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I. Bevezetés és célkitiizések

A biolégiai folyamatokban a kiilonbozd kémiai reakciok végbemenetelét
katalizatorok segitik el6, amelyek meghatarozzédk a kémiai atalakuldsok mechanizmusit,
€s csokkentik a reakcidok lejatszodasdhoz sziikséges aktivaldsi energiat. Ezen
biokatalizatorok legnagyobb része specidlis fehérje, melyeket enzimeknek neveziink. Az
eddigi ismereteink alapjan, a természetben eldéfordulé enzimek egyharmada tartalmaz
fémion(oka)t. Mivel a metalloenzimek a biokémiai folyamatok minden szintjén
meghatdrozo szerepet jatszanak, szerkezetiik €s miikodésiik lefrdsa alapvetd fontossdgu
a biologiai rendszerek megismerését illetden.

A metalloenzimek aktiv kozpontjdnak fémkomplexekkel torténd modellezése
sordn pontosabb képet kaphatunk az enzimek mikodési mechanizmusardl, az
eredmények pedig hozzdjarulhatnak uj, mesterséges enzimek Kkifejlesztéséhez. A
modellvegyiiletek elonye, hogy viszonylag olcson és egyszeriien eldallithatok nagy
mennyiségben, és méretiik miatt konnyebben tanulmédnyozhatok. Eddigi ismereteink
alapjén tobb szerves szintetikus modellvegyiilet fémkomplexei bizonyultak sikeresnek
egyes enzimek modellezésében. Joval kevesebb ismeret all rendelkezésiinkre azonban a
fehérjék fémionkotd helyeinek oligopeptidekkel valé modellezésérdl, pedig a
vizsgdlatokhoz a peptidek megfeleld valasztisnak tlinnek a fehérjékhez valo
hasonl6saguk miatt. Masrészrdl a kis peptidek fémion-koordinécidja sokszor kiillonbozik
a nativ rendszerekben tapasztaltaktol, hiszen a réz(Il)- vagy nikkel(Il)ionok a fiziologias
pH koriil amid-nitrogén deprotonalddast indukalnak, mig a cink(II)ionokat tartalmazo
oldatokbdl az esetek tobbségében a fémion teljes vagy részleges hidrolizise miatt
csapadék valik ki. Ekozben a természetes enzimek aktiv kozpontjaban a fémionok szinte
kizardlag a fehérjéket felépitd aminosavak oldalldnci donorcsoportjaihoz kétddnek, az
amid-nitrogén koordinicidja csak ritkdn fordul el6. Ezenkiviil, amig a fehérjék a
molekuldn beliili kolcsonhatdsok révén jol meghatdrozott térbeli szerkezetet, s igy a
fémionok részére megfeleld '"iireget" alakitanak ki, addig erre a kisméretii
peptidmolekuldk nem képesek.

A megfeleld funkciés csoportokkal ellatott, koztes mérettartomdnyba eso

oligopeptid molekuldkkal a fenti problémdk varhat6an athidalhatok. Ilyenek lehetnek az



altalunk vizsgalni kivéant hisztidintartalmu peptidek, melyekben az aminosav-sorrend,
vagyis a fémionkotd helyek szdma és egymadshoz viszonyitott helye megfeleld
tervezéssel konnyen modosithatd a szilard fazisa szintézis sordn. Ezenkiviil a peptidek
modellvegyiiletként torténd alkalmazdsanak elénye még, hogy e molekuldk nem
testidegen anyagok, és genetikailag koédolhaték. Igy biotechnoldgiai eszkozok
segitségével is viszonylag egyszerlien €s olcson tudunk olyan fémion(oka)t kotod
peptideket vagy fehérjéket osszedllitani, melyek mesterséges enzimekként a természetes

enzimektol eltérd specifikussigot, funkciot és hatékonysagot mutathatnak.

A hisztidint tartalmazé peptidek koordindciés kémidja igen bonyolult, és a
fémion-koordinicié tipusa mar a kis tagszdmu peptidkomplexeknél is erdsen fiigg a
hisztidinnek az aminosav-sorrendben elfoglalt helyétdl. Munkédnk sordn célul tliztiikk
ezért ki, hogy az egyszerli hisztidintartalmu tripeptidek réz(II)komplexeiben kialakuld
lehetséges kotéstipusokat és az oldatkémiai viselkedést jobban megismerjiik.
Szisztematikus CD spektroszkopids vizsgalatok segitségével a spektrumok alakja,
eldjele és intenzitdsa, valamint a koordindcié moddja kozotti kapcsolatok megértésére
torekedtiink, hogy ezen 0Osszefiiggéseket a bonyolultabb rendszerek értékelése soran
alkalmazhassuk. Az e vonatkozdsban vizsgélt tripeptidek a kovetkezOk voltak:
HisGlyGly, GlyHisGly, GlyGlyHis, HisAlaAla, AlaHisAla, AlaAlaHis, Ac-
HisGlyGly-NH,.

A réz(I)ionok a kis tagszamu peptideknél &ltaldban hisztidin jelenlétében is
amid-nitrogén deprotondlodast idéznek eld, a cink(II)ionok ezen ligandumok
tobbségével pedig csapadékot képeznek. A metalloenzimek modellezésében tehat nagy
jelentdségliek lehetnek a tobb hisztidint tartalmazé peptidek, amelyek fiziologids pH-n
varhatéan csak az imidazol-nitrogéneken keresztiil koordindlédnak a fémionokhoz.
Jelenleg is tobb kutatécsoport foglalkozik ilyen tipusu peptidek fémkomplexeinek
tanulmanyozasdval. A napvildgot l4tott Gjabb eredmények is arra utaltak, hogy a csupan
harom vagy tobb hisztidin beépitése a peptidlancba nem képes megakaddlyozni az elobb
emlitett problémdkat. A disszertdiciom f0 irdnyvonalat a fentiek alapjan olyan,

hisztidinben gazdag, N- és C-termindlis végiikon i1s védett oligopeptidek tervezése, majd



elballitasa, €s réz(Il)-, cink(Il)- illetve nikkel(Il)komplexeinek tanulméanyozasa alkotja,
amelyek egy vagy két prolint is tartalmaznak a peptidszekvencidban, ugyanis a
szekunder amid-kotést kialakitd prolin toréspontot jelent a sorozatos amid-nitrogén
koordinacioban. A toltéssel rendelkez0 aminosavak beépitésével a komplexek
vizoldhat6sdginak novelése volt a célunk. A kisérleti munkédnk sordn ezért a kovetkezd
oligopeptideket allitottuk eld: Ac-HisProHisHis-NH,, Ac-HisProHisProHis-NH, és
Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH,.

Sok esetben a kistagszamu peptidek fémkomplexeinek enzimmodellként vald
alkalmazasa korlatokba iitkozik, mivel a koordinaciés mod €s a kinetikai sajatsagok
nagymértékben kiilonboznek a nativ enzimekétdl, ezenkiviill sem szubsztrit-
specifikussdgot, sem szelektivitist nem mutatnak. Célszerli lehet tehat nagyobb
tagszamu peptidek vizsgalata. E teriileten elso 1€pésként a biborsav-foszfatdz enzimek
aktiv centrumdnak modellezését terveztiikk. Molekularis dinamikai szdmitdsok alapjan
egy 20 és egy 24 aminosavbol 4llo, két fémion megkotésére képes oligopeptidet
valasztottunk ki vizsgélataink célpontjdul, melyek aminosav-sorrendje:

P20: TyrLysAspProProThrAspHisLeuAspGInArgValLeuAspLeuProHisHisAsn és P24:
AspProProGInValProHisLeuTyrGlyLeuPheGInlleAsnAspThrValHisGlyCysCysHisAsn.

Célul thztiikk ki ezen peptidek eldallitasat és fémionkotd tulajdonsdgainak vizsgdlatat.
Elso 1épésként az elballitas és tisztitds megkonnyitése érdekében az oligopeptideket egy
Glutation S-transzferdaz fehérjéhez flzve, fuzids fehérjeként terveztiik elddllitani, a
molekularis biologia eszkozeit haszndlva, Un. rekombindns DNS technoldgidval. A
fehérjerész esetleges zavardé hatdsdnak kikiiszobolése érdekében, szilard féazisa
peptidszintézissel is eldallithatd az N- és C-termindlis részein védett peptidmolekula,
melynek fémkomplexeit a kisebb tagszami peptideknél alkalmazott mddszerekkel

tanulméanyozhatjuk.

Munkank egyik célja nukleaz enzimek funkciondlis modelljeinek kialakitdsa volt,
melyek példaul aktivalt foszfatészter kotést tartalmazd modellszubsztratok, illetve
természetes makromolekuldris szubsztritok (példaul cirkuldris DNS) hidrolizisét

képesek eldsegiteni. E célbol az elddllitott ligandumok cink(II)- és réz(Il)komplexeinek



hidrolitikus aktivitdsat tanulmdnyozzuk. A vizsgalt rendszerek réz(II)komplexei
redoxireakciok lejatszodasat is eldsegithetik, ezért a réz(Il)komplexek szuperoxid-

dizmutaz (SOD) és/vagy pirokatechin-oxidaz aktivitas vizsgalatat is célul tiiztiik ki.

I1. Alkalmazott Kisérleti- és vizsgalati médszerek

/////

illetve a réz(Il)-, cink(Il)- és nikkel(Il)komplexek stabilitdsi dllanddit potenciometrias
modszer segitségével hataroztuk meg. A titrdldsokat vizes kozegben végeztiik 298,0 +
0,1 K homérsékleten, 0,1 mol/dm’ ionerdsség mellett, inert argon atmoszféra alatt. A
kisérleti adatok kiértékeléséhez a SUPERQUAD és a PSEQUAD nevii szamitogépes
programokat hasznaltuk.

Réz(I)- és nikkel(Il)ionok jelenlétében a komplexképzddés nyomon kovetésére a
titrdlds minden pontjdban az elektrongerjesztési spektrumokat in situ is rogzitettiik 400 —
800 nm hulldmhossz tartomdnyban, hogy a koordindl6d6 donoratomok szadmarol,
mindségérol és a fémion koriil kialakulé geometridrdl pontosabb képet kaphassunk. Az
egyes részecskékhez rendelhetd egyedi spektrumokat a PSEQUAD nevili program
segitségével szamitottuk ki.

A lathat6 fény hullimhossz-tartomanyaban felvett cirkularis dikroizmus (CD)
spektrumokbdl a koordindcié sordn indukdlt optikai aktivitisar6l nyerhetiink
informéciét, mivel a kozponti fémionhoz, mint kromoférhoz (d-d 4atmenetek)
koordindl6d6 donorcsoportok mindsége, valamint a fémion koriili geometriai
elrendezddése befolydsolja az elnyelés mértékét. A peptidkomplexek UV/Idthaté CD
spektumait vizes kozegben, szobahdmérsékleten, 300 — 800 nm tartomanyban
rogzitettiik. A fazids fehérjék fémion(ok) jelenlétében, illetve tavollétében kialakuld
térszerkezetének vizsgdlatara szinkrotron radidcios CD (SRCD) méréseket végeztiink
165 — 350 nm hulldmhossz tartomédnyban.

A fuzidés fehérjék elddllitasdhoz a molekularis bioldgia eszkozei koziil a DNS
alapu fehérjegyartast haszndltuk (az Un. rekombindns DNS technolégiat alkalmaztuk),

melynek sordn a peptidet kddold gént beépitjiik egy hordozé6 DNS-be (plazmid vektor),



majd ezt baktériumokba juttatjuk, amelyek a célpeptidet annak génje alapjan termelik.
Esetiinkben az elddllitott peptid N-termindlis részén egy Glutation S-Transzferaz (GST)
fehérjemolekula taldlhaté (fuzids fehérje). A fuziés GST-P20 és GST-P24 fehérje
fémionkotd tulajdonsdgainak vizsgédlatira az UV-CD spektroszkdpia mellett, affinitds-
kromatografias méréseket is végeztiink.

A fémkomplexek oxidativ €s hidrolitikus aktivitasat tesztreakciokkal vizsgaltuk.
A pirokatechin-oxiddz aktivitds meghatiarozasdhoz a 3,5-di-tercbutil-pirokatechin
oxidacigjat  3,5-di-tercbutil-ortokinonnd  kovettik nyomon  spektrofotometrias
modszerrel. A szuperoxid-dizmutdz aktivitdst a xantin/xantin-oxiddz reakcié sordn in
situ termelt O, és a nitro-tetrazolium-klorid (NBT) kdzotti reakci6 inhibicidja alapjan
vizsgaltuk. A peptidkomplexek aktivitasat a foszfatészter kotés hidrolizisében az RNS
modellnek szadmité 2-hidroxipropil-4-nitrofenil-foszfat (hpnp) hidrolizisének nyomon
kovetésével vizsgaltuk. A fémkomplexeknek a nativ DNS-re, mint makromolekularis
szubsztrétra, kifejtett hidrolitikus hatdsanak tanulmanyozdsa sordn pUCI18 cirkularis

DNS-t alkalmaztunk.



I11. Uj tudoményos eredmények

I11./1. A HisGlyGly, GlyHisGly, GlyGlyHis, HisAlaAla, AlaHisAla, AlaAlaHis,

Ac-HisGlyGly-NH, tripeptidek réz(1l)komplexeinek CD spektroszkopiai vizsgdlata

1. Kombindlt potenciometrids, spektrofotometrids, CD és ESR spektroszkopids
vizsgdlataink eredményeként a komplexek szerkezete €s a spektrélis viselkedés kozti
Osszefiiggést illetben megéllapitottuk, hogy a kelatgylriik kirdlis hozzdjaruldsa a

tripeptidekben egymastol fiiggetlen, ezért additiv médon jelentkezik.

2. Vizsgalataink sordn ravildgitottunk arra, hogy a hisztidin imidazol gylriijének
koordindcidja jelentds kirdlis hozzdjaruldst eredményez, ami minden esetben pozitiv
Cotton-effektusban nyilvanult meg, €s ennek mértéke a hisztidinnek a szekvencidban

elfoglalt helyével jelentdsen véltozhat.

3. Megallapitottuk, hogy a bisz-komplexekben a két ligandum kolcsonhatdsa miatt
jelentdsen megnd a CD spektrumok intenzitdsa, amit az imidazolgylriik ekvatoridlis

sikbdl torténd propellerszerti kiforduldsanak kirdlis hozzajaruldsaval értelmeztiink.

4. FEredményeink aldtdmasztjdk, hogy a CD hozzdjaruldsok ismeretében, az
oldategyensulyi adatok segitségével szamitott molaris CD spektrumok alapjan, kelld
koriiltekintéssel, megjésolhatdé néhany bonyolultabb réz(Il)komplex oldatbeli

szerkezete.

I11./2. A hisztidinben gazdag peptidkomplexek oldatkémiai viselkedése

5. A pH-potenciometrids titrdlasok sordn meghatdroztuk az Ac-HisProHisHis-NH,, az
Ac-HisProHisProHis-NH, és az  Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH, ligandumok
protondlodési allandoit, és a kiillonb6z6 fémionok jelenlétében képzodd komplexek

stabilitasi allandoit.



6. Megdllapitottuk, hogy a réz(I)-Ac-HisProHisHis-NH, esetében pH 7 koriil {2xImN,
N7, H,O} tipusu koordinécio6 jott 1étre, egy deprotondlédott amid-nitrogén részvételével,
illetve, hogy ez a szerkezet fenntarthat6 pH ~10-ig egy koordinalédott vizmolekula
deprotondlddésa révén. Nikkel(Il)ionok jelenlétében a fémion indukdlta amid-nitrogén
deprotonédldéddas pH 8 felett egy lassi folyamatban kovetkezett be, igy a {3xImN}
koordindciét tartalmazé [NiL]** a domindns részecske pH 6,5 — 8,5 tartomdnyban.
Cink(IDionok jelenlétében a {3xImN} koordindcidjdval kialakulé részecskék

kialakuldsa nem akadalyozta meg a csapadékképzddést pH 7 felett.

7. Az Ac-HisProHisProHis-NH, réz(II)-, és cink(II)komplexei esetén csapadék kivalasat
tapasztaltunk pH 6,9 felett, annak ellenére, hogy a képzddd torzskomplexek stabilitdsa
nagyobb volt, mint a megfeleld Ac-HisProHisHis-NH, komplexek esetén. Kimutattuk,

hogy az oldatbdl kivalé csapadék mindkét esetben a toltéssemleges komplex volt.

8. Az Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH, peptid komplexei vizoldhatdéak voltak pH 2 —
11 tartomdnyban. Kimutattuk, hogy fiziolégias pH koriil vegyes hidroxokomplexek
domindlnak a cink(Il)- és réz(I)ionok esetén is, vagyis ismereteink szerint eldszor
sikeriilt a kistagszamu, egymagvu oligopeptidek fémkomplexeinél a réz(Il)komplexek
esetében az amid-nitrogén deprotonalddast, illetve a réz(Il)- és cink(Il)komplexek

esetében a csapadékképzddést is megakadalyozni.

111./3. A P20 és P24 rendszerek vizsgdlata

9. Munkéank sordn vizsgéltuk a GST-fuzios fehérjék cink(Il)- és vas(IIl)ionkotod
tulajdonsagait CD spektroszkopia segitségével, és kimutattuk, hogy kis fémion felesleg
esetén specifikus, nagyobb felesleg alkalmazasakor viszont nem-specifikus kdlcsonhatas
alakul ki a fehérje és a fémion kozott, mely utdbbi esetben a fehérje denaturdléddsahoz

vezet.



10. Vizsgaltuk a szilard fazisu peptidszintézissel eldallitott P20 oligopeptid oldatkémiai
viselkedését; meghatdroztuk a ligandum protondlédasi allandéit és a cink(Il)ionok

jelenlétében képzddod komplexek stabilitasi dllandoit.

111./4. Katalitikus aktivitds vizsgdlatok

11. Megéllapitottuk, hogy a vizsgalt peptidkomplexek véltozatos (oxidativ és

hidrolitikus) katalitikus aktivitdssal rendelkezd tobbfunkciés modelleknek bizonyultak.

12. A réz(I)-Ac-HisProHisHis-NH, rendszerben kimutattuk, hogy a [CuH_lL(OH)]O
részecske kimagaslé pirokatechin-oxidadz aktivitassal bir az egymagvu réz(II)komplexek

korében (kiy = 0,12 s7).

13. Eredményeink alapjan a réz(I1)-Ac-HisProHisHis-NH, rendszerben a pH 7,4 koriil
donimans [CuH_,L]" részecske jelentds SOD-aktivitassal rendelkezik (ICsy = O,26><1076

mol/dm?).

14. Kimutattuk, hogy a cink(II)-Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH, rendszerben pH 7,3
koriil a hpnp modellszubsztrat hidrolizisében ~130-szoros gyorsitast érhetiink el, a nem
katalizdlt reakcihoz képest, amely a [ZnL]** ([ZnHL(OH)]**) részecskének
tulajdonithat6. Ez kimagasléo eredménynek szdmit az egymagvu cink(Il)komplexek

korében.

15. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a cink(Il)-Ac-LysHisProHisProHisGIn-NH,
rendszerben a pH 7,1 koriil képz6dd [ZnHL]3+ részecskék aktivitasa egyediilallo a kettds
szalu cirkularis DNS hidrolizisében. A tapasztalt nagy hatékonysidg reményt ad arra,

hogy ezen peptidszekvencia mesterséges nukledzok aktiv kozpontjat alkothassa.
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