid réz(II)- és cink(Il)komplexei
esetében is. A csapadék kivélasa eldtt, pH 6,7 koriil, ahol az oldategyensulyi mérések szerint 25,5%-ban
van jelen a CuH_ L részecske (34% CuL, 15,5% Cul, és 14% cu" mellett), valamint a 22%-ban
megjelené ZnH_ (L (22% ZnL, 23% ZnL,, 23% Zn" mellett) vegyes hidroxokomplexek egyike sem
mutatott hidrolitikus aktivitdst. A 6.4.11. abra tanisidga szerint, bar a tiszta DNS oldatdban is
megjelenik egy kevés nyilt cirkuldris forma (1. — 4. zseb), szdmottevd valtozds csak a szabad

réz(Il)ionok (9. zseb) jelenlétében tapasztalhatd, hasonldan a kordbbi eredményekhez.

zseb: 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cpns NO

DNS + o+ o+ o+ + 0+ o+ o+ + o+
Cu(II) - - - - + + - = + -
Zn (II) - - - - - - + 4+ - o+
Ac-HPHPH-NH, - - - - + + + + - -

6.4.11. dbra: Az Ac-HPHPH-NH, ligandum réz(Il)- és cink(Il)ionok jelenlétében kialakitott komplexei, valamint a
réz(1l)- és cink(Il)ionok aktivitdsdnak vizsgdlata gélelektroforézis segitségével (pH = 6,7, inkubdldsi idé 16 h, T =
310K, c 2 = 0,9 xcp, = 2,7x10  illetve 5,4x10™ mol/dm’, ¢, . = 0,9 x ¢, = 1,7x107 illetve 3,5x10™ mol/dm’)
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A 6.2.3 fejezetben lattuk, hogy az Ac-KHPHPHQ-NH, esetében, tudomdsunk szerint eldszor,
sikeriilt olyan peptidet elddllitani, amelynek mind a réz(Il)-, mind a cink(Il)komplexei a teljes vizsgélt
pH tartomanyban oldatban maradtak, és ugyanakkor a réz(Il)komplexekben az amid-nitrogén(ek)
koordinacidjat is sikeriilt megakadalyozni fiziol6gids pH-n. Ez biztaté eredmény a DNS hidrolizisének
vizsgdlata szempontjabol, ami a kisérletek sordan igazolddni latszott. A 6.4.12. abran lithat6, hogy a
heptapeptid cink(Il)ionok jelenlétében kialakitott komplexe(i) pH 7,1-nél (5. zseb) olyan nagy
hatékonysdggal képesek a nativ DNS-t hidrolitikusan hasitani, hogy a szuperhelikdlis forma szinte
teljesen 4talakul nyilt cirkuldrissd, valamint — a kettds szdlon egymdshoz kozel esd egyszald
bemetszések kovetkeztében — kis mértékben a DNS linedris formaja is megjelenik. A pH novelésével, a

részecskeeloszlas valtozdsaval megsziinik az aktivitas.

zseb 1 2 3 4 5 6 7
PH 8,6 7,1 7,6 8,6 7,1 7,6 8,6
DNS + + 4+ + o+ + +
Cu(II) - + o+ + - - -
Zn (II) - - - -+ + +
Ac-KHPHPHQ-NH, - + + + + + +

Cirkularis forma

Linearis forma

Szuperhelikalis
forma

6.4.12. dbra: Az Ac-KHPHPHQ-NH, ligandum réz(I1l)- és cink(Il)ionok jelenlétében kialakitott komplexeinek a
pUCI8 hidrolizisére kifejtett aktivitdsa kiilonbozo pH értékeknél (inkubdlds 16 h, T=310 K, Coyr+ = 0,95 xcp =

2,3x107 mol/dm’, ¢_ ,. = 0,90 xc;, = 1,8x107* mol/dm’)

Zn2+

A 6.2.13.B abran lithato részecskeeloszldsi diagram alapjan valésziniisithetd hogy a pH 7,1-nél
dominéns [ZnHL]** komplex felel@s a tapasztalt aktivitdsért, és a 6.4.13. abran sematikusan vézolt
moédon hidrolizédlja a nativ DNS-t. A lizin pozitiv toltésének is szerepe lehet az aktivitdsban, hisz ez

eldsegitheti a DNS-hez val6 kotddést.

DNS +
W DNS  zn(I1)-komplex
" - ©
cH C—N
. Q @
S =0 o %
Ac-Lys H H /\( ? © 7]
I cH 9 g
N ~ - \” =
Z/\J 7 BREN Qee0 &
<T Gln-NH,
N N
H
+

agaroz gél elektroforézis

6.4.13. dbra: A cink(ll)-Ac-KHPHPHQ-NH, rendszerben képzédé [ZnHL]’* komplex nativ DNS-re kifejtett
nukledz aktivitdsdanak sematikus dbrdzoldsa
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A hidrolizis esetleges bdazisszekvencia-specifikussdgdt nem vizsgdltuk, és a mechanizmus
tisztdzdsa is tovdbbi kutatdst igényel, de a tapasztalt nagy hatékonysig reményt ad arra, hogy ezen
peptidszekvencia mesterséges nukledzok aktiv kdzpontjat alkothassa.

A DNS hidrolizisének vizsgélatat kiterjesztettiik a P20 peptid cink(I)- és vas(Ill)ionokat
kiilonb6zd ardnyban tartalmazé oldataira is, de aktivitast ezekben az esetekben eddigi vizsgdlataink

sordn nem tapasztaltunk.
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7. Osszefoglalas

A metalloenzimek aktiv kozpontjdnak fémkomplexekkel torténd modellezése sordn pontosabb
képet kaphatunk az enzimek miikodési mechanizmusarél, az eredmények pedig hozzijarulhatnak uj,
mesterséges enzimek kifejlesztéséhez. Az eddigi vizsgalatok sordn tobb esetben sikeriilt megismerni a
fémtartalmu fehérjék szerkezeti és funkciondlis tulajdonsdgait kis molekulatomegli fémkomplexekkel
torténd modellezés révén. A vizsgalatatokhoz a peptidek megfeleld valasztidsnak tlinnek a fehérjékhez
valé hasonlésdguk miatt.

A bioszervetlen és koordindciés kémia teriiletén beliill a hisztidintartalmi peptidek
adtmenetifémion koordinicidja részletesen vizsgdlt teriilet, melynek eredményeit nagyszdmu
kozleményben foglaltdk Ossze. Koztudott, hogy a hisztidint tartalmazé peptidek fémion koordinécidja
igen véltozatos és bonyolult, valamint, hogy ezen peptidek rézkomplexeinek bioldgiai szerepe jelentds
és szertedgazd. Néhany példat emlitve, a réz(Il)-Xaa-Yaa-His komplexek egyes szérum albuminok
szerkezetének felderitésében segitettek, a réz(Il)-Xaa-His-Yaa tipusd peptidek a humin noévekedési
faktor modellkomplexeiként szolgdltak, illetve a réz(II)-His-Xaa-Yaa szekvencia megfelelOnek
bizonyult a prion fehérjék szelektiv réz(Il)ion kotd régidjdnak modellezésére. Mivel a réz(Il)ion
koordinacidja mar a kistagszamu peptidkomplexeknél is er0sen fligg a hisztidin aminosav-sorrendben
elfoglalt helyétdl, ezért e rendszereket széles korben tanulmédnyoztak. Ennek ellenére jelenleg is sok
megvalaszolatlan kérdés van a vizes kozegben kialakulé egyes részecskék jelenlétére és oldatbeli
szerkezetére vonatkozdan.

A kialakulé  kotéstipusok  megismeréséhez egyszerti, hisztidintartalmi  tripeptidek
réz(IDkomplexeit vizsgaltuk, melyek a kovetkezdek voltak: Xaa-Xaa-His, Xaa-His-Xaa és His-Xaa-
Xaa, ahol Xaa = Gly vagy Ala. A bioldgiai szempontbdl is jelentds tripeptidek réz(II)komplexeinek
kombindlt potenciometrids, spektrofotometrids, cirkuldris dikroizmus (CD) és esetenként ESR
spektroszképids vizsgdlata hasznos, egymdst kiegészitd informicidkat szolgdltat a réz(Il)-
peptidkomplexek oldatkémiai viselkedésének és szerkezetének megismerésében. A szerkezet és a CD
spektrumok alakja kozti dsszefiiggésekbOl megallapitottuk, hogy a keldtgylriik kirdlis hozzajaruldsa a
tripeptidekben egymastdl fiiggetlen, ezért additiv médon jelentkezik. Vizsgdlataink arra is rdvilagitottak,
hogy a hisztidin jelenléte a peptidekben jelentds kirdlis hozzdjaruldst eredményez, ami minden esetben
pozitiv Cotton-effektusban nyilvdnul meg, és ennek mértéke a hisztidinnek a szekvencidban elfoglalt
helyével jelentOsen valtozhat. Megallapitottuk, hogy tovabbi kirdlis hozz4jarulasok figyelhetfk meg a
réz(Il)ion koordindcids szférajaban jelenlevd két ligandum egymadssal (sztérikus okokbdl) torténd
kolcsonhatdsa miatt. Ravildgitottunk arra, hogy néhdny esetben szokatlan koordindciés méd valdsul
meg, és ezen részecskékre oldatbeli szerkezeteket javasoltunk. Eredményeink aldtdmasztjak, hogy a CD
hozzajaruldsok ismeretében, az oldategyensilyi adatok segitségével szadmitott molaris CD spektrumok
alapjan, kelld koriiltekintéssel, megjosolhaté szdmos réz(Il)komplex oldatbeli szerkezete. Noha az

eredmények nem éltaldnos érvényliek, altaluk jobban megismerhetdek a bonyolultabb rendszerek.
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Munkank soran a biokoordinacids kémiai modellezés teriiletén szerzett ismereteinket hasznalva,
megprobéltunk olyan fémionkotd kismolekuldkat tervezni és eldéllitani, melyek az enzimek aktiv
kozpontjdnak szerkezeti és/vagy funkciondlis modelljei lehetnek. A kis molekulatomegi
peptidkomplexek, mint modellvegyiiletek, azonban szdmos hétrannyal rendelkeznek a természetes
makromolekuldkkal szemben. A metalloenzimek esetében ugyanis a fémion koordindcidé csupdn a
fehérje oldallanci donorcsoportjai révén valésul meg, mig a kistagszdmu peptidek esetén, példaul a
réz(Il)ionok amid-nitrogén deprotonalédast indukélnak, a cink(II)ionokat tartalmazé oldatokbdl pedig az
esetek tobbségében fizioldgids pH-n a fémion teljes vagy részleges hidrolizise miatt csapadék valik ki. A
megfeleld oldallanci donorcsoportokkal ellatott oligopeptidekkel a fenti problémdk varhatéan
kikiiszobolhetéek. Ezért a hisztidinben gazdag peptidek réz(Il)-, nikkel(II)- és cink(Il)komplexeinek
vizsgélataval jelenleg is szdmos kutatdcsoport foglalkozik. Bar az eddig vizsgdlt ligandumok
tobbségénél {3xImN} vagy {4xImN} koordiniciét tartalmazé részecskék képzdédtek pH 5 — 7
tartomanyban, az amid-nitrogén deprotondl6dast vagy a csapadék-képzddést nem sikeriilt meggatolni
semleges kozegben. Munkank sordn célul tliztik ki olyan oligopeptidek eldallitdsdt, melyeknél
fiziol6gids pH tartomédnyban kikiiszobolhetdek a fenti problémdk a komplexképzddés sordn. Ez, amint
az eredményeink mutatjdk, megvaldsithaté a prolin aminosav beépitésével, mely toréspontot jelent a
sorozatos amid-nitrogén koordindciéban. igy a kialakulé komplexekben makrokelat-szerii koordinaci6s
moéd valésul meg.

A fentiek alapjan tehat kiilonbdzd oligopeptid szekvencidkat terveztiink, nevezetesen az Ac-
HisProHisHis-NH,, Ac-HisProHisProHis-NH, és Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH, ligandumokat. Ezek
a peptidek a természetes fehérjékhez hasonlé koordinaciés kornyezetet biztosithatnak a cink(Il)- és
potenciometrids titralassal, UV/lathatd, CD és ESR spektroszkopids mdédszerekkel hataroztuk meg.

A prolin jelenléte az N- és C-termindlis csoportjain is védett, hisztidinben gazdag Ac-
HisProHisHis-NH, peptid esetében elsOként egy harom imidazol-nitrogén koordindcidt tartalmazé stabil
komplexet eredményezett. Réz(I)ionok jelenlétében pH 7 koriil a {2xImN, N~, H,O} tipust koordinéci6
jott 1étre, egy deprotondlédott amid-nitrogén részvételével. Ez a szerkezet fenntarthaté pH ~ 10-ig egy
koordinalédott vizmolekula deprotonalédasaval. Nikkel(Il)ionok jelenlétében a fémion indukalta amid-
nitrogén deprotondlédds csak pH 8 felett kezdddik, igy a hdrom imidazol-nitrogén koordinaciét
tartalmazé [NiL]** a domindns részecske igen széles pH tartomdnyban (pH 6,5 — 8.5). Ugyanakkor a
csupdn oldalldnci imidazolgylirlik koordinacidjaval kialakul6 részecskék stabilitdsa nem volt elég nagy
ahhoz, hogy a cink(Il)ionokat oldatban tartsa pH 7 felett. Mindemellett a {3xImN} koordiniciét
tartalmaz6 részecskék brutté stabilitdsi dllandéi mintegy egy nagysdgrenddel kisebbek voltak, mint a
HXHXH szekvencidt tartalmazé peptidek vizoldhaté fémkomplexei esetén meghatédrozott értékek.

Az amid-nitrogén deprotondléddsdnak megakaddlyozdsa és a komplexek stabilitdsdnak novelése
érdekében egy tovdbbi Pro aminosavat épitettiink be a peptidszekvencidba. Az Ac-HisProHisProHis-

NH, vizsgdlata sordn mind a réz(Il)-, mind a cink(II)ionok jelenlétében csapadék kivaldsit tapasztaltunk
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pH 6,9 felett, a [CuH_,L]" és [CuH_zL]O részecskék megjelenésével parhuzamosan, annak ellenére, hogy
a képzddo torzskomplex stabilitdsa nagyobb volt, mint a megfelel6 Ac-HisProHisHis-NH, komplexé.
Vizsgalataink azt mutattdk, hogy a csapadék megjelenése a ligandumot is tartalmazé kis oldhatésagu,
toltéssemleges komplex kivéldsdnak a kovetkezménye.

A kovetkezd 1épésben, az eldbbi szekvencia megtartdsa mellett, a komplexek vizoldhatésagat
probéltuk elérni semleges kozegben, ezért eldallitottuk az Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH, peptidet a
pozitivan toltott Lys, illetve a hidrofil oldallancot tartalmazé Gln aminosavak beépitésével. A réz(Il)- és
cink(Il)komplexek is vizoldhaténak bizonyultak a teljes vizsgalt pH tartomanyban (pH 2 — 11). A CD és
UV/lathaté spektroszkopids adatoknak megfeleléen az amid-nitrogén deprotondlédds csak pH 9 felett
tortént, ami jelentds spektralis valtozast eredményezett. A peptid-nitrogén deprotondléddsa a CuH L =
CuH_,L + H" folyamathoz rendelhetd, melyet a CD spektrumban megjelend intenziv negativ csucs jelez
350 nm koriil. Fiziol6gids pH koriil a vegyes hidroxokomplexek domindlnak, foleg a cink(Il)ionok

esetében.

A hidrolitikus aktivitdssal rendelkezd természetes enzimek aktiv kodzpontjdnak mintdjara,
munkdnk sordn megprébéltunk néhdny nagyobb tagszdmu peptidet tervezni. Ennek alapjdul a
metallohidroldzok csalddjaba tartozd, széles korben tanulmanyozott biborsav-foszfatdiz (BSF)
enzimcsalddot vélasztottuk. Ezen enzimek mindegyike kétmagvii aktiv kozponttal rendelkezik, egy Fe'™
és egy M" (ahol M" = Fe", Zn", Mn") szdmdra tartalmaz kothelyet, melyek eldsegitik a foszforsav-
észterek hidrolizisét. Munkénk célja tehat olyan peptidek eldéllitdsa volt melyek két fémiont is képesek
megkdtni, a BSF enzimek katalitikus kozpontjat alapul véve. Egy 20 és egy 24 aminosavbdl allo
oligopeptidet ~ vélasztottunk ki vizsgdlataink  célpontjdul  (ezek  szekvencidgja  P20:
YKDPPTDHLDQDVLDLPHHN és P24: DPPQVPHLYGLFQINDTVHGCCHN), melyek molekuldris
dinamikai szdmitdsok alapjan képesek stabil gerinckonformdicid kialakitasara, és benniik két fémion
(Fe™ és Zn") szdmdra taldlhaté kotShely. Elsé 1épésként a peptidek eléallitasat és tisztitdsat
mikrobiolégiai mddszerek segitségével végeztiik, pPGEX-6P plazmid vektor felhasznaldsaval. Ezaltal az
eldallitott peptidek N-termindlis részén a Glutation S-transzferdz (GST) fehérjemolekula taldlhatd. A
fuziés GST-P20 és GST-P24 fehérjék fémionkotd tulajdonsdgait SRCD spektroszkdpia segitségével
igazoltuk. Eredményeink azt mutattdk, hogy kis fémion felesleg esetén specifikus, nagyobb felesleg
alkalmazdsakor viszont nem-specifikus kolcsonhatds alakul ki a fehérje és a fémion kozott, mely
végeredményben a fehérje denaturaléddsdhoz vezet. Onmagaban a GST fehérje nem mutatott specifikus
fémion kotést.

A tovédbbiakban szildrd fazisu peptidszintézis segitségével is elddllitottuk a P20 peptidet, Fmoc-
stratégidval. Vizsgdltuk a peptid oldatkémiai viselkedését cink(Il)ionok jelenlétében, és fémionkotd
tulajdonsdgait CD spektroszkdpia segitségével.

A fehérjék eldéllitdsaban és tisztitdsdban a GST fuziés tagnak tobb elonye is van, mégsem ez a

fuzids fehérje a célmolekula a késdbbi vizsgalataink sordn. A mesterséges metalloenzimek eldallitasat
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jovObeni terveink szerint egy hidrolitikus aktivitdssal rendelkez6 peptid és egy nukleinsavkstd fehérje
génjének Osszekapcsoldsdval tervezziik. Ily mdédon a fehérje tulajdonsiga fogja a tovdbbiakban
meghatdrozni a mesterséges metallohidroldz szubsztrat-specifikussagat, a fémionkotd peptid pedig az
enzim aktiv centrumat. Ezt az Otletet tdmasztjdk ald azok a vizsgdlatok, miszerint egyes nukledz
enzimekben a fehérje mas-mas doménjei feleldsek a hidrolitikus funkciéért és a szubsztrat megkotésért.
A mesterséges metallonukledz enzimek jelentdségét igazolja az a tény, hogy igéretes felhasznalasi
teriiletik lehet példaul a génspecifikus (kemo)terdpidban, virusos, o©roklédo, illetve rédkos

megbetegedések esetén, valamint a géntechnolégidban és a rekombindns DNS technikaban.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a vizsgalt peptidkomplexek szertedgazé Kkatalitikus
aktivitdssal rendelkeznek: oxidativ (szuperoxid-dizmutiz vagy pirokatechin-oxiddz utdnz6) é&s
hidrolitikus (2-hidroxipropil-4-nitrofenil-foszfat vagy plazmid DNS hidrolizis) aktivitassal. A Cu(Il)-
Ac-HisProHisHis-NH, [CuH_,L]" és [CuH_zL]O komplexei tobbfunkciés modelleknek bizonyultak.
Habdr a [CuH_,L]" részecske SOD-aktivitdsa kozel harmincszor kisebbnek adddott, mint a természetes
enzimé, mégis egyike az eddig vizsgilt legaktivabb peptidkomplexeknek. A pirokatechin-oxiddz
aktivitds vizsgalatok azt mutattak, hogy a [CuH_,L(OH)]’ részecske kimagaslé katalitikus aktivitassal bir
(ke = 012 s az egymagvi réz(IDkomplexek korében. A Cu(l)- ¢és Zn(Il)-Ac-
LysHisProHisProHisGIn-NH, komplexek is hasonlé aktivitdst mutattak, de a pH 7,1 koriil képzddd
cink(Il)komplex egyediilall6 hatast gyakorolt a kettds szélu cirkuldris DNS hasitasdra. A tovdbbiakban a

kisérleti munkénk a P20 peptid katalitikus aktivitdsdnak vizsgélatdra irdnyul.

A fenti eredmények alapjan megéllapithatjuk, hogy sikeriilt olyan hisztidin-prolin gazdag
minimalis peptidszekvenciat taldlnunk, mely fiziolégids pH-n kizdrélag az oldallancban taldlhatd
donorcsoportokkal koordinal6édik a fémionhoz, vizoldhat6 vegyes hidroxokomplexek képzddése mellett.
A réz(Il)- és cink(I)-Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH, komplexek esetében — ismereteink alapjan
eldszor egymagvu oligopeptid-fémkomplexeknél — sikeriilt az amid-nitrogén deprotonalddast és a
csapadékképzddést is egyidejlileg megakadalyozni. A vizsgalt ligandumok réz(Il)- és cink(I)komplexei
jelentds redoxi és hidrolitikus aktivitassal rendelkeznek. Ezek alapjan a stratégiank igéretesnek bizonyul

mind szerkezeti, mind funkcionalis enzimmodellek kialakitasara.
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8. Summary

The study of metal complexes as models for metalloenzymes may provide a deeper insight into
the enzymatic processes, and also it may serve as a basis for the development of artificial enzymes. In
some cases the structural or functional properties of the active centre of metalloenzymes have been
discovered by modelling the metal ion containing molecules with low molecular weight metal
complexes. Peptides look as the obvious models for proteins, because of their similar composition.

In the bio-inorganic and complex chemistry field, the transition metal ion coordination to
histidine containing peptides have been widely studied and the results are summarized into chapters of
several reviews on metal-peptide interaction. It is well known, that histidine containing peptides exert a
great variety of coordination modes toward metal ions, and the copper(Il) complexes of these peptides
are of significant biological importance, e.g. Cu(ll)-Xaa-Yaa-His type complexes were utilized as
models for certain serum albumins, Cu(I)-Xaa-His-Yaa type peptides as models for human growth
modulating factor, or the His-Xaa-Yaa sequence came into forefront since it may mimic the selective
copper(Il) binding to the octarepeat region of prion proteins. Although the copper(Il) coordination of
these peptides, with histidine at different position, have been extensively investigated, there is still
disagreement about the existence and the solution structure of some minor species in aqueous solutions.

To reveal the structural modalities, we have investigated the copper(ll) complexes of the
tripeptides Xaa-Xaa-His, Xaa-His-Xaa and His-Xaa-Xaa, where Xaa = Gly or Ala by combined pH-
metry, spectrophotometry, circular dicroism (CD) and in part EPR spectroscopy. The combination of
these methods give useful complementary information about the speciation and structure of the formed
complexes. It has been shown that in certain complexes unusual coordination of the metal ion occurs
and possible structures were proposed for these species. Concerning the structure — CD spectral
relationships, we found that the chelate rings in the tripeptide complexes seem to be isolated from the
point of view of their contribution to the chirality of the metal ion, thus their contributions are additive.
Our results also showed that the coordinated side-chain of the histidine residue has a great contribution
to the chirality, with a significant positive Cotton effect, the intensity of the CD band being strongly
dependent on the position of histidine in the amino acid sequence of the peptide. We observed new
contribution to the optical activity, caused by the steric or non-covalent interactions between two
coordinated ligands. Our findings of the CD contributions allowed us to make an initial prediction on the
structure of more complicated peptide complexes. However, such predictions can only be made when

the molar CD spectra for the individual species are calculated, and certainly they are not decisive.

Applying the knowledge collected in the field of bio-coordination chemistry in modelling
studies we attempted to design and prepare small metal binding molecules that may make up the
functional and/or structural models of the enzymes' active centres. However, the use of short metal-
binding peptides for modelling faces several difficulties. It is well known, that the metal ion

coordination in metalloenzymes occurs mainly through the amino acid side-chains of the proteins. In
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short peptides strongly competitive processes take place, like the amide nitrogen coordination in
copper(Il), and the hydrolysis of the metal ion in zinc(Il)-containing systems, preventing the formation
of suitable model complexes. The side-chain type coordination may be achieved by increasing the
number of efficient donor groups. For these reasons the study of copper(Il)-, nickel(Il)- and zinc(II)-
complexes of multihistidine peptides is a current hot topic in the literature. Although the ligands
investigated so far form stable {3xImN} or {4xImN} coordinated complex species between pH 5 — 7,
the amide nitrogen coordination or precipitation usually occurs at neutral pH. Thus one of our goals was
to design an appropriate peptide sequence preventing both the amide-coordination and the hydrolysis at
physiological pH. This, as demonstrated by our results, can be achieved by inserting the proline residue,
which serves as a “break-point” in the successive amide nitrogen deprotonation. The interaction of the
side chain donor groups with the metal ion, resulting in macrochelate or loop structures is promoted in
this way.

Based on the above facts, we have designed different peptide sequences, namely Ac-
HisProHisHis-NH,, Ac-HisProHisProHis-NH,, Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH,. These peptides could
provide similar coordination environment for zinc(Il) and copper(Il) ions as in many proteins,
mimicking in this way the active centre of metalloenzymes. We characterized the equilibrium features of
these oligopeptide complexes with copper(Il), nickel(Il) and zinc(Il) ions in aqueous solution. The
composition, speciation and the solution structure of the complexes have been studied by combination of
pH-potentiometric titrations, UV/visible, EPR and CD spectroscopy.

In Ac-HisProHisHis-NH, the presence of a proline residue within the short (N- and C-
terminally protected) multihistidine peptide resulted in the formation of a three imidazole-N coordinated
species as a first stable complex. Around pH ~ 7 a {ImN, N ¢, ImN, HyO} coordinated copper(Il)
complex, possessing one bound amide nitrogen, formed. This structure was maintained up to pH 10,
with deprotonation of a coordinated water molecule. The metal promoted amide deprotonation shifted to

1** was the

above pH 8 in the nickel(Il) complex, therefore the three imidazole nitrogen coordinated [NiL.
dominant species in a wide pH range (6.5 — 8.5). At the same time, the coordination of side chain
imidazole rings alone was not able to keep zinc(Il) in solution above pH 7, preventing further
investigations. The overall formation constants of the {3xImN} coordinated species were by around one
order of magnitude smaller than those published for HXHXH peptides.

To avoid the amide nitrogen deprotonation, and to increase the stability, a further Pro residue
was inserted in the peptide sequence. In this case both in the Cu(Il)- and in the Zn(II)-Ac-
HisProHisProHis-NH, system precipitation was observed above pH 6.9, in parallel with the formation of
[CuH_,L]" and [CuH_,L]" species. Since the precipitation occurred in spite of the higher stability of the
parent complex compared to Ac-HisProHisHis-NH,, we have determined the composition of the solid
substance to be equal to the neutral complexes.

Thus to increase the solubility of the complex around the neutral pH, we have designed a new

sequence containing a positively charged Lys, and a polar, uncharged Gln: Ac-KHPHPHQ-NH,. The
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copper(Il), as well as, the zinc(Il) complexes were soluble in the whole investigated pH range (pH 2 —
11). Concerning the CD and UV/visible spectroscopic data the amide nitrogen coordination appeared
only above pH 9, resulting in fundamental changes in spectral parameters. It is most likely that the
amide nitrogen coordination corresponds to the CuH_;L. = CuH_,L + H" process, indicated e.g. by the
intensive negative Cotton effect around 350 nm. However mixed hydroxo complexes dominate around

physiological pH, particularly in the case of zinc(Il) ions.

We have also tried to design somewhat longer peptides based on the active site of a natural
enzyme with hydrolytic activity. One of the best candidate for this was the thoroughly studied
metallophosphohydrolase family of purple acid phosphatases (PAPs), which utilize bimetallic active

" and a second divalent ion, commonly Zn", Mn" or Fe" to facilitate phosphoester

sites: one Fe
hydrolysis. The aim of our work was to synthesize artificial metalloenzymes based on the active centre
of the PAPs. Using computational calculations we have found a 20 and a 24 amino acid containing
peptides (the sequence of P20 is YKDPPTDHLDQDVLDLPHHN and of P24 is
DPPQVPHLYGLFQINDTVHGCCHN) able to form stable backbone conformation, with cavities for

binding two metal ions: Zn" and Fe"

. As a first step, by molecular biology tools the expression and
purification of the above mentioned peptides was performed, using the pGEX-6P plasmid vector. In this
way the Glutatione S-transferase (GST) is fused to the oligopeptide at the N-terminal part of the peptide.
The metal ion binding has been proven by the SRCD experiments on GST-P20 and GST-P24 proteins.
These results showed that at low metal ion to protein ratio a specific metal complex is formed, while at
higher excess the non-specific binding dominates, causing the denaturation of the protein. The specific
metal ion binding was not observed in GST protein itself.

In addition, we have also synthesized the P20 peptide by solid phase peptide synthesis, using the
Fmoc strategy. We have investigated the solution chemical properties of the P20 peptide in the presence
of zinc(Il) ions and we have performed CD spectroscopic measurements.

Although the GST fusion tag represents a number of advantages both in the preparation and
purification procedures, we have to note that GST is not the target fusion tag in our future investigations.
Instead the genes of the potent short peptides, which possess hydrolytic activity in the presence of metal
ions, can be fused to the genes of specific proteins binding the target molecules. Such artificial
hydrolases are expected to show substrate specificity, determined by the nature of the fusion protein.
The above idea is supported by investigations on certain nucleases enlightening that different domains of
the protein are responsible for the hydrolytic function and for the substrate specificity. Thus, combined
with recognition agents (e.g. a DNA binding protein), artificial nucleases are useful for the non-
oxidative, sequence specific cleavage of nucleic acids and might become important tools in future
biotechnology and medicine. The gene specific (chemo)therapy is one of the most promising
application, i.e., in the treatment of diseases involving the production of hazardous proteins. The gene

technology is another promising area of artificial nucleases.
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Based on our results, the investigated peptide complexes possess versatile catalytic activity:
oxidative (superoxide dismutase- or catecholase-like activity) and hydrolytic activity (transesterification
of 2-hydroxypropyl-4-nitrophenyl phosphate or the cleavage of plasmid DNA). In the case of Cu(Il)-Ac-
HisProHisHis-NH,, the [CuH_,L]* and [CuH,zL]0 complexes proved to be multifunctional model
catalysts in redox and hydrolytic reactions with remarkable activity. Although the SOD-like activity of
the [CuH_,L]" complex is c.a. thirthyfold lower than that of the native enzyme, it is one of the most
active peptide type model system reported so far. In the catecholase-like activity assay the above
complex showed an outstanding activity for a mononuclear copper(Il) complex. The activity was related
to the [CuH_,L(OH)]° species (ke = 0.12 s™"). The redox and hydrolytic activity of the Cu(Il)- and
Zn(I)-Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH, complexes were also investigated. We demonstrated a very
high hydrolytic activity of the zinc(II) complexes at pH 7.1 in a cleavage assay of the double stranded
circular DNA. Our future work is directed toward the investigation of the catalytic activity of the P20

peptide.

According to the above results, we could approach the minimal HP-rich peptide with increased
solubility, which is able to bind metal ions solely by the amino acid sidechains at physiological pH in
parallel with the formation of water-soluble mixed hydroxo complexes. Both the amide nitrogen
coordination and the precipitation was hindered in the case of the copper(Il)- and zinc(Il)-Ac-
LysHisProHisProHisGIn-NH, complexes, which concerning to our knowledge is for the first time
reported in the case of small mononuclear peptide complexes. The copper(Il) and zinc(Il) complexes of
the investigated peptides showed remarkable redox and hydrolytic activity. Thus our strategy is

promising for the preparation of both structural and functional enzyme models.
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9. Roviditések

C — Cys - cisztein

D — Asp - aszparaginsav
G — Gly - glicin

H - His - hisztidin
K - Lys - lizin

L — Leu - leucin

N — Asn - aszparagin
P — Pro - prolin

Q - GIn - glutamin
R — Arg - arginin

S — Ser - szerin

T — Thr - treonin

V —Val - valin

W — Trp - triptofan
Y — Tyr - tirozin

BSF (PAPs) — biborsav-foszfatdz enzimek (purple acid phosphatases)

CHES - 2-[ciklohexilamino]-etanszulfonsav

dbsq — ditercbutil-semikinon gyok

DIEA — N,N-diizopropil-etilamin

DMF — N,N-dimetil-formamid

dtbq — 3,5-di-terc-butil-1,2-benzokinon

Fmoc — 9-fluorenil-metoxi-karbonil

GST - Glutation S-transzferdz

H,dtbc — 3,5-di-terc-butilpirokatechin

HBTU - 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronium hexafluorofoszfat

HEPES - 4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-etdnszulfonsav

HOBt — N-hidroxibenzotriazol

hpnp — 2-hidroxipropil-4-nitrofenil foszfat

ImN — imidazol-nitrogén

LB — Luria Bertani tdptalaj

MES - 2-[N-morpholino]-etdnszulfonsav

N~ — amid-nitrogén

NBT - nitroblue-tetrazélium sé

NH, — amino-nitrogén

NMP - 1-metil-2-pirrolidon

P20 - YKDPPTDHLDQRVLDLPHHN

P24 - DPPQVPHLYGLFQINDTVHGCCHN

PBS — Phosphate Buffered Saline = foszfat puffer (6sszetétele: 140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 2 mM
KH,PO,)

rpm — round per minute = fordulatszdm

SDS-PAGE - Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gelelectrophoresis = ndtrium-dodecil-szulfatos

poliakrilamid gélelektroforézis

SOD - szuperoxide-dizmutdz

SPPS — szilard fazisu peptidszintézis

TFA — trifluorecetsav

TRIS — trisz(hidroximetil)-aminometan
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Fiiggelék

F.1. A GST-fizios fehérjék elodllitdsa és tisztitdsa ioncsere, illetve affinitds kromatogrdfidaval

Gazdasejtek (E. coli BL21) elékészitése CaCl,-0os médszerrel. Az E. coli baktériumot 10 cm’

taptalajon, 37°C homérsékleten felnovesztjiik 0,5 — 0,7 ODgo-ig, majd jégen lehiitjiik és 4°C-on, 15

percig 4000 rpm fordulatszimon centrifugiljuk. A sejteket ezt kovetden 5 cm® (V2 térfogatnyi) 0,1
mol/dm® MgCl, oldattal felszuszpendaljuk, azonnal 10 percig centrifugdljuk (4000 rpm) és végiil a
feliiliszot ledntjiik. Ezutan 1 cm® 0,1 mol/dm’ CaCl, oldatban, amely permedbilissd teszi a
sejtmembrant, ismét felszuszpendaljuk, majd egy 6ran at jégen allni hagyjuk.
Transzformalds, azaz a plazmid bejuttatdsa a sejtbe:

a.) Altalanos modszer: az el6készitett sejteket 0,2 cm’-ként szétosztjuk steril kémcsovekbe, majd
hozzdadjuk a DNS-t (1-2 pl) és fél 6ran at jégen allni hagyjuk; ezt kdveti a hésokkolds, amit 42 °C
hémérsékleten végziink 1,5 percig. Ezutdn a kémcsd(vek)be 1 cm® steril LB tapoldatot tesziink, és 1
orara 37°C homérsékletl vizfiirdobe tessziik . Az igy elokészitett sejtekbol ~ 150 pl-t lemezeliink.

b.) Gyors modszer: csak ampicilinre szelektalhat6 transzformaldsndl hasznédlhaté ez a médszer. 200 ul
E. coli kompetens sejthez hozzdadunk 1-2 pl plazmid DNS-t és jégen allni hagyjuk 10 percig, majd
kovetkezik a hosokkolds, ami 2 percig tart, 42°C-on. Az igy elokészitett sejteket rogton lehet lemezelni.

Lemezelés és a baktériumtorzsek novesztése: a lemezelés sordn az agardzgél lemezeken

baktérium telepeket novesztiink. Az alkoholba martott, majd leégetett iivegeszkoz segitségével a
lemezre cseppentett transzformadlt sejteket dvatosan szétteritjiik a gélen, megszaritjuk, és egy éjszakan
keresztiil 37°C-on novesztjiik a kolénidkat. Masnap reggel egy torzset kivélasztva, azt az LB tapoldatba
(20 cm®) oltjuk, hozzdadunk 20 pl ampicilint (100 mg/cm3), majd 37°C-on novesztjiik a baktériumokat,
amig a szuszpenzi6 eléri a megfeleld ODgq 0,6 — 0,8 értéket.

Indukadlds, vagyis a plazmidba kédolt célfehérje termelésének meginditdsa. A baktériumok 3 — 4
oran 4t torténd novesztése utdn, a sejtek kelld6 mennyiségben lesznek jelen, igy a kovetkezd 1épés az
indukci6. Mivel esetiinkben a protokoll még nem volt ismert, ezért a 20 cm’ oldatot két részre osztjuk,
és csak az egyik felénél végezziik el az indukciot; az indukalatlan sejtek egy részt glicerinben -80°C-on
taroltuk. Az indukciét 10 pl, 1x10~° mol/dm® IPTG-vel végezziik. A plazmidban mindig jelen van egy
»promoter” régié, amely a laktéz analég IPTG hozzdadisat kovetden elinditja az mRNS nagy
mennyiségl termelését, ezzel megkezdddik transzkripcid, és a riboszémak elkezdik termelni a fehérjét.
Az indukalt oldatot is két részre osztjuk, és az egyik részt 30°C-on, mig a masik 37°C hémérsékleten
novesztjiik tovdbb, 2 — 3 6ran 4t, a megfeleld homérsékletii razégépben.

Roncsolds: Az indukciés id0 letelte utdan (2 — 3 dra) kovetkezik a centrifugélds, 13000 rpm
fordulatszdmmal, 4°C-on. A foliilisz6 vakuummal eltdvolithatdé. A sejteket —20°C hoémérsékleten
tarolhatjuk. A kovetkezd 1épésben a sejteket 1 cm® foszfatpufferben felszuszpendaljuk, és ultrahanggal
roncsoljuk a sejtfalat. Teljes feltisztuldsig, ~ 7 — 8-szor 15 mésodpercig, kozben 15 masodpercet varunk,
hogy a szuszpenzié ne melegedjen fel. A szétroncsolt sejtek centrifugaldsat ismét 12—-13000 rpm-en

végezziik, 10-15 percig, 4°C-on. A végén a feliiliszobol mintat vesziink a gélelektroforézishez.

Gélelektroforézis (BioRAD): SDS PAGE
A nétrium-dodecil-szulfdtos poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) a fehérjék
molekulatdmeg szerinti eloszldsanak vizsgalatdra haszndlt mddszer. A fehérjék eredeti konformaciéja




redukalészer (példaul B-merkaptoetanol, mely a fehérjében 1évo diszulfid hidakat redukdlja) és
denaturdlészer (detergensek, példdul Na-dodecil-szulfit) jelenlétében megvéltozik, és egységes
palcikdra emlékeztetd alakot vesz fel, feliiletiikon méretiikkel ardnyos mennyiségli, negativ toltésii
dodecil-szulfat-iont megkotve. Ezen fehérjekomplexek toltéssiirlisége kozel dlland6 értékli lesz, igy
alland6 fesziiltség mellett, az egyes fehérjék azonos sebességgel vdndorolnak a gélben. A
poliakrilamidgél pdrusdtmérdje azonban elég kicsi ahhoz, hogy molekulasziirdként viselkedjen, és a
fehérjék méretiikkel ardnyos sebességgel fussanak a gélben. Ezért az SDS-PAGE j6l alkalmazhat6 a
fehérjék molekulatomegének meghatdrozdsara, ismert molekulatomegli fehérjékkel valé kalibrdlds
alapjan. A gélelektroforézis torténhet vizszintes vagy az altalunk is hasznalt fiigg6leges helyzetli kadban
(f.1. abra).

Az elkészitett poliakrilamidgélre felvisszilk a mintdkat (15 upl). A futtatdshoz 10-szeresre
higitjuk az elektrédpuffert (6sszetétel lasd F.2.) (~ 500 cm’ sziikséges), és 200 V fesziiltséget hasznalva
35 — 40 perc alatt, végigfuttatjuk a fehérjéket a gélen, a pozitiv pdlus irdnydba. Az egyik zsebben
minden esetben fehérje markert futtatunk (5 pl), amely tartalmaz ismert molekulatomegii, esetiinkben 14
és 116 kDa kozotti mérettartomanyt atolelt fehérjéket.

anéd M : Gl -

f-1. dbra: Gélelekroforézis fiiggoleges kddban

A fehérjék rogzitése és lathatova tétele a gélen:

A futtatas befejeztével a gélt kivessziik a két iiveglap koziil, amelyek segitségével a fiiggdleges
kadba helyeztiik, majd fixiroldattal kicsapjuk a fehérjét, ennek leontése utdn pedig a festéoldattal
tessziik 1athatova a fehérjéket. A festékkel teli kadban 15 percig évatosan rdzogatjuk a gélt, majd vizzel,
ezt kovetden pedig fixiroldattal rdzogatva mossuk mindaddig, amig a gél szine ismét attetszd lesz,
vagyis az Osszes felesleges festék kidiffundalt a gélbdl.

Az eredmények alapjan az altalunk haszndlt protokoll jonak bizonyult, ezért nagyobb
mennyiségben is elkezdtiik a fehérjék eldallitasat. A —80°C hdmérsékleten tarolt transzformalt sejtekbdl
egy cseppet 10 cm’ LB tépoldatba oltunk. Ehhez 10 pl ampicilint adunk és 37°C-on, egy éjszakan at
novesztjiik a baktériumokat, majd ezzel oltjuk be a 200 cm’ tapoldatot. 3 — 4 6ra elteltével hozzdadjuk az
IPTG-t (200 pl) az indukaldshoz, majd tovdbbi 3 6ran keresztiil novesztettik a sejteket a 37°C
homérsékletli inkubdtorban. Ezutdn a madr fent leirt receptet kovettiik: centrifugdlds 4°C-on, PBS
pufferben valé felszuszpendalds, ultrahangos roncsolds teljes feltisztuldsig, djabb centrifugdlds 18000
rpm fordulatszammal, 0°C-on, 30 percig, majd a foliiliszot lepipettdzzuk a sejttormelékrol.
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Tisztitds: a fuziés fehérje tisztitdsat hidegszobaban kell végezni, ahol a hdmérséklet
folyamatosan 4°C, ezzel elkeriilve a hosszadalmas munka sordn esetlegesen bekovetkezd degradalodast.
Az affinitds kromatografia eldtt célszerlinek lattunk egy el6tisztitdst végezni. Mivel az ioncsere
kromatogréfia az egyik leggyakrabban haszndlt médszer peptidek és fehérjék tisztitdsdra, mi is ezt
vélasztottuk. Az anioncsere kromatografiahoz dietil-amino-etil-celluloz polimert hasznaltunk, melyet
egy 30 ml-es oszlopba toltottiink, tizszeresre higitott PBS pufferrel dtmostunk. Az el6kezelt DEAE
oszlopra felvittik az oldatot. Az elicié az elvdlasztandé molekula méretétdl, toltésétdl fiiggden
kiilonboz6 pH-ji és/vagy sétartalmi pufferekkel torténhet. Esetiinkben a fehérjét novekvo
koncentraciéji NaCl séoldattal tudjuk lemosni (€= 1 mol/dm® NaCl PBS-ben), és ~ 10 cm?’ frakcidkat
szediink. A frakciok vizsgdlatdhoz a gélre felvittilk a markert (5 pl), a foliilldsz6t (10 wl), az 4tfolyo-
mosé oldatot (15ul), és az egyes frakcidkat (15 pl). Az SDS PAGE-bdl kideriilt, hogy a fehérje mely
frakciéban van jelen.

A kovetkezd 1épés az affinitas kromatografia. Az affinitds kromatografia a biomolekuldk
specifikus kolcsonhatdsdn alapulé elvdlasztdsi moédszer. Az all6fazisként alkalmazott madtrix, ha
enzimekrdl van sz6, akkor dltaldban egy koenzimet vagy szubsztritot (ligandum) hordoz a feliiletén.
Ehhez az elvilasztand6 molekula specifikusan és reverzibilisen kotddik, mig az egyéb fehérjék konnyen
lemoshaték az oszloprél. Az elicié megfelelden megvalasztott oldatokkal torténik, példdul az
elvalasztandé6 molekula szubsztratjat tartalmazé pufferrel. Esetiinkben a fehérje tisztitdsa sordn az
all6fazison rogzitett szubsztrdt a glutation (GluCysGly) volt, amihez a GST fuziés fehérje
szubsztratspecifikus enzimként reverzibilis kdlcsonhatassal kotddik, de feleslegben alkalmazott redukalt
glutationnal a fehérje leszorithaté az oszloprol.

A tisztitds sordn egy kilyukasztott Eppendorf csdvet megtoltottik a Glutation Sephrose 4B
géllel, majd 4tmostuk PBS pufferrel. Erre az oszlopra vittiik fel a megfeleld frakcidkat, amit egy
pufferrel torténd mosas kovetett. A megkotddott fehérjét 50 cm’, 50x10~° mol/dm’® TRIS-HCI (pH=8,0)
pufferben feloldott 0,154 g redukalt glutationnal (20x10~° mol/dm’ mostuk le. Az SDS PAGE
segitségével megbizonyosodtunk arrél, hogy a fehérje tiszta, majd dializaltuk az oldatot.

Dializis: a celluléz alapd dializalé zsdk egyik végét csipesszel Osszefogjuk, beletoltjik a
fehérjeoldatot és a masik végét is lezarjuk, majd a zsdkot egy f6zOpoharba téve, amelybe el6zdleg
beletoltjiik az 500 cm’ dializalé puffert (Gsszetétel lasd F.2.), hidegszobaban mdsnapig kevertetjiik,
magneses keverd segitségével. A fehérje a zsdk pérusain nem tud kivandorolni, a glutation viszont igen.
Ezutan az elkésziilt fehérjét —20°C-on taroljuk.

Koncentricié meghatdrozds: Bradford moddszer segitségével végezziik. A Bradford mdédszer

[112] gyors és egyszerli mddja a fehérjekoncentracié meghatdrozasanak, 5-100 pg mennyiségekben. A
modszer 1ényege, hogy a Coomassie Brilliant Blue G-250 szine megvéltozik, halvany barnabdl kékre
vélt, pontosabban 465 nm-r6l 595 nm-re tolédik el az abszorpciés maximuma, amikor a fehérjéhez
kotédik, mind hidroféb, mind ionos kolcsonhatas kialakuldsa sordn. A fehérjébdl kivesziink 5 vagy 10
pl-t, hozzdadunk 1 pl Bradford reagenst és vizzel 100 pl-re egészitjilk ki. Megmérjiik az oldatok
abszorbancidjat, majd egy ismert koncentriciéji standard fehérjeoldatok segitségével készitett

kalibraciés egyenes segitségével meghatiarozzuk a koncentraciot.

11



F.2. A mikrobiologiai munka sordn haszndlt oldatok és a gélek elkészitéséhez sziikséges
anyagok

I. Oldatok az SDS PAGE-hez (minden oldatot steril desztillalt vizzel készitettem):
A vegyszerek Sigma termékek voltak, a kivételeket a megfeleld helyen jeloltem.

1. 4-szeres toménységii szeparalégél-puffer: 500 cm’
1,5 mol/dm® TRIS-HCI (pH 6,8): 9,8 g TRIS
0,4 % SDS: 2 g SDS

2. 4-szeres toménységii rétegzégél-puffer: 200 cm’
0,5 mol/dm’ TRIS-HCI (pH 6,8): 12,11 g TRIS
0,4 % SDS: 0,8 g SDS

3. 10-szeres toménységii elektrédpuffer: 1000 cm’
0,25 mol/dm’ TRIS-HCI: 30,275 g TRIS

1,92 mol/dm’ glicerin: 144,1 g glicerin

1 % SDS: 10 g SDS

4. Rogzité és moso folyadék: 1000 cm’
100 cm® ecetsav

100 ¢cm® etanol

800 cm’ desztilllt viz

5. SDS festépuffer: 1000 cm®
Commasie Blue R250: 2,5 g

etanol: 454 cm’

feloldds utdn hozzdadunk:

desztillalt vizet (UltraPure viz): 454 cm’
ecetsavat: 80 cm’

6. Szeparal6gél: SDS —~PAGE-hez (két gélhez elegendd, 2 x 3,6 — 3,8 cm’ sziikséges)
UP viz: 5 cm’

rétegzd puffer: 2,5 cm’

akril-amid (40%): 2,5 cm’

APS (amménium-perszulfat) (10 %(m/m): 100 pl

TEMED (tetrametiletiléndiamin): 10 pl

7. Koncentralogél: (két gélhez elegendd, 2 x 1,0 — 1,2 cm” sziikséges)
UP viz: 4,25 cm’

szeparal6 puffer: 1,5 cm’

akril-amid (40%): 0,75 cm’

APS: 60 ul

TEMED: 6 ul

8. 5-szoros toménységii SDS felvevépuffer: 10 cm’
1x10~ mol/dm® TRIS-HCI (pH 7,0): 3,0 cm’

SDS festd: 1 g

B-merkapto-etanol: 2,5 cm’

87% glicerin: 4,0 cm’
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II. Tovabbi sziikséges anyagok:

9. Tapoldat (LB oldat): 1000 cm’
NaCl: 5 g

éleszt6 kivonat: 5 g

TRIPTON: 10 g

1000 cm® desztillalt viz

10. 10-szeres toménységii PBS foszfat puffer:
1,400 mol/dm® NaCl

0,100 mol/dm’® Na,HPO,

20x107* mol/dm® KH,PO,

11. Dializal6 puffer: 500 cm’

0,100 mol/dm’® NaCl: 10 cm®, 5 mol/dm’

50 %(V/V) glicerin: 250 cm’

5010~ mol/dm® TRIS-HCI (pH=8,0): 25 cm’, 1 mol/dm’
UP viz: 215 cm’

12. Bradford reagens:

Bradford reagens sszetétele: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250-t feloldanak 50 cm® 95%
etanolban, hozzdadunk 100 cm’ 85 %(m/m) foszforsavat, és 1000 cm’-re egészitjiik ki a festék teljes
feloldédédsa utn.

13. Fehérje marker (MBI Fermentas):

A fehérjék molekulatomegei kDa egységben: 116,0; 66,2; 45,0; 35,0; 25,0; 18,4; 14,4. A marker
oldatanak osszetétele: 0,1 — 0,2 mg/ cm® mind a hét fehérje esetében, 62,5 x 10~ mol/dm’® Tris-HCI
(pH 7.5) pufferben, 1 x 10~ mol/dm® EDTA, 2% SDS, 50 x 10~ mol/dm® DTT, 30 x 10~ mol/dm’
NaCl, 1 x 10~ mol/dm® NaN3, 0,01% brémfenol kék és 50% glicerol.

14. Glutation Sephrose 4B (Amersham Biosciences):

A glutationt (GluCysGly) a szilard hordozéra oxirdn csoporttal rogzitik. A glutation szerkezete
komplementere a Glutation S-transzferdz (GST) fehérje kotShely szerkezetének, ezért megkotddik a
gélen, de redukalt glutationnal lemoshaté réla.

[.2. dbra: A Glutation Sepharose gél sematikus dbrdzoldsa



F.3. A mikrobiologiai munka sordn haszndlt GST fiizids fehérje kristdlyszerkezete

[.3. dbra: A dimer GST (Schistosoma japonicum Glutation S-transzferdz, SjGST) fehérje kristdlyszerkezete (a
nyilak a C-termindlis részt jelolik) [145]

F.4. A GST-P20 szekvencidja
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f4. dbra: A GST-P20 aminosav-sorrendje, pirossal kiemelve a P20 peptid szekvencidja (kékkel a GST
szekvencidja, mig feketével jelolve a klonozdshoz sziikséges egyébb aminosavak szerepelnek)

F.5. A GST-P24 szekvencidja
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[.5. dbra: A GST-P24 szekvencidja, pirossal kiemelve a P24 peptid aminosav-sorrendje (kékkel a GST
szekvencidja, mig feketével jelolve a klonozdshoz sziikséges egyébb aminosavak szerepelnek)
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F.6. Ac-P20-NH; tomegspektruma

A szamolt monoizotépos molekulatomeg 2451,7 g/mol, a spektrumon a kétszeresen-,
haromszorosan-, négyszeresen- és Otszorosen protondlt molekulaion megfelelé m/z értéke lathatd
(1226,6; 817,9; 613,8; 491,2).
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