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1. Bevezetés

Jelen értekezés a bioszervetlen kémia targykorepiletett, mely olyan hatartudomany,
ami valaszt keres arra, hogy a szervetlen eleméemihatast fejtenek ki a biomolekulak
egészére, milyen médon befolyasoljak, illetve djakiki azok funkcioit. Tobbségében a fém-
ionok oldalardl vizsgalja és egésziti ki a biologia biokémiai szemléletet, hiszen aél&l
nyek szamara sok fémion létfontossagu. Az @lervezetben a fémionok és vegyluleteik sza-
mos folyamatban vesznek részt, szabalyozé szej@petnak példaul a sejtek kdzotti gyors
informacidaramlasban és a metabolikus folyamatoklsaerkezetstabilizalé hatasuk révén
segitenek kialakitani a fehérjék térbeli elrerédigsét, részt vesznek az elektronszallitasban,
redoxirendszerek alkotoi. Az oxigén szallithsabatééolasaban, a molekularis nitrogén, hid-
rogén, metan, szén-dioxid megkotésében, aktivéddsab atalakitdsaban is szerepet jatszanak
kilénb6d atmenetifémionok. Mai ismereteink szerint a bigkddolyamatokat katalizalé
enzimek kb. 30%-a tartalmaz fémion(oka)t. Az atntiédmmek szinte kizardlag biomole-
kuldhoz, leggyakrabban fehérjekhezddite fejtik ki hatasukat. Hatdsmechanizmusuk felde-
rittse nem képzelhiekel a fehérjékben/enzimekben betoltott szerepuletiste nélkil. Nem
véletlen tehat, hogy napjaink bioszervetlen kémiagdkét meghatérozé kutatasi irdnya a
fémtartalma fehérjék/metalloenzimekikddésének mind teljesebb megismerése, illetve a
gyakorlati felhasznalast leliet tevb mesterseéges fehérjek/enzimek kifejlesztése.

Az ilyen iranyu vizsgalatok két, egymast kiegés4ifpusra oszlanak: a nativ fehér-
jék/enzimek és azok kismétiemodellkomplexeinek tanulmanyozaséara. Mindkét meghké
tésnek megvannak azéalei és a hatranyai. A makromolekuldk vizsgélataéa&es, a rend-
szer bonyolultsaga miatt sokszor csak nehezem@tdled, de kdzvetlen, massal nem potol-
hato informéacidkat szolgaltat. Masrészt, még aolelgjmodellkomplexek is csak egy torzitott
képet adnak a modellezni kivant fémkdtelyrsl. Viszont a fehérjéknél jéval egystbbek,
igy konnyebben kezelhik, egyszeiibben vizsgalhatok. Altaluk lereté valik egy-egy rész-
folyamat vagy szerkezeti motivum szerepének, sgjaitsak tanulmanyozasa is, ami a nativ
rendszerek esetében sokszor lehetetlen. Végukdmatdunkcionalis modellrendszerek segit-
ségeével lehéwé valhat a gyakorlatban is alkalmazhato, terdpéisszolgélo fehérjék, vala-
mint bioutanzé katalizatorok/mesterséges enzimfdjlésztése.

Az eddigi ismeretek azt mutatjak, hogy az aminokaduiz ottt a hisztidin és a cisztein ol-
dallancai alakitanak ki legésebb kdlcsbnhatast a legtébb atmenetifém-ionndélEdd6do-
an a fehérjek fémkdthelyeinek nagy részét ezek az aminosavak szdig&ltaNagyszamu
fehérje fémkdai helye, illetve metalloenzimek aktiv kdzpontja atwriaz egynél tobb
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hisztidint. Tanulmanyozasukhoz alkalmas mddszeetlehkismolekulaju modellezés, mely
rovidlancu oligopeptidek fémkomplexeinek vizsgalgienti. Az elmult évtizedekben igen
sok hisztidint tartalmaz6 peptid féemkomplexét tamhyoztak. Ezek kdzul azonban csak
kevés tekinthét a fémion—fehérje kdlcsbnhatas valés modelljénedgzem elvétve vizsgaltak
tobb, 3-4 hisztidint is tartalmazé peptidet. Eazah 6sszefliiggésben az a tény, hogy a korab-
ban vizsgélt cinktartalmi modellrendszerek szintadegyikénél csapadék ké&jaik, ill. a
réz(Il)—peptid rendszerek d@ntobbségénél amidkoordinalt részecskék dominalnidao-
gias pH-tartomanyban. Ezaltal megsik mind a szerkezeti, mind a funkcionalis analogia
peptidek és a modellezni kivant fehérjék kdzotlogainileg emiatt sem vizsgaltak egészen a
legutdbbi idbkig e metallopeptideket hidrolitikus és oxidativzenek funkcionalis modelljei-
ként. A modellrendszerek kifejlesztésének tovalibbjgmaja, hogy az enzimek aktiv kdz-
pontjanak kornyezete sok esetben rogzitett szettkézendelkezik, rdadasul a fémionhoz
kotodé donorcsoportok sokszor a szekvencidban egymagaes tavol helyezkednek el.
Mindezek komoly nehézségeket tamasztanak a (kigidekkel valé modellezés terén, me-

lyek lekiizdésére jelen értekezésben két stratégadikalmazunk.
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2. Célkitiizés

A biokémiai kutatasok eredményeként az elmult beeknagyszamu fehérje/enzim ese-
tén azonositottak olyan viszonylag rovid, régziszitrkezettel nem rendelléezisztidinben
gazdag alegységeket, melyek a biomolekula egyé&eit@lgorészt figgetlentl fikbdve nagy
jelentbséggel birnak az adott funkcio ellatasa szempaditjgbszekvenciak a legtobb esetben
eros femkod helyek, melyekdl igazoltdk, hogy a fémion koordinaciéja meghataroz
zalkiegésziti a fémtartalma fehérje/enzim funkdiof@mionokkal valé kélcsénhatasuk meg-
ismerése alapvéta hatasmechanizmus feltdrasa szempontjabadl.

A négy B fejezetldl feléplul disszertacibban nagyrészt ilyen, viszonylag révid,
hisztidinben gazdag szekvenciak — tdbbek kdzodrapias felhasznalas lebségét is ma-
gukban hordozo peptidfragmensek — fénilk€djatsagainak vizsgalata szerepel.

Az el f6 fejezetben azAc-HHPHG-NH, és Ac-HHPHGHHPHG-NH , penta- és
dekapeptidek cink(ll)- és réz(ll)komplexeivel aziidingazdag glikoprotein (HRG) fémkit
helyeinek szerkezeti modellezésétttik ki célul. A HRG egy az emberben is jetenkon-
centracioban éfordulo plazmafehérje, melynek hisztidinben gazdagjdja (HRR) egy tan-
dem mddon ismé&itlé szekvenciat tartalmaz. (llyen a human HRG-benzE2-egymas utan
ismétbdé (G)HHPH(G) fragmens). A kutatasi eredmények atednak, hogy HRR szdmos
biologiai folyamat szabalyzasaban vesz részt, rkblye alapvét szerepet kap ezen alegység
kulonbo® femionokkal (példaul Zn(ll), Cu(ll)) kialakitottrés kélcsdnhatasa.

A munka masodik részében a rakellenes hatasu,aciakhl endostatin fehérje N-
terminalis szekvencigjaval megeg§ezZHSHRDFQPVLHL-NH , peptid cink(ll)- és
réz(ll)komplexeit tanulmanyoztuk. Legujabban kimték, hogy a 25 tagu N-termindlis
fragmens és a teljes fehérje tumorellenes aktaithegegyezik. A cink(Il)ion jelenléte mind-
két esetben szikséges a tumorellenes hatas kifegiés Az altalunk éhllitott és vizsgalt
tizenkét tagu peptid nagy valosiseggel tartalmazza azokat az oldallancbeli donparso-
kat, melyek koordinalodhatnak a fémionhoz a 25 té&g@mensben. Erdekes, hogy az
endostatin a szabad N-terminalis aminocsoportlemadik helyen talalhatd hisztidin réven
ugynevezett ATCUN motivum is, mely igen hatékorg(higkoté hely szamos fehérjében.

A HRG és endostatin jelefgége tumorellenes sajatsagaikban rejlik, melyeirképs-
dés (angiogenesis) szabalyozasaban résztveakromolekulakhoz valo kédés révén fejte-
nek ki, féemionok (példaul zn(ll)) jelenlétében. Hsitk mechanizmusa azonban maig nem
ismert. E tekintetben érdekes az a nemrégiben kirgfigyelés is, hogy az angiogenesishez

lokdlisan magas réz(ll)koncentracio szukséges, stélabi csokkentése révén lehetséges a
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rakos sejtek névekedésének gatlasa. E hisztidimgagdptidek ilyen célra alkalmasak lehet-
nek.

Bar csak egyetlen hisztidint tartalmaz, tematikugsrilleszkedik kutatasainkhoz a ko-
zelmultban felfedezett, nikkel(Itartalmd szupeb®izmutaz csaldd N-terminalis
fragmensének fémkdtsajatsagait feltard torekvésink, mely értekezénadik pillérét képe-
zi. Az enzimben a katalitikus hatasért fékehikkel mind oxidalt (N1), mind redukalt (Nf)
formaban kizarélag a Hisl, Cys2 és Cys6 aminosaaktotidik. A HCDLPCG-NH ;
heptapeptid kivalo lehéséget teremt a nikkelkd&t hely valoszeir modellezésére. E
metallopeptid SOD-aktivitasanak a mar jol ismertZluSOD-dal, ill. a Mn/Fe-SOD-dal valo
0sszehasonlitdsa pedig lgfsgtget teremt a szuperoxid dizmutalasara vonatkibe® straté-
gia feltarasra, melynek segitségével példaul nagibaysagu antioxidansok fejleszibieki
a j6wben.

A fentiekben vizsgalt peptidfragmensek viszonykgovidsége ellenére a fémion(ok)
megkotésében a fehérje egyéb részei nem jatszaaedpst, a fémionkéthelyeket kialakitd
aminosavak egymas kozvetlen szomszédsagaban hetiredk el. A természet éltal | kifej-
lesztett” fémkdd helyek raadasul a nagyszamaua hisztidin (ill. a SO@dell esetén cisztein)
oldallancok miatt varhatéan a metalloproteinek\akéntrumahoz hasonlé kdrnyezetet alaki-
tanak ki. Az endostatin és a Ni-SOD tovabbi kdzijatsaga, hogy a fehérjében nem rendel-
keznek szigoruan rogzitett szerkezettel, hiszeerMinalis fragmensekl van sz6. A HRG
peptideknél a szerkezeti analdgiat agy noveltlkgyheedcsoportok alkalmazasaval megga-
toltuk mindkét terminalis csoport fémion-koordindéit. Ezek alapjan kikliszobolldea ro-
vidlancu peptidek modellként tort@€mlkalmazasanak egyik komoly, gyakran emlegetétt ha
ranya, hogy a makromolekula térbeli szerkez@tdtonformacidjabdl szarmazo hatdsok nem
ervényesilnek a kismolekuldk vizsgalatakor. Az laita kivalasztott, természet ihlette
fragmensek 6énmagukban is alkalmasak lehetnek afé@kistabilis, kizarélag az oldallancok
altali megkotésére, s ennek kdvetkezményekeént ait fashkcio ellatasara.

A fémtartalmu fehérjék/metalloenzimekiikbdésének mind teljesebb megismerése mel-
lett a bioszervetlen kémia masik meghatarozé ksitat@nya a gyakorlati felhasznalast lehe-
tové tew mesterséges fehérjék/enzimek kifejlesztése. A liobidrolazok, kulondsen a
metallonukleazok funkcionalis modellezése mind wddpyfigyelmet kapott az utdbbi évek-
ben. A kilénb6é szerves vegytletek molekuléris oxigénnel enyhéilkiények kozott lejat-
sz0do reakcidja (oxidacioja) szintén nagy gyakojentoséggel bir mind gazdasagossagi,
mind kdrnyezetvédelmi szempontbdl. E két latsza@ggmassal ellentétben evwunkcid ko-

z06tti kapcesolatot a cinktartalmu hidrolazok, valatra 2-es és 3-as tipusu réztartalmu, oxida-
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tiv funkcidval rendelkef enzimek aktiv centrumanak hasonlésaga teremti Maglkét tipu-
su metalloenzimre jellendza fémion korul kialakuld {3iN,,H.O} koordinacios szféra.

Az irodalombdl mind a metallohidrolazoknak, mindéztartalmia oxiddzoknak szamos
funkcionalis modellvegyulete ismert. Ezek szinteékel nélkul szintetikus ligandumok fém-
komplexei. Az utébbi idkig fémion-peptid rendszereket ilyen célbdl sziatg/altalan nem
vizsgaltak, ugyanis a réz(ll)—peptid rendszerektédobbségénél amidkoordinalt részecskék
dominaltak a fizioldgias pH-tartomanyban. Ezaltagsdint mind a szerkezeti, mind a funk-
cionalis analégia e peptidek és a modellezni kivigherjek kozott. Az amidkoordinacio
ugyanis jeleriisen csokkenti a fémion Lewis-sav jellegét, illestabilizalja a réz +2-es oxi-
dacios allapotat, ami a katalitikus hatas drasstikaokkenésével jar mindkét reakciétipus
esetén. Ugyanakkor nagyszamu hisztidinpeptid fénpfexnvizsgalata rdmutatott arra, hogy a
ligandum koordinaciés moédja nagymertékben flgg sethdin alegység(ek) szamatodl, a
peptidszekvenciaban betoltott hebyl¢illetve a kdrnyeé donorcsoportok mifsegédl. Kuta-
tocsoportunkban alkalmasan megvalasztott peptideneidval lehdiséget teremtettiink az
amidnitrogének koordinaciojanak megakadalyozasarsemleges pH kordl, s igy a
metalloenzimek szerkezeti és funkcionalis modefiéns&

E stratégia folytatasakeént értelmezhdblgozatom negyedil6ffejezete, melyben egy Uj
tipusu ligandum koordinacios kémiai viselkedésétatjuk be cink(ll)- és réz(ll)ionok jelen-
[étében. Az eddigi tapasztalatokat figyelembe védwegterveztik a(His)s-(Lys)z-Lys-
CONH; hét aminosavbol — 3 lizidb és 4 hisztidinbl — allé elagazo lancu peptidet. A C-
terminalis lizina ése aminocsoportjdhoz kapcsolt két lizin aminocsopdrgl négy hisztidin
hoz létre peptidkétést. igy nagy Kbelydiriséget tudunk biztositani a fémion(ok) koril, hi-
szen az elagazo6 lancu peptid agai joval flexidilsek, mint az egyeneslancu peptidek. A
ligandum nyolc elédleges nitrogéntartalmu kijtellyel rendelkezik. Egy ilyen vegytlet var-
hatéan képez olyan kétmagvu fémkomplexet, amelgkioaty nukledz és/vagy oxidaz en-

zimmodellként viselkedik.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A vizsgalt komplexekben &lorduld féemionok bioldgiai szerepének révid
O0sszefoglalasa

Munkank soran kulonb&zligandumok cink(11)-, réz(Il)- és nikkel(ll)kompkeit vizsgal-
tuk. Mindharom fémion egyarant |étfontossagu dz sZlervezetek szamara. Kozilik a cink
talalhaté meg legnagyobb mennyiségben az embelter23 g / 70 kg) Zhforméaban, &-
ként fehérjékhez kotve, mert stabilis komplexetd@pxigén-, nitrogén- és kéndonorokkal. A
ciszteinben gazdag tionein fehérjék affinitasagbyan nagy a cinkcsoport elemeihez, hogy
méregtelend, ill. cinkraktaroz6 szerepik van. A Zrd™° lezart kiil$ elektronszerkezete mi-
att redoxireakci6kban nem vesz részt, metalloeridime etfordulva leginkabb szerkezet-
alakitd, és Lewis-sav jellegébfakadva hidrolitikus feladatot lat el. Szerkeakétd hatasa
ervenyesul pl. egyes szuperoxid-dizmutaz enzimekézimzulin tarolasaban és mobilizacio-
jaban, valamint a ,cinkujj” fehérjék révén a DN&riszkripcidjanak szabalyozasaban. Felté-
telezések szerint a szamos bioldgiai funkciovab lhilsztidingazdag glikoprotein sejtfelllet-
hez valo kitdéséhez és a rakellenes endostatin fehérje hakaséejgesehez is elengedhetet-
len a cink modulalé szerepe. A cinktartalmi metailomek jeleris része a hidrolazok kozé
tartozik. llyen tipusu enzim a teljesség igénykiléh szénsav-anhidraz, a karboxi-peptidaz, a
termolizin, az adamalizin I, az alkalikus foszfataf3-laktamaz, a biborsav foszfatazok, mat-
rix metalloproteinek. Ezen enzimek aktiv centrungani hasonlé, a cink(ll)ion kordl a
{3Nim,H20} vagy {2Nin,H.O,COO0} koordinacidos kodrnyezet valésul meg. A szintén a
hidrolitikus enzimek kdzé tartozo foszfodiésztetalagjelenésebb csoportjat az Ugynevezett
nukleadzok alkotjak, melyek az RNS, ill. a DNS letém@ban, a replikacié kézbeni masolasi
hibak javitasdban, valamint pl. a szervezetbe kedélgen virusok elleni védekezésben jat-
szanak szerepet. A legismertebb cinktartalmi nabkle@ HNH endonukleazok csaladjanak
tagjai, melyekben a fémiont tetraéderes kdrnyeretid@om imidazolgyri és egy vizmole-
kula veszi kéru(3.1.1. abra) A hidrolizis soran a cink polarizélja a felbordarkotéest (elekt-
rosztatikusan aktivalja a szubsztratot), generaljaukleofil reaktanst (legtébb esetben a
ligandumként kotott viz pKeértékét oly mértékben lecsokkenti, hogy az hidimana ala-
kul), tovabba stabilizalja a foszforan intermedésta tAvozo csoportot.

A réz — a vas és a cink utan — a harmadik leggyélaa ebfordulé (~0,11 g), létfontos-
sagu atmenetifém. A cinkhez hasonléan fiziologiésiknények kdzoétt ionos formaban,
azonban a telitetled alhéj miatt kiilonbog — altalaban Cués CU — oxidacios allapotokban
fordul elb. A ndvény- és éllatvilagban igen sok élettani &mhatban kdzponti szerepet jatszik.
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Redoxireakcibi revén szamos biologiai oxidaciosktiat lat el: oxigenaz- és oxidazaktivitas,
elektronszallitds, szuperoxid-dizmutalas, nitritdeclo. A réz eés komplexkép& sajatsaga
miatt az emberi szervezetben tébbnyire fehérjéldinéatt formaban fordul él A réz(l)ion
vizes kodzegben instabil, réztartalmu fehérjekbeszamt az apolaris kérnyezet fokozza a
réz(l)-fehérjekomplex stabilitasat. Mindkét oxid#ciallapot stabilitasat jelgigen befolya-
solja a ligandum mifsége. A rézionoknak nagy az affinitasa a N és Si@omokhoz, igy a
réztartalmu enzimek esetében a hisztidin aminosastazolgyiriijének nitrogénatomja(i) a
legfontosabb fémkéthelyek, mind a Cumind a Cl oxidaciés allapotok esetén. A cisztein
tiol- és esetenként a metionin tioétercsoportjaBallonoratomjai is szerepet jatszhatnak a
koordinacioban.

Szerkezeti és spektroszkdpiai adatok alapjan detériéket korabban harom, napjaink-
ban leginkdbb négy csoportba soroljak. Az értekezémpontjabol 8-es tipuspugynevezett
.-nem kék réz” feherjekkel, illetve 3-as tipusukétmagvu réz kézpontot tartalmazo fehérjék-
kel érdemes &vebben foglalkozni. A2-es tipustézproteinekben alap\etn négyzetes pira-
mis koordindcié valésul meg. Ebbe a tipusba tadkzaz oxidaz enzimek koziul az
aminoxidaz és a lizinoxidaz, valamint @dgenazenzimek kozul a dopamif“monooxigenaz
és a kvercetin-2,3-dioxigenédz. Ide sorolhatok apemxid-dizmutdz enzimek is. A fenti
metalloenzimek aktiv kdzpontjanak k6zos jellépza harom imidazol-nitrogén koordinacio-
ja, amint az 8.1.1. abranlathaté. Ad-d atmeneteknek megfeten kis molaris abszorpcios

koefficienssel € < 1000 M'cm™) és jellem# ESR-spektrummal rendelkeznek.
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3.1.1. abra:A hidrolitikus tulajdonsagu HNH-endonukleazok (MmZs az oxidativ funkciot ellatd 2-es tipusu

rézfehérjék (M=Cu) aktiv centrumanak sematikusjabra
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A 3-as tipusurézfehérjek kétmagvu aktiv kdzponttal rendelkezmelukalt formaban a két
réz(l)ion egymastol kb. 360 pm tavolsagra helyeiked. Oxidalt formajukban is ESR-
csendesek az antiferromagneses koélcsdnhatasnatinkiitien. FHként az Q szallitAsaban és
aktivalasaban vesznek részt (hemocianin), de ilezi a monooxigenazok kozul a tirozinaz
enzim, az oxidazok kozul pedig a citokrom-oxidaz pg®katechin oxidaz. A tirozinaz a
monofenolok difenolokka torténatalakulasat, mig a pirokatechin oxidaz a kulébdizo-
difenolok kételektronos oxidacidjat katalizalja rfedglé orto-kinonna, mikézben a molekula-
ris oxigén vizzé alakul. R-es tipusufehérjekhez hasonléan a rézionokhoz itt is higztid
oldallancok kapcsolédnak.

A nikkel létfontossaga ember és gerinces allat@ékrgza nem egyértelian bizonyitott,
joval kisebb mennyiségben (~ 0,01 g) fordd bénnik, mint az k6 két fémion. (Napjain-
kig minddssze kilenc nikkeltartalmu enzim ismergt@&oldgiai rendszerekben valo felfede-
zése sokaig varatott magara, mert kimutatdsa nealg@mnis bioligandumok jelenlétében
nincs, vagy csak kis intenzitasu spektruma vannakrellenére, hogy vizes oldatban &-Ni
forma stabilis, enzimekben véltozatos oxidaciéaptban fordul & (Ni', Ni", Ni'"). A kis
ligandumteti donorokkal kialakitott oktaéderes geometridj, yspinszami Ni komplexek
altalaban halvanyzold s#iek, a két vagy harom deprotonalodott peptid-nitnbgartalmazo
siknégyzetes, diamagneses komplexek intenziv s&iga oldatok. A nikkelt edszor a kar-
bamid hidrolizisét katalizdl6 ndvényi ureaz enzibgkizolaltdk. Aktiv centrumukban két
nikkel(Iliont tartalmaznak, melyekhez két-két irmmblgyiri €s egy-egy vizmolekula kit
dik. A fémionokat egy aminocsoportjan karbamil&tn koti 6ssze hidként, a Ni2 koordina-
cios szférgjat egy Asp karboxilat egésziti ki. Nik&nt tartalmaznak a bakterialis nikkel-vas
hidrogenazok, a szén-monoxid-dehidrogenaz (aceéhkim A-szintdz), a metil-koenzim M
reduktaz. 1996 oOta ismertek aktiv kbzpontjukbanetigy nikkeliont tartalmazo6 szuperoxid-
dizmutaz enzimek, melyek semmilyen homoldgiat nemtatmak a fejlettebb éények SOD-

jaival. A Ni-SOD enzimekkel a kébbiekben kilon fejezetben részletesen foglalkozom.
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3.2. A peptidek komplexkégzsajatsagai

A fehérjékhez a fémionok kevés kivéttleltekintve (albuminok, prion protein, Ni-
SOD), az oldallancokban talalhaté donorcsoportokeresztil koordinalédnak. Ismereteink
szerint a hisztidin és cisztein aminosavak oldabd@alakitanak ki legésebb kdlcsdnhatast a
legtbbb atmenetifém-ionnal, igy a fehérjék féndkbelyeinek nagy részét ezek az aminosa-
vak szolgéltatjak. Fontos szerepe van tovabbé araesginsap- és glutaminsay-karboxil-
csoport koordinéciojanak, de az aszparagin ésrglatg- illetve y-karboxamidcsoport, a sze-
rin hidroxilcsoport, a tirozin fenolos hidroxilcsop, a lizin e-aminocsoport €s a metionin
tioétercsoport kddéseére is talalunk példat a természetben.

A hisztidin oldallancanak imidazolgytijében két N atom talalhatd (N(1) vagyes N(3)
vagyd), melyek kozul kelat koordinacio esetén altaldaarN(1) ,pirrol-tipusu” nitrogén ko-
ordinalddik a fémionhoz, mert ezéltal kisebb tagszanagyobb stabilitasu kelatiy kép-
z6dik. A cisztein deprotonalodott tiolcsoportja tolpbe szoft jelleg fémionokhoz kdaidik.
Oxidéacidja soran diszulfid-hidak alakulnak ki, mepek nagy jeledsége van a fehérjék
térbeli szerkezetének kialakitasaban/stabilizasab

A hisztidin tartalma fémkdt helyek tanulmanyozasahoz elfogadott és régotdnadizatt
modszer a rovidlancu oligopeptidek femkomplexeinedsgalata. A legnagyobb kihivast a
modellkomplexek harmadlagos szerkezetének hianyakaldo, mar fizioldégias pH-n beko-
vetke® amidkoordinacio lekizdése jelenti réz(Il)- és mikd)komplexeikben. Cink(ll)-
komplexeikben az amidkoordinacié nem jellémitt a semleges és lugos pH-n az oldatban
tartas a legfontosabb ceél. Alkalmasan megvalaspeptidszekvenciaval letietég nyilhat
arra, hogy fiziolégias korilmények kozott a moddben a természetbens@rduld, oldallan-
cokon keresztil torténkdtésmaod valosuljon meg. Ez korantsem kdinfejadat, de az utobbi
években a tobb hisztidint tartalmazé peptidekksfrediztatobb eredményeket értek el. A
szekvenciaban egymashoz kozel elhelyeékieidztidinalegységek esetében ugyanis kézen-
fekvé az oldallancbeli imidazolcsoportokon keresztiien-koordinacié. Az amidnitrogén
koordinacié elkerilésének masik modja a prolin iéép a szekvencidba. A prolintglys
oldallancot, szekunder amint tartalmaz6 aminosawnckozi helyzetbe valé beépitése ,torés-
pontot” eredményez, mivel a peptidk6tés nem tadalrhidrogént. A fémionra cseréltiet
amidprotonok sora megtdrik a peptidlancban, ésatoltss vagy 6 tagu kelatgytik kialaku-
lasa nem valGsulhat meg egymast kéwahidnitrogének deprotonaldédasa révén. Ezen kivil a
prolin a peptidlanc konformécidjdban is valtoza¥toy s kedvezményezetté vélik a

makrokelatok kialakulasa.
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A peptidkomplexek kezdeti tanulmanyozasakor nerekigdtek a biomolekulakkal vald
maximalis analégia megvaldsitasara. igy a vizsgpdiptidek szabad N-terminalis
aminocsoportot tartalmaznak, ami a legtbbb esefibbatios szerepet jatszik a fémionok meg-
kotéseben. A lanckozi kételyek valosaghbb modelljei a mindkét végukon védett peptidek
fémkomplexei. Ertekezésem szempontjabol mind aafamind a védett formak egyarant
jelentbsek, ugyanis az altalunk vizsgalt fragmensek egzaéN-terminalis vég, ahol az
aminocsoport is szerepet jatszik a makromolekutz# sajatsagainak kialakitasaban.

3.2.1. A hisztidinben gazdag peptidek réz(l)komplexei

Az egy hisztidint tartalmazo6 peptidek oldategydyisiiselkedését dsszefoglalé munkak-
bdl kitiinik, hogy a hisztidin helye az aminosav-szekveraiahlapveien meghatarozza a
kilonbod koralmeények kozott kégdsé komplexek osszetételét és szerkezetét [1-4]. Az
utobbi idbkben szlletett nagyszamu publikacio alapjan askeagy ketbnél tobb hisztidint
tartalmazo peptidek esetében sincs ez maskeént.

A hisztidingazdag peptidek vizsgalata ravilagitotta, hogy altalanos jelenség az enyhén
savas, semleges oldatokban az oldallancokon kéfesrkrokelatok képiadése. A varako-
zasoknak megfeléén a hisztidin oldallancok szamanak novekedésgadben a makrokelat
termodinamikai stabilitasanak novekedését erednzéngét a hisztidin alegységek egymas-
hoz viszonyitott helyzete is fontos tén§ez stabilitast illeien. Példaul az egymast felvéltva
kove® hisztidineket tartalmazd HXH(YH)-szekvencia ré}(iits képessege a legnagyobb. A
szomszeédos elhelyezkedéds az egymastdl kétivagy annal tobb aminosavval elvalasztott
hisztidinekkel rendelkéz peptidek réz(l)komplexei kisebb stabilitassalnbik. Az egyéb
koordinal6d6é donorcsoportok (pl. karboxilat, tiglgelenléte tovabb bonyolitjia e peptidek
komplexképs sajatsagait, melgt mélyebb betekintést nydjt a kbvetkedsszefoglalas.

3.2.1.1 A ketté hisztidint tartalmazo peptidek réz(l)komplexei

3.2.1.1.a A —HH- szekvenciat tartalmazo peptidek réz(11)kaxgi

A His-His a legegyszéibb peptid, ami egynél tobb hisztidint tartalmazplA 4-nél kép-
z6d6 CuHL részecskében az N-terminalis heljizeisztidint tartalmazé peptidekre jellethz
2N-es {NH,,Ni,} hisztaminszef koordinacié valésul meg. pH 5-6 kdzo6tt egy tovabbi
deprotonalédas soran a CuL részecske ddipz melyben az {NH,N",Nin} koordinacio ala-
kul ki. Fiziologias pH koéril a 2x{NkN",Nim,Nin} szerkezei dimer CyH_,L, komplex kép-
z6dik. A His-His-Gly-Gly peptid réz(ll)komplexének spektroszkdpiai adalapj@én a tovab-
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bi Gly-Gly egység kapcsolasa nem valtoztatja meggél) koordinacios modjat [1,2]. Az N-
terminalis aminocsoportjukon védett peptidek esatéibnben megvaltoznak a koordinaciés
sajatsagok. A hisztamin tipusu kdtésmod helyetisatidin oldallancokon keresztili koordi-
nacio valdésul meg savas kémhatasu oldatban, a plasivel az imidazolcsoportok hor-
gonycsoportként segitik @laz amidnitrogének deprotonalodasat. Az-HHVGD-NH »
peptid esetében enyhén savas pH-n a CuHL és Cublkark az {Nn} és {2Nim,} koordina-
cioval jellemezhéik. A CuHL részecske viszonylag nagy stabilitasa aral, hogy &B3-
karboxilat csoport is enyhe kolcsonhatdsban vagnsidnnal. pH 6 étt megkezddik az
amidnitrogének deprotonalodasa, s pH ~ 8 felett aaa§Nim,N",N",Nin} szerkezeifi CuLH_,
réeszecske a dominans [5]. Az emberiB-amiloid EVHHQK-NH, és
EVHHQKLVFFAEDVGSNK-NH , fragmense az N-terminalis aminocsoport és a haknad
poziciéban talalhatd hisztidin révén ugynevezettCAN (Amino Terminal Cu(ll)- and
Ni(ll)-binding) motivumot tartalmaz, s pH 4,5-10&tbmanyban a ra jellerzalbumin-
szefi {NH N ,N",Nin} koordinacié valésul meg. Utobbi két peptid N-téndlis
aminocsoportjanak acetilezése jeteain befolyasolja a részecske eloszlast és a koglplex
szerkezetét. pH 4-7 kozoétt a réz(ll)iont mindkéidazol koti, majd a pH novelésével egy-
mast kdvetve amidnitrogének is részt vesznek adérkbmplexalasdban [2,3,6,7]. A H2A
tipusu hiszton fehérjék C-termindlis részének mpadleént vizsgaltak tobbek kozott ahec-
TASHHK-NH , és azAc-TEAHHK-NH , peptideket, melyekre pH 3,5-6,5 kdz6tt volt jel-

lemz5 az imidazolnitrogéneken keresztili koordinacia [8]

3.2.1.1.b A —HXH- szekvenciat tartalmazo6 peptidek réz(Il)Kkeneg

A His-Val-His és aHis-Gly-His-Gly ligandumok réz(ll) jelenlétében pH 4 koérdl hiszta-
min tipust {NH,Nin} komplexet képeznek, ami His-Gly-His-Gly-nél egget Iépés soran
alakul &t a mar pH 5 kortl dominans {&N",N~,Nin}[9], masok szerint {Nn,N~,N",Nim}[10]
koordinacids szerkezettel jellemezihh@uH L részecskévé. A His-Val-His esetében valdszi-
nileg a valin oldallanc amidkoordinaciét gatlé hatasemtt pH 5,5 kérnyékéen &b egy
{NH 2,Nim,Nim} szerkezei tridentat komplex valik dominanssa. Ezutan kétdamtiogén ko-
operativ deprotonélddasa réven ablhez hasonld, {NEIN",N-,Nim} koordinaciéju komp-
lex alakul ki. Mindkét peptid esetén keépitt {NH,,N",N",N} koordinécids szféraju re-
szecske lagos pH tartomanyban. Ligandumfeleslegge# a tripeptid jelenlétében tapasztal-
tak biszkomplexek megjelenését. A réz(NE-His-Val-His-NH, [11] és a réz(l)Ac-His-
Gly-His-Gly [12] rendszerekben a CuL, CuH és CuHslL részecskék adfalkotok. A kis

11



Doktori értekezés Irodalmi attekintés

pH-n képsds {2Nim}-es CuL makrokelatot két amiddeprotonalddas sdefréltja a fiziolo-
gias pH-n dominans Cubl részecske, melyben {MNN~,N",Nin} donoratomok veszik kdzre
a réz(ll)iont, mig &fsen bazikus oldatban az egyik imidazol amidnitrogérseraidik. A
tripeptidnél az amidnitrogének egy lépésben depétmnak, a tetrapeptidnél a
karboxilatcsoport elektrondonor jellege miatt ellva két lépcs. Az Ac-His-Gly-His-OH és
Ac-His-Gly-His-NHMe peptidek tanulmanyozasabdl is az a kdvetkeztetébato le, hogy a
karboxilatcsoport jelenléte stabilizélja a 3N-egy @eptidnitrogént tartalmazé komplexet az
{Nim,N",N",Nim} tipusu, (7,5,6)-tagu kelatdgyiis formacié ellenében, igy utébbi nagyobb pH-
n képzdik. A pH 10 felett uralkodé CulL komplexek spektroszkdpiai paraméterei mindkeét
rendszerben arra utalnak, hogy az ekvatorialis{Nil,N",N",N} kétésmaddja kiegésziil a
masik Ny, axialis koordinaciojaval [13]. ASly-His-Gly-His tetrapeptid koordinacids viszo-
nyai bonyolultak. A pH 4-5 korul kialakuld siknégytes geometriaja, {NEN-,Nim,H20}
koordinaciéval rendelkéz CuL komplex a His4 axialis kétlése révén pH 6-ra négyzetes
piramisos szerkezetbe megy at, mely pH 7-re a liotrgonalis bipiramisos geometriaju
CuH_,L részecskévé rendédik at. Az ekvatorialis sikban {N£N",N}, az axidlis helyeken
Nim donoratomok talalhatok [2].

Az emlitett peptidek réz(ll)komplexeiben a naggbditast biztositd csatolt kelatgsik
kialakuldsa miatt fiziologias pH-n méar bekdvetkekét amidnitrogén koordinaciéja. Ennek
kikiszobolését értek el a szarkozin (N-metilglicitartalmd  Ac-His-Sar-His-NH,
ligandummal, mely szekunder — fémionhoz &kiiti képtelen — amidcsoporttal rendelkezik.
Ligandumfelesleg esetében semleges pH-n a.f4és, ketth makrokelatbdl felepdl Cul,
biszkomplex a dominans, melyet csapadék&dpz kovet enyhén lugos korulmények kozott
[14].

3.2.1.1.c A-HXYH- szekvenciat és az egymastol meég tavolablyezked hisztidineket
tartalmazo peptidek réz(l)komplexei

A Koztowski és munkatarsai altal vizsg8IPARC fehérje fragmentumokbantalalunk
példat a —-HXYH— motivumra [2]. A potenciometriasspektroszkopiai eredmények tikrében
megéllapithatd, hogy a szabad terminalis aminoasapezt vesz az imidazolcsoportokkal a
koordinaciéban, mig a védett szarmazékok esetébemidazol oldallancok az dldleges
fémko® helyek. Az emlitett fragmensek oldataiban pH 9e,,N-,N" N} kornyezeti
réz(I)komplexek valnak uralkodova. A Sovago és katarsai altal vizsgahc-HVVH-NH ,
peptid pH 5-6 kozott kégeé CuL komplexének stabilitasa a hisztidinek tavodsagatt ki-
sebb, mint az Ac-HVH-NK és Ac-HGH-NHMe ligandumoknal meghatarozott megéele
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ertékek. Ugyanakkor a két aminosavnyi tavolsag H_glurészecske stabilizaciojat eredmé-
nyezi, mert a torzskomplex kialakulasat kd@vétet amidnitrogén-deprotonalddas kevésbé
kooperativ, mint a masik kétpeptid—réz(ll) rendszernél. Lugos kémhatasu oatatpH ~ 9
folott az {Nim,3N} koordinalt CuHsL részecske az uralkodd [15]. A&c-HVGDH-NH »
oldategyensulyi viselkedése nagy hasonlosagot naataic-HHVGD-NH peptiddel. Habar a
két peptid {Nm,N",N",Nim} koordinalt CuH,L részecskéiben eli@rtagszamu kelatdiyiik
taldlhatok, az igy kégao komplexek stabilitasa jeledgen nem kilénb6zik egymastal [5]. A
human prion protein fragmenseibenegymastél nagy tavolsagra tewisztidinek vannak,
melyek bazikus kémhatasu oldatban egymastdl figgetlorgony szerepet tdltenek be
{Nim, 3N} koordinaciés mddot biztositva a fémionok szamdm]. Az Ac-HPSGHA-NH;
(P2) és azAc-HGSPHA-NH, (P4) peptidekben a hisztidinek ugyanabban a pilzaci van-
nak, ennek ellenére azonos Osszeiétet(l)komplexeik szerkezete és konformacidja @ pr
lin eltés elhelyezkedése miatt kulonkbEB.2.1. abra)17].

HsC

Ala  “nH,

o ﬁf " \,<
0 oH Gly OH
u]

3.2.1. dbra: A CuH_,L részecskék szerkezete a réz(l)-P2 (A) és aljéP@d (B) rendszerekben [17]

3.2.1.2 A harom hisztidint tartalmazo peptidek réz(l)kompl exei

A mindkét végukon védett, két hisztidint tartalmaeeptidek kdrében lathattunk példat a
fémion oldallancokon keresztlll tortenmegkotésére egy @ enyhén savas pH-
tartomanyban. A két hisztidint tartalmazo ligandlimaz képest a harom hisztidint tartalma-
z6 peptidekkel szélesebb pH-tartomanyban valdsy aw oldallancokon keresztil torten
koordinéacid, s igy lehéség nyilhat a fehérjékre jellehmodellek megvaldsitasara fiziologi-
as pH-n. A harom hisztidint tartalmazé peptidek (ikée —-HXHYH- szekvencia kedvezmé-

nyezett a -HHXH- szekvenciaval szemben, mert ndgyebmodinamikai stabilitasu komp-
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lexek képsddeését teszi lehé&té. Amennyiben a peptid tartalmaz koordinalddni dsep

karboxilcsoportot, gy az amidnitrogén koordinaaigjég nagyobb pH-n ke&dik meg.

3.2.1.2.a A—HHXH- és a -HXHH- szekvenciat tartalmazo pefgtiéz(ll)komplexei

Kutatocsoportunkban vizsgaltuk az

NH#szB Ac-HHGH-OH peptid fémkomplexeit
NHo et Y [18]. A pH 7 koriil kép#ds {3Nin} és
§_N“;CuiN/fNH \% {3NimOH}  koordinaci6ji Cul  és
HO 0 NH Cu(OH)L komplexek emlitésre meltd
C\io Coee sajatsdga, hogy a legtdbb hisztidin
NH_, _—nu” 0

i tartalma peptiddel ellentétben a ligan-
dum csak a harom imidazolcsoportjan

3.2.2. abra: A réz(Il)-Ac-HHGH-OH rendszerben pH ~ 7 . o o
keresztil koordinalédik a fémionhoz

korul kialakuld Cu(OH)L részecske szerkezete [18]

(3.2.2. 4bra) Az amidnitrogének koor-
dinacioja csak pH 8 folott jellendza rendszerben. A semleges kdzegben ddipkomplexek
kiemelkedd SOD-aktivitassal rendelkeznek, mig a pH 8 kor(pzééé CuH.,L részecske,
pontosabban az eblbkialakulé Cul(dtbc) terner komplex igen hatékonykatalizalja a
pirokatechin oxidaciojat oxigén jelenlétében. A Haflatcsoport védésével az amid-
koordinacié mar kisebb pH-n bekdvetkezik, amint aztAc-HHGH-NHMe pepdidnél ta-
pasztaltak [13]. Kevésbé latvanyosan, de érvényegid tendencia a megfdldtipeptidek-
nél (Ac-HGH-OH és Ac-HGH-NHMe) is, ami a részecslefiés toltésével magyarazhato. A
prolin jelenléte az N- és C-terminalis csoportj@nveédett, szintén tanszékiunkobalitott
Ac-HPHH-NH , peptid esetében élsent egy harom imidazolnitrogén koordinaciot tamad
z6 stabil komplexet eredményezett. Réz(Il)ionolenédtében pH 7 korul a {2NN",H.O}

tipusu koordinacio j6tt létre, egy deprotonalodwmitidnitrogén részvetelével [19].

3.2.1.2.b A —-HXHYH- szekvenciat tartalmazé peptidek réz(hhexei

Az amiloid prekurzor protein (APP) His-Xaa-His-Yaa-His mintazattal rendel&ds-
és C-terminalis fragmenseinek nagy a rez(ll)affisitk, pH 5 kortl a harom imidazol oldal-
lanc &ltal koordindlodnak a réz(ll)ionhoz ekvimdadévldatban. A pH 6-8 tartomanyban beko-
vetked két atfed amidnitrogén deprotonalédas soran egy torzult smimaju, {4N+N} ko-
ordinacioju komplex alakul ki. Ez utébbi megegyeaik ebbb targyalt Ac-His-Val-His-NH
€s Ac-His-Gly-His-Gly komplexek esetén kép# {N,,N,N",N;.} tipusu szerkezettel, ami
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egy axialis iranyl imidazol-koordinacioval egéskii[20,21]. Sovagd és munkatarsai is szé-
leskofien vizsgaltak a fenti motivum fémkidsajatsagait. A Cu,Zn-SOD enzim fémkdte-
lyeinek modellezése céljabélséllitott Ac-HAHVH-NH ,, Ac-HVHAH-NH ,, Ac-HPHAH-
NH,, Ac-HAHPH-NH,, Ac-HGHVH-NH, és Ac-HVHGH-NH , pentapeptidekben a
nemkot oldallancok valtoztatasa nincs kulondsebb hatéssél részecskek eloszlasara és
kotésmodjara. Az els detektalhatd részecske egy két imidazolcsoporttaltnazo
makrokelat. Ezt kdvéen a semleges kbzegben megjelenik a {34ds CuL makrokelat, pH

7 felett pedig amidkoordinalt {iN,N",N",Nin}Jtipusu részecskék dominalnak. A pH tovabbi
novelésével egy harmadik amidnitrogén kiszoritjaegyik imidazolcsoportot a koordinacios
szférdbdl és a 4N-es {IW,N,Nin} koordindlt részecske alakul ki az oldatban. A
prolintartalma részecskék csupan egy fémiont képemegkotni és a Cubkl valamint
CuH_sL Osszetétdl részecskékben egyféle komplexszerkezet valdésulegt A tbbi peptid
esetében koordinacios izomerek megjelenésére nyidiketség, €s a valtozatos
sztochiometrigju részecskék sorat gazdagitja aviegty tobbmagvi komplexek kialakulasa-
nak lehetsége [22]. Az amidnitrogén deprotonalédasanak nemdpikozasa és a komplexek
stabilitasanak novelése érdekében kutatécsoporaum&hy tovabbi prolin aminosavat épitet-
tiink az Ac-HPHH-NH peptidbe a két szomszédos His kéze As&zZHPHPH-NH ;, vizsgalata
soran réz(ll)ionok jelenlétében csapadék kivalésgasztaltunk pH 6,9 felett a Cul ré-
szecske megjelenésével parhuzamosan, annak ejlboénea képéds torzskomplex stabili-
tasa nagyobb volt, mint a megfélehc-HPHH-NH, komplexé. Vizsgalataink azt mutattak,
hogy a csapadék megjelenése a ligandumot is tatdinkis oldhatdésagu, téltéssemleges
komplex kivalasanak a kovetkezménye [23]. A komplexizoldhatéségat értik el a poziti-
van toltott Lys, illetve a hidrofil oldallancot tatmazé GIn aminosavak beépitésével. Az
Ac-KHPHPHQ-NH ; peptid réz(ll)komplexei vizoldhatonak bizonyultakeljes vizsgalt pH-
tartomanyban (pH 2-11). A CD és UV-lathaté spektkdpias adatoknak megfebein amid-
nitrogén deprotonaldédas csak pH 9 felett tortémi, jalents spektrélis valtozast eredménye-
zett. Fiziolégids pH koril vegyes hidroxokomplexaminalnak(3.2.3. 4bra)[23]. Az Ac-
His-Sar-His-Sar-His-NH, szarkozin tartalmu ligandum pH ~ 6 koral haromdazroljan ke-
resztll koordinalodik a réz(ll)ionhoz. A kovetkezdeprotonalddasi lépében vegyes

hidroxokomplex képédik, mely csapadék formajaban kivalik az oldatda][
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3.2.3. abra: A {3N;,} koordinaciot tartalmazé Ac-KHPHPHQ-NHkomplexek sematikus abraja. A félkovér
betivel jeldlt N- és C-termindlis végen k&wamidnitrogének koordinalddhatnak lugos pH-tartoyhéam a fém-
ionhoz [23]

3.2.1.2.c A harom, egymastol kétvagy annal tobb aminosav tavolsagra elhelyeéked
hisztidint tartalmaz6 peptidek réz(ll)komplexei

Az Ac-HAAHVVH-NH ; heptapeptid enyhén savas tartomanyban dd&pZ 3Ny} ko-
ordinalt CuL komplexe viszonylag nagy stabilitadé,a HXHYH szekvencidnal meghataro-
zott stabilitasi allandékat nem éri el. Mig ekvidaes rendszerben lugos pH-n az;{[8N}
kornyezett CuH 3L komplex izomereket takar, addig fémion feleslegtén az N- és C-
terminalis hisztidinek horgony jellege miatt kétz(@iont is képes megkotni. Az amid-
nitrogén deprotonélodasok ilyen kdrilmények kondéir enyhén savas oldatban elindulnak.
A prion protein szekvenciak réz(ll)komplexeibenaapH-n ugyan éfordul a {3Nn} koor-
dinaciés mod, de fiziologids pH-n amidkoordinaltszécskék az uralkoddak [16]. A
GVSGHGQHGVHG alloferon modellvegyilet esetében az {NBN,} szerkezettel atfedve
pH 6,5 utan indul meg az amiddeprotonalddas, aeriihalisan acilezett szarmazéknal egy
pH egységgel hamarabb bekovetkezik aif3Ms Cul részecske atalakulasa [24].

3.2.1.3 A haromndl tobb hisztidint tartalmazé peptidek réz(l)komplexei

A GHGHGHGH peptid komplexképz sajatsagai is azt bizonyitjdk, hogy a réz(ll)ion
koordinaciés szférajanak alakulasa nagyban fligg eptigszekvencia valtozasatol. A
hisztidinek szamanak novelése nem feltétlentl jelen szamunkra kedvéz fehérjék-
re/metalloenzimekre jellendZoordinacios mod kialakulasat. pH 5-nél mind ayniéigztidin-
imidazol koordindlodik a réz(ll)ion ekvatorialiskgiban, mig magasabb pH-n a deprotonalt
amidcsoportok elkezdik kiszoritani az imidazolokdtz a tendencia érvényesiul a

polihisztidinnél is, ahol semleges pH-n mar mind iaedazol-, mind az amidnitrogén-
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donorok részt vesznek a koézponti réz(Il)ion koraldkuld koordinacios szféraban [1]. Ezzel
szemben a nagy tagszamu makrokelat hurok kialgkédsepesAc-(PHGGGWGQ)4-NH,
prion protein fragmens {4} donor tipusu CuL komplexe még semleges pH-n imidans
[21]. Hasonlo allapithaté meg &z-HGVSGHGQHGVHG alloferon szekvencia oldatkémi-
ai viselkedését is. Az N-terminalisan nem védett forma {MANi,} koordinacioju CulL
komplexe pH 7,5 f6lott kozel 90%-ban van jelen [24]

A HGDHMHNHDTK-OH (hgd) ligandum egy bakteridlis Cu,Zn-SOD enzim N-
termindlis 11 aminosavjaval azonos peptidszekvengideltételezések szerint ez az N-
termindlis rész szerepet jatszik a réz(ll) felvébein és megtartasabargselgitve ezzel a bak-
térium szuperoxid gyokok elleni védekezésének lwatgbagat. A réz(ll)-hgd rendszerben
kulonbo® protonaltsagi allapotu egy-, két- és harommagvimpdexek képéadnek.
Ekvimolaris oldatban az {NK3Nin} koordinaciéju CuHL komplex van jelen a semlegét p
tartomanyban. Az amidnitrogének deprotonalédasika pka8 felett jatszodik le. Fémfelesleg
esetén szamos izomer komplex kialakulasara vantosdg A pH 9,5 kordl dominans
CwpH_sL és CuyH_sL komplexekben valdsziteg {NH2,2N,COO + N, 2N ,Nim}, ill.
{NH2,2N",COO + Nim,2N,Nim + Nim,2N,C=0} tipusu koordinacié alakul ki [25]. Alis-
Sar-His-Sar-His-Sar-His-Sarligandummal fiziologias pH-n szintén sikerul eléen{4Nim}
tipusu koordinaciot, pH 8 felett azonban liganduesikeg esetén is csapadék valt ki az oldat-
bol [14].

3.2.2. A hisztidinben gazdag peptidek cink(lI)komplexei

A hisztidin egységek szama és helye a peptidspeidiean nincs olyan nagy hatassal a
képads cink(Ilkomplexek Osszetételére és szerkezetéimt art a réznél tapasztalhattuk.
Ennek 6 oka, hogy a cink(Il)ion affinitAsa az amidnitropéa joval kisebb mérték
A His-His dipeptid és védett szarmazékainak, tovabH#saval-His peptid vizsgalata szerint
szabad aminocsoport jelenlétében kedvezményezesizeamin tipustd {NHN;n} koordina-
ci6 kialakuldsa [26,27]. A specialis ;N-XH- szekvencia szukséges ahhoz, hogy
deprotonalédhasson az amidnitrogén, mint ahogy &mlaHis-His-Gly-Gly rendszernél
tapasztalhatd. Ezzel szembenGly-His-Gly-His peptid kizar6élag amino- és imidazol-
csoportjain keresztil koordinalédik a fémionhoz [@]mindkét véguikon védett peptidek ese-
tében semleges/ligos pH tartomanyban szinte kinétklil csapadék képdik, mivel a kis
stabilitasu Zn—I\, kétések nem tudnak versengeni a cink hidrolizisé&e 1:1 aranyu

cink(l)-Ac-His-Val-His-NH , rendszerben példul nem is lehetett a mar pH ~6l kaiakovet-

17



Doktori értekezés Irodalmi attekintés

kezs csapadéekke@grés miatt meghatarozni stabilitasi allandékat [2Y4. Ac-His-Gly-His-
OH ésAc-His-Gly-His-NH, peptidek 6sszehasonlitasa egyértemarra utal, hogy a szabad
terminalis karboxilcsoport szignifikansan névelinegfeleb részecskék stabilitdsat, de ennek
ellenére is ligandumfelesleg szikséges ahhoz, hegyepsdjék csapadék. Joval gyengéb-
ben, de az aszparaf-karboxilat csoport is rendelkezik stabilizalé rss@, ami figg a
hisztidin és aszparaginsav egymashoz viszonyityizbtébl is. Erre szolgaltatnak példat az
Ac-HVGDH-NH , és azAc-HHVGD-NH ;, peptidek cink jelenlétében. A {2N koordin&-
cioju makrokelat kialakulasa utan csapadék kéiz ami utobbi ligandumnal — pH 10 folott
amidnitrogén koordinacionak koszonter — feloldodik [28]. A cink(IB-Ac-HVVH-NH »
rendszerben képdo {2Nin} koordinalt ZnL részecskéjének stabilitasa hasoaid egyeb
cink(Il)-makrokelatoknal megfigyelt értékhez. A pieloppH ~7 felett nem képes oldatban tar-
tani a cink(ll)iont [15]. A cink(Il)-Ac-HHGH-OH rendszerben a pH 7 korul képlé ZnL
részecskében a cinktartalmu fehérjékben gyakorii{BMpusu koordinacié valosul meg,
azonban még ez sem képes oldatban tartani a diok@kat [18] ligos kdrulmények kozott.
Hasonlé mondhat6 el akc-HPHH-NH ; [19] és azAc-HVVHAAH-NH ; [15] rendszerekil

is, vagyis a terminalisan védett hisztidinben ggzgeptidek egyéb donorcsoport nélkil
gyenge cink(lhkotk. A HXHYH-szekvenciat tartalmazé peptideknél taggakhatd a legna-
gyobb stabilitdssal rendelkékomplexek |étrejotte. A nem koordinalodé aminosawnam
befolyasoljak a részecskeeloszlast és a bruttdlisiah a szarkozin tartalmu peptidek pedig
nem képeztek nagyobb stabilitasu komplexeket sskilss ligandumokhoz képest. pH ~8-ig
{2Nin} és {3Nim} makrokelatok dominalnak, de a csapadékkéigs itt is bekovetkezik
[28,14,23]. Kivételt képez ez aldl a kutatocsopokten eballitott Ac-KHPHPHQ-NH ;
peptid, melynek komplexei vizoldhatdak voltak pHL2-tartomanyban. Fiziologias pH korul
vegyes hidroxokomplexek vannak jelen [23]. A zehtdhmsztidinben gazdag prion protein
fragmensei is igen hatékonyan kotik meg a cinlqfijoka)t. Semleges pH-n sikerult elérni
velik a fémion oldallancokon keresztili koording&io[29]. A HGDHMHNHDTK-OH
peptid cink(ll) jelenlétében a semleges pH-tartoyham a lizine-aminocsoportjan protonalt,
igen nagy stabilitast ZnHL komplexet képez. 2D NMRsgalataink szerint a fémion a Hisl,
Asp3, His4, Met5 és His6 alegységeket érifitiH 2,3Nim,Svet, COO} tipusu koordinacidval
bir. pH ~8 korul a ZnHL(OH) részecske domindl adattban. A fémion megkotésében nyolc
donorcsoport/atom vehet részt (W#Nim, Sve,, COO,0H), igy valészifleg tobb koordinaci-

0s izomer kepadik, melyek k6zott viszonylag gyors cserefolyamgtikzodnak le [25].
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3.2.3. A hisztidintartalmu peptidek nikkel(lI)komplexei

Az N-terminalis hisztidint tartalmaz6 peptidek kek(ll)komplexeinek vizsgélata a
réz(Il)ionokhoz hasonl6 eredményeket mutat, azzkliléanbséggel, hogy az amidnitrogén
koordinacidja lassabban jatszodik le és semlegg@séenligos tartomanyban ketk el.
Amennyiben azonban ez bekévetkezik, a masodik Iégseharmadik) amidnitrogén
deprotonaldédasa &en kooperativ jelleget mutat. A nikkel(IHis-Gly 1:1 aranyu rendszer-
ben a kiindulasi hisztamin tipusu koordinaciét dbmazo zo6ld, paramagneses fémkomplex
atalakul sarga szin sik szerkezét diamagneses komplexszé az amidnitrogén koordij@aci
soran. Ligandumfelesleg alkalmazasa soran meggdfobz amidnitrogének koordinacioja,
mivel bisz-hisztamin koordinacidoju MLkomplex kép#dik [3,30-32]. A nikkel(11)-Gly-His
rendszer vizsgalata soran azt figyelték meg, hofgnaon kortli szabalyos oktaéderes geo-
metriat az {NH,Nim,N~,3H,0} koordinacio alakitja ki. Ezt kovéen tetramer részecskék kép-
zédésével egyidben a komplex szine és geometriaja megvaltozikegizetes, intenziv sar-
ga szifi részecske képrdése soran [33]. Az 1-es és 3-as poziciGban histtidrtalmazé
HRHRHEQEGHHDSAKHGH, valamint a 2-es és 3-as helykdtisztidinnel rendelkdy
SHHK-NH , peptidekre az {NKIN",N",Nir,} donor kdrnyezet jellemz a nikkel(ll)ion kordl.
Az N-terminalis aminocsoport acetilezésefazTESHHK-NH ;, peptidnél a fémion valtoza-
tos megkotését eredményezi. Az 1:1 aranyl oktagdkoenplexben semleges pH-n a
hisztidin és glutaminsav oldallancokon keresztidoikdinaci6 a meghatérozé [1]. A nik-
kel(IN-Ac-HVVH-NH ;rendszerben pH ~8-ig a {2N koordinalt oktaéderes szerketidtilL
komplex a dominans. Ezt kovenn egyszerre deprotonalodik harom amidnitrogénymedd
soran kialakul az NiHL részecske. AAc-HVVHAAH-NH ; ligandum oktaéderes {2\ és
a pH ~7 Kkorul uralkodd {3N} kornyezeti komplexeinek stabilitasa az analdg
cink(lhkomplexekre szamolt értékekkel vetbletossze. Lugos korilmények kdzoétt vegyes
réz(Il)-nikkel(1) komplex kialakulasara nyilik letbség, melyben amidnitrogén is kdik a
nikkel(llionhoz [15]. AGHGHGHGH ligandumra is az oldallancbeli kétésmaod jellémz
fiziologias pH-n, ahol a négy imidazol siknégyzetrende#dést mutat [1]. A Cap43 nikkel-
koté fehérje C-terminalisanak a husz- és a harmincthggmensét, tovabba aAc-
TRSRSHTSEGTRSR-NH, peptidet is vizsgaltak. Semleges pH-ig az 1N-eg){Koordina-
cio a jellems mindharom rendszerre, amit kooperativ deprotor@édokl soran az {\,3N}
kotésmod valt fel [34,35]. Nikkel(Ilionok jelenkdten a fémion indukélta amidnitrogén

deprotonalédas csak pH 8 felett kédik az Ac-HPHH-NH , rendszerben, igy a harom
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imidazolnitrogén koordinaciot tartalmazo NiL a dow@ms részecske igen széles pH tarto-
manyban (pH 6,5-8,5).

A nikkel(lhion lagyabb Lewis-sav, mint a réz(ibn, ezért a ,szoft” karaktérkéndono-
rokhoz viszonylag nagy az affinitasa. Koztowski lasinkatarsai megallapitottak, hogy a
Cys-Xaa-Cysmotivumot tartalmazo peptidek éteges donorcsoportja a tiolcsoport. A nik-
kel(Il) megkotésében amidnitrogén csak akkor vésztr ha a ciszteinnel szomszédos glicin
van a szekvencidban. A Ni(llxe-Cys-Gly-Cys-NH, rendszer NibHL részecskéjében az
acetil-koenzim A szintetaz aktiv kdzpontjara jeli®m2N~,2S} szerkezet valosul meg. Sza-
bad N-terminalis peptidek esetében enyhén savas aHaminocsoport is szerepet jatszik a
fémion megkotésében, de az oldat kémhatasanak és@wel egy tiolatcsoport kiszoritja a
koordinaciés szférabdl [36]. A waglerin | niekigydméregCys-His motivumot tartalmazoé
fragmensei is hatékonyan kotik meg a nikkel(ll)ioftcisztein egységnek kritikus szerep jut
a fémkobhely stabilizadlasaban. Szabad aminocsoport jelelodét (HN-Xaa-Cys-His- szek-
vencia) az albumin tipusu koordinacio kedvezményexdéolat koordinalédasaval szemben,

de gyenge koélcsdnhatasa nem zarhat6 ki [37].

3.2.4. Az elagaz6 lancu peptidek

Amint a fenti 6sszefoglalobaol kihik, a hisztidingazdag, egyenes lancu peptidek-haté
kony fémkdd ligandumnak bizonyulnak. Ennek ellenére még arévagy négy hisztidint
tartalmazo peptidekkel sem koringlérni a sokat emlegetett amidkoordinacié megdiada
zasat, illetve hidrolizalt részecskék kivalasabhiatbol. Toébbek kozott kutatdcsoportunkban
eléallitottunk olyan peptideket, melyekkel pH 5-7 ktizéikertlt elérni a szamos cink(ll)- és
réz(ll) tartalmu enzim aktiv centrumara jelled{8N;n} altal koordinalt komplexet. A tapasz-
talatok viszont azt mutatjadk, hogy a {3\ de még a {4Nn} koordinacioju komplexek sem
tudjak meggatolni az emlitettéelytelen folyamatok bekdvetkeztét a pH enyhe novéged
kor. Tovabbi nem-koordinalédé vagy polaris oldatldntartalmazé aminosav beépitése szik-
séges ahhoz, hogy elfogadhaté modellvegyéllbteszélhessink.

Az 1988-ban felfedezett tobbszorts antigén pebt{daultiple antigenic peptides, MAP)
olyan ligandumok, melyek a kiindulasi lizin amingskét aga mentén agaznak el. Sajatos
szerkezetilk nagy valtozatossagot biztosit, melyr@lén szamos feladatot lathatnak el
[38,39]. Nagyszamu kdzlemény foglalkozik biolégakalmazhatésagukkal, példaul Uj utat
nyitnak oltdanyagok tervezése teriiletén [40-43hdsznalhatdk antitestként [44-47], gyogy-
szerként [47-53] és gyogyszerhordozoként [54,55]a€D ebnyiik, hogy igen ellenallék a
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protedz enzimekkel szemben [56], ugyanakkor a tezgtben is éfordulnak [57-59]. Sokol-
dalusdguknak kdszontéein alkalmasak lehetnek specialis érzékdlagnosztikai, katalitikus
anyagok kifejlesztésére [60-66]. A fent emlitettainazhatdosagok gyakran kdzvetve vagy
kozvetlendl fémionokhoz kapcsolédnak [38,52,60,866]. Egyéb elagazo ligandumokat is
alkalmaztak fémek megkdtésére, nanorészecskékitisara és katalizatorként [67-69].

Egy hisztidin funkciokkal bird, elagazo lancu pephagaban hordozza egy hatékonyabb
modellvegyilet kialakitasanak letie€égét, mert hajlékonysagéanak és éltewsszisagu agai-
nak kdészonhéen megvalosulhat az oldallancokon keresztili férkioordinacio. Emellett a
fémion(ok)hoz valé koordinalédas révén olyan egysedirkezetet alakithatnak ki (pl. Ureget
képezhetnek), melynek d@énjelenttisége lehet a szubsztrat megkodtésében és a kaislitik
aktivitas kifejtésében. llyen ligandumok fémion-kdimaciojanak termodinamikai és oldat-

szerkezeti aspektusait eddig nem vizsgaltak.
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3.3. A hisztidingazdag glikoproteinedr

A hisztidingazdag glikoprotein (HRG, de

Q gyakran taldlkozunk a HRGP vagy HPRG ro6-
Q‘ @@ viditéssel, mivel prolinban is gazdag) szamos
\ | ' [y gerices vérplazmajaban jeléatmennyiségben
S ‘ 1_ g (~ 1,5 mM az emberben)ébrdulé makromo-
N @  lekula [70]. Az emberi HRG tobb doméib

épul fel: az N-terminalison egy cisztatin dzer
: f régio talalhatd, a kozponti hisztidingazdag ré-
gi6 (HRR) két prolinban gazdag régié (PRR)
3.3.1. 4bra A HRR feltételezett csavart szerke- KOZOtt helyezkedik el, mig a C-terminalis sza-

zete, melydl a hisztidin oldallancok ,nydlvany- kasz kulon doment alkot. A hisztidinek nagy-

ként” lognak le részt a HRR-ben, a prolin alegységek elszor-
tabban ugyan, de legnagyobb szamban a PRR-benkvdreiteheileg egy csavart és elnyq;j-
tott konformacioba rendezik a fehérjelancot [(3B.1. 4bra) E két aminosav az 6sszes ami-
nosav tartalom 13%-at adja [72,73]. A His-Pro-gazdaakaszdként meg@rzott, 6t amino-
savbol allo szekvenciakbol épil fel [70,72,74], RR110-12 egymast koue{G)HHPH(G) —
HHPHG [74,75], masok szerint GHHPH [70,72] — isrbédl motivumot takar. Egyes véle-
mények szerint a tandem maodon isieil pentapeptid részekb ketts-ketts hisztidin
imidazol oldallanc kinyalhat a HRR vazbdl, idedkistéhelyet biztositva fémionok szaméra
[70,71]. Tobb alegysedb felepulb szerkezetének koszonBeh a HRG bioldgiai funkcioi is
valtozatosak. Szamos makromolekulahozo#iik, pl. plazminogénhez [76], fibrinogénhez
[77], immunglobulinokhoz [78], tropomiozinhoz [75}yombospondinhez [79], hemhez
[80,81] heparinhoz, ill. heparan-szulfathoz [82)88F kétérték fémionokhoz [81,84,85].
Mindez egyfajta kozvetdt vagy kapcsolatkialakitdo szerepre utal egyes mdddkuodzott a
sejtfellileten, avagy a sejtfelllet és a plazma kubée koz6tt. Kozlemények sora foglalkozik
a HRG biolégiai folyamatokban betdltott feladatavdtabalyozd szerepet jatszik a véralva-
das, vérrogképidés és vérrdgoldddas, leukocitavandorlas, éddgsz (angiogenesis), daga-
natok attételeimése és fejidése terén [79,86-88,89-94]. Az emlitetteken tdlbakterialis
[95] és gombadl [96] hatassal is rendelkezik. Feltebley pH- €s Zn(ll)-szenzorkeént visel-
kedik, igy a pH és/vagy Zn(ll)-koncentracié befagha mikddését [70,83]. A felsorolt fo-
lyamatokra gyakorolt hatas a fehérje kulonbategységeihez rendellbetmelyek kozoétt ki-
emelt szerep jut a fehérje hisztidingazdag régalfdiRR).
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A legujabb vizsgalatok szerint a fehérje a HRRérékapcsolodik tobbek kozoétt a
heparin és tropomiozin ligandumokhoz. Az eredmérgmek mutatnak, hogy a folyamatot a
réz(Il)- [83] és elésorban a cink(ll)ionok [75,86,91] koncentracidjamleten befolyasolja.
Mindez rendkivil hasonlatos ahhoz, ahogy az ampoékurzor protein harom hisztidint tar-
talmazé HXHYH fragmense koordinal cink(Il)ionokés ezzel feltételezhign modulalja a
makromolekula heparinhoz valé kdesét [97]. A cink(ll)hez hasonl6 hatasa van azsalay
pH-nak is a HRG-molekula heparan-szulfathoz, ietvsejtfellilethez vald kidésére, felté-
telezheben a hisztidin imidazol dyiiinek protonalddasa révén [87]. Nem vilagos ugyanak-
kor, hogy a protonalodas/fémion-koordinacio puszédmmakromolekula teljes toltésének
megvaltoztatdsa, vagy egyéb hatasok, pl. konfordnattas vagy valamilyen fémion—-HRG-
ligandum terner komplex képpdése révén befolyasolja a HRG sejthez valédését.

Az erképsdést gatld, tumorellenes, antibakterialis és gortbaétivitas is a His-Pro-
gazdag régiohoz rendelldetClaesson-Welsh és munkatarsai szerint az antigégi hatas
kifejtésében elengedhetetlen a HRR-szakasz kisaakaal fehérjéth [90], sot meghataroztak
az aktivitasért feléls 35 aminosavbdl allé minimalis HRR-szegmenst [B@nate és munka-
tarsai az Ac-HHPHG-NH pentapeptiddel és az ottagu egység isidédén alapuld
oligopeptid szekvenciakkal — killonésen az Ac-(HHRHGH, peptiddel — végzett kisérletei
soran a tropomioziin vitro megkotésén tul sikerult reprodukalni az antiangiogatéasin
vivo korilmények kozott is [75].

A hivatkozott kozlemények szinte mindegyike enslitiesz arrél, hogy a HRG kdlcsén-
hatasba keril fémionokkalsfent Zn(ll)), és azok modulalé hatadsa szikségeslatt feladat
elladtdsdhoz. A fémionok megkotéséért a hisztididggzalegység a felid, mely cink(ll)en
kivill a hemet, a Cti, zr**, Ni**, Cd*"ionokat is rendkiviil ésen koordinalja [80,81,84,85].
Ezt igazoltdk azon vizsgalatok is, melyek céljaRG1kvantitativ analizisére alkalmas mod-
szer Kkifejlesztése volt [98]. A modszer a nikk@TA (nitrilo-triecetsav) komplex
rekombindns HRG HRR alegységéhez valo kiemélkaftinitasan alapult. Az eredmények
gyakorlati hasznuk mellett, ravildgitanak arrahisgy a HRR-hez kétott fémionok potencidlis
kotohelyek lehetnek egyéb kismolekulak szamara. A HR@gyeb szérumfehérjék (albumin,
o-makroglobulin, transzferrin, hemopexin) kozoéttkdkompeticids vizsgalatok a HRG cink-
szallito szerepére utalnak [84,85]. A nativ fehége a (GHHPHGY oligopeptid
réz(I)komplexeivel elvégzett ESR és MS-kisérletezk valoszifisitik, hogy a fémionokat a
HRR GHHPH egységenként koti meg [99,100].

A HRG fehérjékhez kapcsolodd szabalyozé mecharsnkuészletesebb megismerésé-

hez elengedhetetlen a makromolekula féefkédjatsagainak feltarasa, ami a HRR szakasz
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peptid-szekvenciainak, illetve azok fémkomplexeitekulmanyozasaval megvaldsithato. Az
emberi HRG hisztidingazdag régio isnaélh fragmenseinek valamint a peptid—fémion rend-
szereknek az oldategyensulyi és oldatszerkezetgalatai tisztdzhatjak a kérdéses szekven-
ciak protonalodasi viszonyait és az egyes fémioabldtkotott komplexek Osszetételét és
szerkezetét, melyba makromolekula fémkdtsajatsagaira is lehet kdvetkeztetni. EtEm-
ionok alkalmazasaval és véltozatos fémion—peptidseerek tanulmanyozasaval informaciot

nyerhetiink a HRG potencialis fémionszallitd szer@ps.

3.4. Az endostatin és az angiogenesis

Az emberi endostatin a XVIll-as tipusu kollagérte@minalis doménjének proteolitikus
hasadasa soran keletkezik a sejten kivli térbe20 RD tomeg¢j, 183 aminosavbal alld, cink-
tartalmu fehérje egy a szervezetben természetesnmd@b6do igéretes rakellenes, ugyneve-
zett antiangiogén szer [101-103].

A mar megléé erekldl Ujak képddesét nevezzik angiogenesisnek. Az angiogenezis
(érképddes, érujdonkégimlés) szamos élettani folyamatban — a reprodukcichdajlbdés-
ben és a szoveti karosodasok kijavitdsaban — maglaat jelenisédi. Ezenkivil tébb pato-
I6gias folyamat részjelensége, igy bizonyos gyddas megbetegedések, a tumorndvekedés
es attétek kepirlése tartoznak ide [104]. A szervezetben jelen &rotyan faktorok, ame-
lyek elbseqitik az érkegidést, €s vannak olyanok is, amelyek gatoljak. Szarakos beteg-
ségben a gatlas és a serkentés finoman 6sszehardgojt felborul, a serkentés tulsulyba jut,
ami koros sejtburjanzashoz, daganatkéigshez vezet. A Folkman altal izolalt endostatin az
allatkisérletek soran az egyik leghatékonyabb, ékbltasok nélkili angiogenesis inhibitor-
nak bizonyult [105-109]. Hatasa az érkéges folyamatainak — tébbek kdzott az erek dels
falat boritd endothelsejtek osztédasanak és véastomhk gatldsahoz — rendethigt02].

A fehérjekristalypban a cinkion az endostatin Nwterdlis Hisl, His3 és Hisll
imidazolgyiriiihez és az Asp76 karboxilatcsoportjahozokiik (3.4.1. abra)[109]. A cink
szerepét illeten ellentmondasos cikkek lattak napvilagot, degdjbb kutatasok szerint a
fémion jelenléte szilkséges a rakellenes hatagdgtdiez. A Hisl és His3 cseréje alaninra, ill.
az el$ négy aminosav (HSHR) eltvolitasa a cinkk&Epesség és tumorellenes aktivitas
elvesztését eredményezi [110,111]. Javaherian éxkatarsai kimutattak, hogy a 25 tagu
'HSHRDFQPVLHLVALNSPLSGGMRG N-termindlis fragmens ésteljes fehérje tumor-
ellenes aktivitdsa megegyezik [112]. A sédrZ3N;,,H,O} koordincids kbrnyezetet java-
solnak a cink(ll) kéral, ami megkésfelezhed, hiszen nem védett N-terminalis hisztidin ese-

tén a hisztaminsz&é{NH ,,Nin} kelat képzdése az etglleges cinkkdt hely [1]. A fémion-
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nak feltehaien szerkezetégitszerepe van, de a cinkkel valé kdlcsdnhatas tésziketve az

altala kialakitott oldatszerkezet nem ismert.

3.4.1. dbra: Az endostatin és a cinklditely kristalyszerkezete

Erdekes, hogy az endostatin a szabad N-terminélimocsoport és a harmadik helyen
taldlhatd hisztidin révén ugynevezett ATCURN{ino Terminal Cu(ll)- and Ni(ll)-binding)
motivum is, mely igen hatékony réz(ll)kdbely szamos fehérjében, mint példaul a réz szalli-
tasaert feldls szérumalbuminban [113]. Fontos megemliteni, hagyez(ll) serkenti az
endothelsejtek osztddasat és vandorlasat, valanikséges a tumorsejteknek szamos érkép-
zédést serkemtfaktor kivalasztasahoz. A réz(Il) megkotése legsditi sok ilyen faktor kiva-
lasztasat, ami igy kozvetve az érkégas gatlasat, rakellenes hatast jelent [114]. Hakiolta
az altalunk dlallitott peptid rézkdt képesseégenek vizsgalatat, mely akar bioldgianjéseg-
gel is birhat.

Az endostatin nagy mennyiségben toété@iallitdsat dve& nehézségek miatt az &ls
fazisi human klinikai vizsgalat elhtzodott, viszemedménye igéretesnek bizonyult a rak-
gyogyitast illeben. E két tény ndvelte témavalasztasunk aktualjtfsszen egy kisménét
nagy mennyiségben és kedtbh aron eallithatdé modellkomplexszel a terdpias alkalmazha-
tosdg sokkal praktikusabb lehetne. A varakozasoéhkanhtétben a 2006-ban publikalt maso-
dik fazisa kisérletek azzal a kovetkeztetéssel Itedeu hogy a rekombinans emberi

endostatinnal kezelt, @ehaladott neuroendokrin tumorral rendetkgaciensekben a daganat
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meérete szignifikhnsan nem csokkent [115]. A vizatgd eredményei tobbek kozott arra utal-
nak, hogy a betegeknek adott endostatin jéferdszét a szervezet lebontotta. Egy kis mole-
kulatomed peptidkomplex biokémiai viselkedése viszont ekkérbgy nagyobb méietehér-
jéeol, becsomagolhato pl. olyan hordozé molekuladbayrsebit abban, hogy a biomolekula

eljusson arra a helyre, ahol hatasat ki tudjariejte

3.5. A nikkeltartalmu szuperoxid-dizmutazokrol

Az aerob szervezetek metabolizmusa soran fidenennyiség reaktiv oxigénszarmazék
képzdik, melyek kdzil a szuperoxid gyokanion,(Q az egyik legkarosabb. A reaktiv oxi-
génszarmazékok, és altaldban a szabadgyokok oéwirtativ stressz kivedésére szamos ve-
delmi mechanizmus féjtiott ki. A szuperoxid gytkanion elbontasara a smud-dizmutaz
(SOD) enzimek szakosodtak. A legutoblikity ezeknek két nagyobb csoportjat kilonboztet-
tik meg. A legismertebb a kétmagvu Cu,Zn-SOD enkicsaladja, melyben a réz felel a
katalitikus hataseért, mig a cinknek szerkezetadak@itasa van. Az egymagvu, mangant vagy
vasat tartalmazé Mn/Fe-SOD enzimek alkotjak a miksosoportot. Az aerob @&ilagban
betdltott jelends szereplkre tekintettel a fenti SOD enzimek reridikiterjedt vizsgalatok
targyat képezték, s maraikvvdésik részleteit is tisztaztdk. Az aktiv kdzpantlevb fémion
(M) mind oxidalt, mind redukalt formaban reagal mueroxid-gytkkel az alabbi altalanos

reverzibilis mikddési mechanizmus szerint.

MO*D*_sop + @ — M™-SOD + Q

M™-SOD + @~ + 2H — M™Y*-sSoD + HO,

Az elmult években szamos a fentidlkalapveben eltéd, aktiv centrumukban nikkelt
tartalmazo SOD enzim is ismertté valt [116,117]elE®l a Ni-SOD enzimeknél a fémion
megkotéseben csak néhany N-terminalis, egymashpelikéminosav alegység vesz részt,
ami szinte egyedulall6 lehistéget teremt azok szerkezeti éfkidési modellezésére. A
Streptomycesés ciandbaktériumok csaladjaban tobb olyan faj talalhat@lyimen a nikkel
mind oxidalt, mind redukalt formaja kizarélag azt&tminalis végen talalhato, j0l mé&agott
'HCDGPC, illetve 'HCDLPC szekvencidhoz kéidik. A Streptomyces seoulensiés
Streptomyces coelicoldyaktériumokal izolalt Ni-SOD fehérjék kristalyskeretét 2004-ben
hatéroztdk meg [118,119]. Mindkét enzim hexamemlaallagos szerkezettel rendelkezik és

monomerenként egy nikkeliont tartalm@z5.1 abra)
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3.5.1. dbra: A Ni-SOD hexamer és monomer szerkezete

A nikkelionhoz a Hisl, Cys2 és Cys6 alegységekdioalodnak, ezért Ni-hurokként is
emliti a szakirodalom ezt a fehérjeszakaszt. Biokewizsgalatok szerint a fémion nélkdli
apoenzim kifeje@désekor a szekvencia metioninnal k&kidd. Ez a ,nulladik” pozicidban
talalhaté aminosav akkor hasad le, amikor a nikBel( az utana talalhat6é hisztidinhez és
ciszteinhez kdtdik. A kovetked Iépésben az eddiganszLeu4-Pro5 kotésisz konformaci-
Oba fordul, s lehéwé valik a Cys6 alegység koordinacidja is. Ennefaisdialakul a Ni-SOD
enzim redukalt, diamagneses formajara jellénfixH,,N",S,S} siknégyzetes geometria.
Spektroszkopiai és rontgen-krisztallografiai vidatgk alapjan a paramagneses tulajdonsagu
oxidalt enzim aktiv kdzpontja négyzetes piramisriezzeti, melyben a Hisl imidazol oldal-
lanca axialisan koordinalédik a nikkel(llionhoA. Ni-SOD mikddésének mechanizmusa
részleteiben meég nem tisztazott, az eddigi eredelatyfeltételezéseket3as.2. abramutat-
ja be [119,120]. A szuperoxid-gytk a redukalt enziikkel(ll)ionjanak Ures, a Hisl oldal-
lanccal ellentétes axidlis kitelyét foglalja el a szekvencia kilencedik helyalalhatd tirozin
fenolos hidroxilcsoport iranyitd hatdsanak segéséj A Tyr9 és/vagy a Cys6
peptidnitrogénje stabilizalja az atmeneti terméksta Q ~ egy elektron és két proton felvéte-
lével hidrogén-peroxidda alakul, mely lehasad am&nnikkel(lll)-at tartalmazé aktiv cent-
rumrdl. A harmadik Iépésben az ellentétes axidtialodl a His1 imidazolcsoportja kidik a
fémionhoz. Az oxidalt forma szabad axialis helyko¢ be a masodik £, amihez szintén a
Tyr9 oldallanc és a Cys6 amidnitrogén iranyito/dieddé szerepe szikséges. A nikkel(lll)

oxidalja a szuperoxid-gyokot, és a képi O, valamint az imidazolcsoport eltavozik a nik-
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kel(Il) koordinacios kornyezetéh melynek révén visszaalakul a siknégyzetes et#uEs a

fémion kordl.

Cysﬁ 0,
H|s1

Cys6

2H*

H,0.

3.5.2. abra: A Ni-SOD feltételezett fikddési mechanizmusa

Az utobbi idkben koézlemények sora foglalkozik a Ni-SOD enzimsekrkezeti és funk-
cionalis modellezésével. Shearer szintetikus szetkenodelljeinek vizsgalata arra utal, hogy
az amino/amid egyuttes fémion koruli koordinaciomakikkel(ll) elektrosztatikus szabalyo-
zasaban van szerepe. E (redoxi)enzimekben szolaitési mdéd tovabba megvédi a nikkel-
hurok tiolcsoportjait az oxidaciotol [121,122]. Aitatocsoportja altal éallitott N-termindlis
12 tagu peptid nikkel(lIl)komplexének spektroszkopidajdonsagai j6l egyeznek a redukalt
enzimeével, és a szervetlen komplexekkel ellentélaékony nmikddéesi modellnek bizonyult.
A peptid N-terminalisanak acilezésekor amidnitrogp@hyettesiti az aminocsoportot, ami két
nagysagrenddel csokkentette a katalitikus aktiv[th&3,124]. Shearer és munkatarséaéi-
tottdk a héttagu fragmenst és annak két moédosrtitozatat is, melyekben a hisztidint
aszparaginsavval, illetve alaninnal helyettesiketténativ enzimmel végzett hasonlo kisérle-
tekkel ellentétben a katalitikus hatas neriin$aneg az axialis imidazol koordinaciéjanak hia-

nya miatt. Az eredeti peptid nikkel(ll)komplexéhlezpest viszont kisebb SOD-aktivitas volt
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megfigyelhed a mutans metallopeptidek esetében. A sietpvabba azt allitjak, hogy a
HCDLPCG peptid nikkelkomplexében a nikkel(ll) oxaidjat koveben a Hisl imidazol el-
foglalja az axialis pozicibt, és ezek utan az eg@salitikus ciklus alatt kotott allapotban van

[125]. Weston és munkatarsai hat és kilenctagu llopeptideket vizsgaltak, €s szintén arra a

kovetkeztetésre jutottak, hogy a Hisl nélkluloghet adott funkcid ellatdsa szempontjabdl,

melyet elméleti szamolésok is aldtdmasztottak [I2Z&)127]. A kilenctagl N-termindlis sza-

kasz NMR-adatai alapjan megallapitottdk, hogy aigbpn a Leu4-Pro5 koétésansz mig az

enzimberciszkonformacioji(3.5.3. abra) Allaspontjuk szerint az aktivitas azért marad meg

mert igy a Pro5-Leu4 peptid kotés karbonil csopor§iszben el tudja latni az 6tédik donor-

csoport feladatat [120]. Annak ellenére, hogy difpaptidekkel foglalkozo cikkek tartalma

tobb ponton atfed munkankkal, egyik sem nyujt psergdrast a nikkel(l)komplexek oldatbeli

viselkedéséil.

§ @

g--. c Cx
Ga‘

Cisz transz

3.5.3. abra:A prolin cisz-transazomériaja
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4. Avizsgalt ligandumok szerkezete
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5. Kisérleti és vizsgalati médszerek

5.1. A ligandumok eballitasa, a szilard fazisu peptidszintézis

A Ni-SOD modell HCDLPCG-NK 98,3%-0s tisztasagu, 36% viztartalmu heptapeptidet
az EZBiolab cédi vasaroltuk, és tovabbi tisztitds nélkul hasznakel a mellékelt témeg-
spektrum és kromatogram megtekintése utan. A HRE@néostatin fragmenseket, valamint
az elagazé lancu peptidet tanszékinkon allitottikseilardfazisu peptid szintéziss€imoc-
stratégiatkovetve.

A szilard fazisu peptidszintézis aminosavak heénokézegben lejatszédéd kapcsolasa-
nak sorozata. A szilard hordozér®link Amide gyantard{lris Biotech GmbH, boritottsaga
0,25-0,27 mmol/g) bazisérzékeynoc (9-fluorenil-metoxi-karbonillvédicsoporttal ellatott
aminocsoport-kdhelyek agaztak le. A kapcsolasi reakcioktteh védcsoportot piperidin 20
%(v/v)-os N-metil-pirrolidonos (NMP) oldataval leditottuk (1x2 perc, aztan 1x15 perc),
majd a gyantat NMP-vel mostyk.1.1. abra) A gyantardl lecsopdgpiperidines oldatrészle-
teket dsszedijtve, majd megfeldlen higitva dimetil-formamiddal a felszabadult dtiglyek
szama spektrofotometridsan meghatarozhato, uggdmsitas soran k&t dibenzofluvén-
piperidin adduktnak jellegzetes elnyelése van az -thtbmanyban &oinm =
7800 mol*dmPem™).

Fmoc

Qg 2
. C\ /C\

nker
N

H
O W O HN )
- H2
—_— CH, + + CO, + H,N . —_— co .\
W, ) O

dibenzofluvén-piperidin
€501=7800 Mcnit

T I—Z

5.1.1. &bra:Az Fmocvédicsoport eltavolitdsa soran lejatszodé reakciok
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Ezt kdveben a gyantara ontottik araminocsoportjan szintén Fmoc-kal védettéels
aminosav és a kapcsolashoz szikséges tovabbi hégagens NMP-s oldatat. AD-
benzotriazol-tetrametiluronium-hexafluorofoszffHBTU) és az 1-hidroxibenzotriazol
(HOBLt) kapcsoldszerediizopropil-etilamin(DIPEA) szerves bazis jelenlétében aktiv észtert
képeznek az aminosavval, mely kbnnyen reagal aadzaiminocsoporttal. A szintézis soran a
fentiek alapjan szamitott kiitelyhez képest négyszeres aminosav és HOBT, vald@8n
szeres HBTU és 7,8-szeres DIPEA mennyiséget hasnRallA kitermelést csokkethitmel-
Iékreakciok miatt kellett utdbbi kéthol kevesebbet bemérni.) A reakcié soran a gyanta sza
bad aminocsopotrjahoz az @laminosavat karboxilatcsoportjan keresztil kapokdlb.1.2.

abra).

O
H
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oy Jore .
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N @/ 3

| H | _ DIPEA HOBt H !
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CH; CHy OBt
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o | N
o)
" N ~(inken—~(J
N H,N—Uinker H || -
HiCx, N ; 2 Fmoc —N—CH—C—N ®
N ~CH + o I
H4C ! ° | R H
8 HsC H C=
Fmoc—N—(I:H/ =0
R + CgHip)N,OH  + OBt

aktiv észter

5.1.2. abra: A kapcsolas soran lejatsz6dé reakciok

A gyantat NMP-vel mostuk, és a kovetkdépésben a szabadon maradt (el nem reagalt)
aminocsoportokat acetileztiik. Ennek soran a gydit# (v/v) ecetsavanhidridet és 5% (v/v)
piridint tartalmaz6 diklormetanban 15 percig alh@gytuk (idnként megkevertiik), majd a
kezelést friss reagenssel megismételtiik. Eziimerat megakadalyozza, hogy az Gjabb kap-
csolasi folyamatnal a kdvetkéaminosav a szabadon maradt helyekrédion.

A mosast kovéten a tovabbiakban a fenti |épések korfolyamatkemiétbdtek mas-mas
aminosavakkal (Fmoc lehasitasa/mosas/kapcsolassraoséilezés/mosas). Az aminosavak

oldallancai savérzékeny vé&ksoporttal voltak ellatva, igy az atlagosan 30 igeiarto kapcso-

33



Doktori értekezés Kisérleti és vizsgalati médszere

lasok soran mellékreakcioban nem vettek részt. ldas sikeressegeétkaiser-teszsegitse-
gével kdvettiik nyomon, amely a ninhidrin és a sdadrinocsoport k6zotti szinreakcion ala-
pul. A sziikséges oldatok: (f§nol (8 g fenolt oldunk 2 ml abszolut etanolban); KN (13

mg kalium-cianidot oldunk 20 ml desztillalt vizbém = 0,01 mol/dr), majd ebBl 20 pl-t
piridinnel 1 ml-re higitunk(3) ninhidrin (1,0 g ninhidrint oldunk 20 ml absz. etanolban).
Mindharom oldatbdl 2-2 cseppet tettink a néhanyntaszemcséi allé mintara egy kismé-
reti kémc$be, melyet 2 percre forrasban dévizbe meritettiik. Sikeres kapcsolas esetén nem
volt szabad aminocsoport, nem volt kék elszédés, mig pozitiv teszt esetén meg kellett
ismételni a kapcsolasi [épést.

Az utolsé sikeres kapcsolas utan is eltavolitotalkk Fmoc veéédcsoportot. A HRG
fragmensek N-termindlis végét a mar ismertetett andalcetileztik. Ezutan a gyantat tobb-
szor &tmostuk NMP-vel, majd kloroformmal és metlioExikkatorban szaritottuk legalabb
egy éjszakan at. (Habar bizonytalanul, de a tomesgkeilés alapjan is kovetkeztethettink a
kapcsolasi reakciok sikerességére.)

A szaritast kovéen a peptidet lehasitottuk a gyantarol. Amoc alapu szintézis soran
egy lépésben tortént a peptid, illetve az oldaltidk savérzékeny védsoportjainak (tritil,
Boc, Pbf, tBu) eltavolitdsa. A hasitd elegy 95%uorecetsavat (TFA), 2,5% vizet és gyok-
fogokeént 2,5% trietil- vagy triizopropil-szilantrtalmazott. A szobaimérsékleten 1,5-2 éran
at tartdé kevertetés soran a peptid savamid formébhakadt le a gyantarol. A reakcioelegyet
sZirtik, majd a TFA-t rotacios vakuumbeparldn leddisitiik. A desztillacié soran admér-
sékletet a peptidek izomerizaciojanak elkerilésielében alacsony értéken (maximum 40-
45 °C-on) tartottuk. A beparlas befejezésekor a lomdnikmarad6 kevés (2-3 ml) oldatot je-
lentss mennyiség (40 ml) Hitott dietil-éterhez csepegtettiik, melynek hatasapaptid pely-
hes csapadékként kivalt. A peptidet 6000 rpm fathzidmon centrifugalassal valasztottuk el,
majd az éteres mosast és az ezt kiiddpitést tdbbszér megismételtik az éterben oldédo
szerves szennyék eltavolitdsa érdekében. A termék azonositasaVMEsbel, tisztitdsa pedig

HPLC-vel tortént, amit liofilizalas kovetett.
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5.2. Folyadékkromatografia (HPLC)

A nyers peptideket forditott fazisu folyadékkroogrfia segitségével tisztitottuk, mely-
hez egy automata mintaadagoléval és eluens gaittalah ellatott Shimadzu LC20
Prominence tipust HPLC késziléket hasznaltunk. gigesoportok fényelnyelését 215 nm-
en kétcsatornas UV detektorral kovettik. A komp@ednelvalasztasa az elagazo lancu
peptid esetében alland6 (izokratikus), a HRG ésraipstatin fragmensek esetében valtozé
(gradiens ellcid) mozgofazis dsszetétellel volt vaé@sithato.

A (His)s-(Lys)2-Lys-CONH, peptidet a szennyezésékKTerra MS C18 (300x19 mm
belg térfogatl, Em szemcsemén@t preparativ oszlopon izokratikus kérilmények kbzot
valasztottuk el: 95% D (0,1 %(v/v) TFA), 5% acetonitril eluens 6sszdté&s 4 ml/perc
aramlasi sebesség mellett£R3-50 perc).

Az Ac-HHPHG-NH , pentapeptidet Supelco Discovery BIO Wide Pore C2AE)x10
mm, 5um) félpreparativ oszlopon, 0,1 %(v/v) TFA-t tartalnd viz €s acetonitril elegyével
eludltuk (A eluens: kD, 0,1% TFA, B eluens: GEN). Az ellcié programja (a B eluens sza-
zalékos részaranyanak megadasaval) a kouetkaz 0-2 perc 0-1% B (lineéaris gradiens); 2-
14 perc 1% B (izokratikus); 14-20 perc 1-2% B (&ne gradiens); 20-21 perc 2% B
(izokratikus); 21-23 perc 2-3% B (linearis gradigr3-26 perc 3 %B (izokratikus); 26-31
perc 3-15% B (lineéaris gradiens); 31-32 perc 15-8 ¥inearis gradiens); 32-37 perc 0% B
(izokratikus); R=22,9-32,5 perc

Az Ac-HHPHGHHPHG-NH , dekapeptidet Supelco Discovery BIO Wide Pore C18
(25010 mm, 5um) félpreparativ oszlopon, 0,2% (v/v) TFA-t tartalnd viz, acetonitril és
TFA nélkili viz elegyével elualtuk (A eluens;®, 0,2% TFA, B eluens: GJ&N, Eluens C:
H,0). Az ellcié programja a kovetk&xolt: 0-4 perc 5% B (izokratikus); 4-6 perc 5-7B%o
(linearis gradiens); 6-12 perc 7 % B (izokratiku®)Y12 perc 47.5 % C (linearis gradiens); 12-
15 perc 7-10 % B, 47.5-45% C (linearis gradienS8},LT perc 10-20% B, 45-40% C (linearis
gradiens); 17-22 perc 20% B, 40% C (izokratikug:2® perc 20-5% B, 40-5% C (linearis
gradiens); 25-30 perc 5% B, 5% C (izokratikus)=R.4,7-19,6 perc.

A HSHRDFQPVLHL-NH , tizenkét tagu peptidet Supelco Discovery BIO WRlwre
C18 (250%10 mm, 5um) félpreparativ oszlopon, 0,1% (v/v) TFA-t tartalnd viz és
acetonitril elegyével elualtuk (A eluens;® 0,1% TFA, B eluens: GIEN). Az ellcié prog-
ramja (a B eluens szazalékos részaranyanak megatlaaakovetkeéd volt: 0-10 perc 20-
30% B (linearis gradiens); 10-15 perc 30-40 % Bediris gradiens); 15-20 perc 40-20% B
(lineéris gradiens); 20-30 perc 20% B;-R10,1-12,1 perc.
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Utébbi harom peptidnél az eluens aramlasi sebes3égl/perc volt és a §jtott csucsok
tisztasagat Supelco Discovery BIO Wide Pore C1®%2% mm, 5um) analitikai kolonnan
ellendriztik, valamint témegspektrometriaval azonositattd peptidoldatokat ezt kowétn
liofilizaltuk, melynek révén szilard allapotbanifitroracetat soként, ~ 40%-o0s kitermeléssel

nyertik ki a ligandumokat.

5.3. Tomegspektrometria (ESI-MS)

A peptideket a pontos (monoizotépos) molekulatonsegeretében egy Finnigan TSQ-
7000 tripla kvadrupol analizatoros, elektrosprayiiécios (ESI) ionforrassal ellatott
Finnigan-MAT, San Jose, CA tdmegspektrométerrehagiottuk. A késziléket pozitiv ion
modban hasznaltuk (tbmegtartomany: 10-2500 m/kapdlaris fesziltség 4,5 kV volt, kdd-
képd gazkent M-t hasznaltunk. A nyers peptidek vizes oldatéfvié a folyadékkromatogra-
fids tisztitas soran gjtott frakciokat egy HPLC pumpa altal generalt maZgissal jutattuk a
készulékbe (mozgofazis: metanol-viz-hangyasav 5®0;1 térfogataranyban; HPLC pum-
pa: Applied Biosystems 140C; aramlasi sebesséquiZpérc; mintatérfogat: fl).

Az elagaz6 lancu peptid analitikai adataiz = 950,6 [M + H]; m/z = 475,8 [M + 2H{"
és m/z = 317,5 [M + 3H]. A szdmolt monoizotépos tdmeg: 949,6 Da.

A pentapeptid analitikai adatai: m/z = 625,2 [MH¥; m/z = 312,9 [M + 2H{" és m/z =
208,7 [M + 3HF*. A szamolt monoizotépos témeg: 324,3 Da.

A dekapeptid analitikai adatai: m/z = 1190,8 [MH¥; m/z = 595,7 [M + 2H{" és m/z =
397,3 [M + 3HF*. A szdmolt monoizotépos tdmeg: 1189,5 Da.

A tizenkéttagU peptid analitikai adatai: m/z = 4B[M + H]"; m/z = 742,7 [M + 2H]
és m/z = 495,6 [M + 3H]. A szamolt monoizotépos témeg: 1483,8 Da

5.4. A pH-potenciometria

Az oldatbeli egyensulyi vizsgalatok, a savi dissaoios K,q) €s komplexkéepaési
(Bogn) allandok meghatarozasa potenciometrias modsz@émeéint. A modszer alkalmazhato-
saganak elvi hattere az, hogy a vizsgalt folyaredrsa fémionok leszoritjak a ligandum pro-
tonjait. Ez az oldatbeli hidrogénion-koncentraciégwaltozasat okozza, mely az Gvegelektréd
altal érzékelt potencialvaltozast eredményez. Aaldk tanulményozott rendszerek mind-
egyike megfelel ennek a kdvetelménynek. A pH-msttitidlasok nagyrészt vizes kdzegben,
kisebb részt 80—-20 %(v/v)-os dimetil-szulfoxid(DMB®iz elegyben torténtek. A vizes ko-
zedi titrdlasokat allandé dmérsékleten (298,0 + 0,1K) és allandé idisség (0,1 mol/dri)
mellett végeztik. Az ionésség beallitAsara minden esetben analitikai t&gtasNaCl-ot
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vagy NaClQ-ot (Reanal) hasznaltunk. A G@s molekularis oxigén tavoltartasara oldataink-
ba vagy azok folé inert gazt, nagy tisztasagu drgpoborékoltattunk. A mépldat NaOH
(Fluka) ~0,1 mol/dm koncentraci6ju vizes oldata volt, melyet ioncsergtirt, desztillalt és
hidrogénftalat (Fluka) oldat titralasaval hatardézioeg. A fémionok tdrzsoldatainak elkészi-
téséhez szilard Cugbt, ZnCh-ot illetve NiChk-ot (mindharom Aldrich) hasznaltunk fel, majd
az oldatok koncentracioit komplexometrids titraddsbkataroztuk meg. A vizsgélatokhoz
hasznalt vegyszerek analitikai tisztasagu, keredk@dorgalomban kaphat6 reagensek voltak
az altalunk gallitott peptideken kivl.

A pH-potenciometrias titraldsokat IBM-kompatibif< altal vezérelt Dosimat 665 tipusu
Metrohm automata burettabél és Orion 710A precipidamébbél allé berendezéssel, illetve
egy ABU93 tipusu, beépitett pH-négel rendelkeé automata burettaval végeztik. Az Orion
9103 BN és Metrohm Micro (6.0234.100) kombinalt pMegelektrod kalibralasahozoéer
savat (HCI vagy HCIQ) titraltunk. Az igy nyerEe.mv vVS. Vi adatsorok értékelése a médosi-
tott Nernst-egyenlet alapjan tortént [128]:

E=Ey+KdogH"]+Jy H"] +w,
[H7]
melyben az ismert paraméterek mellett;@d 3 az livegelektrdéd savas illetve lugos hibéja-
nak, valamint a folyadék—folyadék hatarfellileti gnatialbdl adodo hibaknak a korrekciojara
szolgal6 illesztési paraméterek, a#L0™*>">M? pedig a viz autoprotolizis &llandéja [129]. A
paraméterek kiszamitdsa a nemlinearis legkisebpzeézk mddszere szerint tértént. A rend-
szerekben ké@do részecskék az alabbi altalanos egyensulyi folytahalt. képzdési allan-

doval jellemezhéiek,

ﬂ (2p+n)+
M H,LE

2+ + (2p+r)+
pM“" +rH™ +qL M H, L%P

q

Pusnsse™ = [l T ]

ahol M a fémiont, L a nemprotonalt ligandum mol&kykeloli. A protonalodasi és komplex-

képadési allandok ﬁMquL, = [Byq) meghatarozasat a PSEQUARM szamitogépes prog-

rammal végeztik [130]. Az emlitett allandok meghatasa 4-10 fliggetlen titralassal tortént,
az egyes adatsorok egyenként 50-70 adatpontotmartak. A fém-ligandum aranyt, rend-

szertl figgoen 1:2 és 2:1 kozott, mig a fémion-koncentrackit®* — 510> M tartomany-
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ban valtoztattuk. (A tovabbiakban egy adott kompsn@l. C4") oldatbeli teljes koncentra-
cibjat a [Ci "ot SZimbolum jeldli.)

A HSHRDFQPVLHL-NH tizenkéttagu peptid savi disszociacios és kom@pxidési
allandoit cink(ll)ionok jelenlétében 80-20 % (v/v3-®MSO-viz elegyben is vizsgaltuk, allan-
dé hsmérsékleten (298,0 + 0,1K) és allandé idissig (0,1 mol/diKCl) mellett. llyen ko-
ralmények kozott az elektrodot az Irwing-féle maetsel kalibraltuk [131], a vizionszorzat
értéke pedig k=10"%4° M? [132,133]. A protonalédasi és komplexkagési allandok ki-

szamolasa szintén a PSEQUAD programmal térténtabkan ismertetett elvek szerint.

5.5. UV-lathato spektrofotometria

Ahhoz, hogy a molekulak a fényt el tudjak nyelrs, sziikséges, hogy legyen két olyan
bels allapotuk, amelyek energiajan&lEe kulonbsége éppen megegyezik a fotonelkeher-
fotont, igy atkertlhet egy magasabb energiaju étlzgn A szabad atomok héjaibad-palyak
degeneraltak. Az atmenetifém-komplexekben azonbamoet a kézponti fémion kbzvetlen
koérnyezete mar nem gémbszimmetrikus d-@alyak egyenértéisége megsmik, s kdzottik
energia elnyelése kézben elektrondtmenetek johdétek Az atmenetifém-ionok részlegesen
betoltott d-palyéi felebsek tobbek kozott a lathatd hulldamhosszu fény apsikmaért. Az
elektronatmenetek masik osztalya, a toltésatv{tell) savok vizsgalata is fontos szerepet
jatszhat a komplexek szerkezetének felderitesdbnaz ebz6 esetben az elektronatmenet a
fémes pélyakon valé atrendelés eredménye, addig a toltésatviteli savok a féndéie a
ligandum kozti elektron donor — elektron akceptmeénetekkel jellemezh@&tk. Ezen atme-
netek eredményeként egyedi, nagy intenzitasu (@kérszer nagyobdy mint ad-d atmene-
teknél) abszorpciés savok jelennek mégent az ultraibolya tartomanyban.

Az elektron-atmenetek gyakran 6sszeolvadnak egysteva, igy az UV-lathaté spekt-
rum folytonos szerkezét Energidjuk, illetve az intenzitasuk 6een fligg attol, hogy a
ligandumnak hany donoratomja koordinalédott a férhaz. Ezen kivil az abszorpciés ma-
ximum (\may €rtékeket befolyasolja a komplex pontos geomjatéd a donoratomok kémiai
minésége is. E tulajdonsagok segitségével alkotott Bikg [134] egy empirikus dsszeflig-
gést a réz(l)komplexek varhaté abszorpciés maxidndin Megallapitotta, hogy a hullam-
szam (/cm™) értékekre jelerds hatasuk csak az ekvatoridlis sikban koordinatfmttorato-
moknak van, valamint, hogy az egyes donoratomokéodelhet hatas additiv. A lehetséges
donorcsoportokat kulonbéztipusokba sorolta, agymint peptid amidnitrogénatamltéssel

rendelke® nitrogén donoratom), aminonitrogén, piridin/imidadtrogén, karboxilat oxigén,

38



Doktori értekezés Kisérleti és vizsgalati médszere

karbonil oxigén, hidroxidion és viz. A donoratomké&miai mirbségének a hatasat kéb
Sigel és Martin [135], valamint Pettit és munkaaard 36] vizsgaltdk, mar joval nagyobb
szamu komplex spektroszkopiai adatainak a figyelemételével. Prenesti és munkatarsai
egy Ujabb munkaban [137] tovabb pontositottak(aA.1. tablazat)A vizes oldatban jelen-
lévé [Cu(H0)]*" ion négy ekvatoridlis vizmolekuldjanak oxigén- yagtrogéndonorokra
tortérd cseréje az abszorpciés maximumot a rovidebb hbldésrak felé tolja el (kék eltolé-

das). Ez az effektus kulondsen nitrogéndonoroleiahps.

Donorcsoport o (um_l)a
Billo Sigel és Martin Prenesti
aminonitrogén 0,453 0,460 0,450
peptidnitrogén 0,485 0,494 0,495
imidazolnitrogén 0,430 0,434 0,427
karboxilatoxigén 0,342 0,346 0,353
hidroxidion 0,301 0,294 0,390

viz 0,301 0,294 0,296

4
 dax =10°1>°

i=1

5.5.1. tablazat: A réz(ll)komplexek ekvatorialis sikjaban koordiédd donoratomok egyedi hozzajarulasa az

elméleti abszorpcidés maximum,f,) értékhez (vizes oldatban)

Ezzel szemben a ligandum axialis irdnyl koordirnjacié csak ekvatoridlis sikban ko-
ordinalt réz(l)komplexekre szamolhaté elméleti airpcios maximumhoz képest a nagyobb
hulldAmhosszak felé (voros eltolodas) tolja elax ertéket. A kvantitativ 6sszefliggés meg-
adaséat az neheziti, hogy az effektus nagysaga aatom kémiai természetén kivil figg a
kelatgyiiri méretédl, valamint a ligandumhoz kapcsol6dd, de a koorditdan részt nem
vewo funkcids csoportoktol is [138].

A réz(Il)—(Hisy-(Lys),-Lys-CONH, rendszerekben a pH-metrids titrdlasok minden
pontjdbanin situ elnyelési spektrumokat vettink fel egy Ocean QGp®RC 2000 tipusu
Uvegszaloptikas, diddasoros, beméigjes spektrofotométer segitségével. A keszilékhal
t6 hulldmhossz-tartoméanyban (400-800 nmijkédik. A tébbi rendszernél az elektronger-
jesztési spektrumokat Hewlett Packard 8452A tipdigiaasoros, Unicam Heliog, illetve

egy Varian Cary3E tipusu spektrofotométeren vetitlk A mérések soran alkalmazott
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réz(Il)ion-koncentracié %$10*-3,1x10°> M volt. A spektrumokat 180-820 nm-es hullam-
hossz-tartomanyban vetttk fel. A koncentraciotéh észsgalt hullamhossz-tartomanytol fug-
géen 1 és 2 cm-es uthosszal rendetké&zarc kivettdkat hasznaltunk. A réz(ll)- és nik-
kel(l)komplexek egyedi spektrumainak kiszamitagahdorabban emlitett PSEQUAD prog-

ramot alkalmaztuk [130].

5.6. CD-spektroszkopia

A sikban polaros fény felbonthat6 egy jobbra ésleya forgatd komponensre. A fehér-
jék és peptidek, mint optikailag aktiv anyagok, egptt hullamhossz-tartoméanyban a jobbra
és balra forgato cirkularisan polaros fényt éltérértékben nyelik el. Ezt a jelenséget nevezik
cirkularis dikroizmusnak vagy felfed&grol Cotton-effektusnak. A kétféle fenysugar (mola-
ris) abszorpciojanak kilonbségete(= eparegjobn, AA = AparAjobb) Vagy a mintabol kilép
elliptikusan poléaros fény ellipticitasa®) a hullamhossz)\j fliggvényében abrazolva kapjuk
meg a cirkularis dikroizmus spektrumot. A CD godrbaximumai €s minimumai az elektron-
gerjesztési abszorpcios spektrum maximuma helylatye ahhoz kozel jelentkeznek. Vi-
szonylag keskeny savok, ellentétben az elektroagegsi spektrummal.

A polipeptidek és fehérjék szerkezetvizsgalatalé&@rit a CD spektrum ultraibolya tar-
tomanya informativ. Az amidkromoférok elnyelési laoihossz-tartomanyaban (180-250
nm) ezen csoportok egymashoz képesti elrefttisgre, tehat az egyes masodlagos szerkezeti
elemekre jellem spektrumok mérhék. A kdzeli UV tartomany (250-350 nm) a harmadla-
gos szerkezeil ad felvilagositast. A cirkularis dikroizmus speddzkopiat a réz(ll)- és nik-
kel(INtartalmu peptidkomplexek szerkezetének vidatpra is széles korben hasznaljak. Az
atmenetiféem-komplexek kiralitasat altalaban a kikeet aszimmetriaforrasoknak tulajdonit-
juk:

a) afémion-donoratom egyuttesben fetidgralis elrendeédés,

b) konfiguracios aszimmetria (a kelatgiik kiralis elrendeédése a fémion kordl),

(a gyiris kelat kordljarasi irdnya bizonyos hélicitast niyta

d) a fémionhoz koordinal6dott ligandumban talalhat@liiascentrum hatdsanak kdzve-

titése kémiai kotéseken keresztul.

Mig az el$ két lehebség a kinetikailag inert komplexeknél fontos, addigez(ll)- és
nikkel(Ikomplexek vizes oldataiban a c) és d) fam felsorolt jelenségeknek van dént
szereplk. A ligandumban talélhat6 kiralitdscentrkmgyrészt a kotéseken keresztil hatnak a
fémionra, masrészt a kiralitascentrum kovetkeztébléps aszimmetria miatt a kelatgstik
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valamely konformacidja kitlintetett stabilitasu leHennek hianyaban ugyanis a konformacio
szempontjabol ,racém elegy” alakul ki, melyekheterdétes dijelii, azonos nagysagu
Cotton-effektus tartozik, amik igy kioltjdk egymasiz tehéat, hogy a-d atmenetek hullam-
hossztartomanyaban optikai aktivitast tapasztaitkatinmagaban is egy kiralis ligandum
koordinacidjat bizonyitja. A spektrum alakjagjele és intenzitasa pedig a fémion koral ki-
alakult térbeli szerkezetre jellethz

A HRG fragmensek tavoli UV-CD spektrumait a daniastitute for Storage Ring
Facilities, University of Aarhus (ASTRID-ISA), skirotron sugarzasos (SRCD) berendezése
segitségével rogzitettik. A részecskegyorsitolidlearisan polarizalt feny egy Cabs abla-
kon halad keresztil a CD készllékbe, folyamatgsatdm mellett, ahol a moduléator (PEM
I/ICF50, 50kHz) a polarizalt fényt felvaltva jobhbietve balra cirkularisan polarizalt fénysu-
garra atalakitja. A CD jelek rogzitésére a modutateszinkronizalt fotoelektron sokszorozo
detektort (PMT 9402B) hasznaltunk. A készuléketdafor-szulfonsav spektruma alapjan
kalibraltuk. A spektrumokat 0,1 mm-es kvarc kiuve#td 175-260 nm hullamhossz-
tartomanyban rogzitettilk vizes kdzegben, 298sKknérsékleten, 1,0x10M ligandum kon-
centracio mellett.

A peptidkomplexek UV/lathatdo CD spektumait Francsa@agban egy Jasco J-710, illetve
a Szegedi Bioldgiai Kutatoktzpontban egy Jobin-Yv@D6 spektrométerekkel vettik fel
vizes kdzegben, szob#&hérsékleten, 300-800 nm tartomanyban 1,0 cm opfiteissz mel-
lett, 5x<107-3,1x10° mol/dn? fémion koncentraci6-tartomanyban. A réz(ll)- ésk-ni
kel(l)komplexek egyedi spektrumainak kiszamitasilauttal is a korabban mar emlitett
PSEQUAD programot hasznaltuk.

5.7. ESR-spektroszkopia

Az elektronspin-rezonancia spektroszkopia (ESR)é&eogitatlan elektront tartalmazo
fémkomplexek szerkezeti jellemzésének az egyik yiaggbban alkalmazott modszere. A
modszer alapja a Zeemann effektus, melynek értelmé&bil$ magneses tér hatasara a paro-
sitatlan elektron energiaszintjének degeneraci@gsfinik. A felhasadt energiaszintek ko-
z6tt mikrohullamu sugarzas hatasara atmenet jétret |

Az ESR-aktiv vegytletekben az alkalmazott magnegasellett tovabbi — nullatdl elté@r
magspiri mag(ok) vagy esetleg mas parositatlan elektrondttk) indukalt — elemi terek is
hatassal lehetnek az elektronnivok felhasadaszaa, mddosithatjak a vonalak helyzetét (g),
szamat, alakjat, illetve intenzitasat. Az altaluakulmanyozott rendszerben az alabbi kol-

csOnhatasokkal kell szamolnunk:
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(a) Ha a parositatlan elektron nem-zéro gpimag (¥0) ewterében mozog, akkor a jel
21+1 komponensre hasad fel. Ez a kélcsdnhatas exflipm csatolasi allandéval (A) jelle-
mezhed. Tobbmagvu komplexek esetén a jel elvileg 2nl+taha hasadhat fel (ahol n a ma-
gok szama), azonban ezt az elektron-elektron kilesas elfedheti.

(b) A ligandum nem-zéro spirmagjai a spektrum tovabbi felhasadasat eredméntigzh
Ezt az ebbbinél gyengébb kdlcsonhatast az okozza, hogyekireh kismértékben ezen ma-
gok méagneses terét is érzékeli, igy tobb mag hadsten 2nl+1 illetve kilonbézmagok
esetén (211;+1)x(2mpl,+1) tovabbi vonal jelenik meg a spektrumban. A kbélthatasokat a
szuperhiperfinom csatolasi allandé jellemzi (A).

(c) Kéetmagva féemkomplexekben a centrumok kozelséggktronspin kicserétiést
(antiferromégneses koélcstnhatast) eredményezigshiariok kozott. Ez a hatdsseen fliigg a
fémionok egymastdl valo tavolsagatol, s a kolcstasaelents savkiszélesedést okozhat
vagy akar az ESR-jel éhését is eredmeényezheti.

Az ESR-spektrumokat Budapesten (KKKI) Dr. Rockerdyafintal, Dr. Korecz Laszlo és
Dr. Nagy Nora segitségével egy BRUKER EleXsys EBPQsU spektrométeren vettik fel,
100 kHz térmodulécidval, 298 és 77 Knhérsékleten. A méréseknél alkalmazott réz(ll)-
koncentracié 1,1-2; 20> M volt. A spektrumokat a potenciomterias mérédakjan készi-
tett eloszlasgorbék alapjansed meghatarozott pH-kon vettik fel. A mérések sd@théle
modszert alkalmaztunk. A szolighérsékleten torténméréseket egy 8 chérfogatu atfo-
lyés klvettaban vizes kdzegben, allando inert gérogaz buborékoltatasa kézben, allando
ioneBsség (0,1 M) mellett végeztik. Az iofisség beadllitdsara minden esetben analitikai
tisztasdgu NaCl-ot (Reanal) hasznéltunk. A 298 Kéagritett kisfelbontasu izotrop spektru-
mokat csak annak érdekében elemeztiik, hogy nyoringttkessik a pH flggvényében ditér
meértékben kéepidé ESR-aktiv részecskék koncentraciojanak valtoz#saanizotrop spekt-
rumok felvétele €itt a fagyasztott mintakhoz a jég szerkezetének dnégg céljabdl 30 %
metanolt adtunk. Rendszerint egyiifleg tobbféle komplex van jelen egy oldatban, ékeze
spektrumai atfedik egymast, ezért az egyes mol&ltdl szerkezeti jellemzése érdekében fel
kell bontani a mért gorbéket a rendszerben &dpkomponensek szinképeire. Komponens
spektrum alatt egy adott koordinacios kornyezettainzd spektrumot értiink. Az ESR-
paraméterek qQ g, A AL réz csatolasolqy izotrép nitrogén csatolas) kiszamitasahoz a Dr.

Rockenbauer Antal altal irt programot hasznalti89]1 mellyel egy mért spektrum legfeljebb

harom szimulalt komponens spektrumra bonthaté Aemagneses tér hitelesitésére man-
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gan(ll)ionnal szennyezett MgO por szolgalt. A réskék spektrumanak kiszamolasakor fi-

gyelembe vettik a réz természetes izotdp eloszlasat

5.8. NMR-spektroszkopia

A magmagneses-rezonancia spektroszkopia (NMR)aalapgy — hasonldéan az elektro-
nokhoz — az atommagoknak is van impulzusmomentgnezzel magneses momentuma. A
magneses momentum (a spin), ha magneses térbe kedlll a tér irAnyaba. Pontosabban
kvantaltsaga azt jelenti, hogy a kiilgrrel olyan szbdget zar be, hogy vetllete meghatdr
nagysagu legyensh egész vagy fél-egész szamu tobbszorosé;, mhol 7=h/2T ; y az dan.
giromagneses tényéZaz egyes atommagokra jelleénzllandd);m futd szam (maximuma I,

a spin kvantumszam és nagysaga az |, I-1, ..sdzd@sen 2|+1 értéket veheti fel). Ha a mag-
momentumot vektornak tekintjuk, akkor a rezonaiaigjelenti, hogy a vektor az egyik lehet-
séges beallasbdl atbillen a masikba, vagyis a magnases momentumanak a kusagne-
ses térhez viszonyitott iranya valtozik meg. Azezhbzilkséges energia radiofrekvencias su-
garzas elnyelésébszarmazik és a megfetefrekvenciat, amely a kidstérrel aranyos, sze-
lektiven, rezonanciasZexn nyelik el az egyes atommagok. A kémiai kornydéedolyasa (a
kilss magneses tér milliomod részével, ppm-ben médmta rezonanciafrekvenciareké-
miai eltolédas(s). Ha a kémiai kérnyezet hat a rezonanciafrekveacigkkor az utébbi pon-
tos mértéke informal a kémiai szerke#btA jelek intenzitasa aranyos az értuk fégemagok
szadméaval, vagyis az NMR-spektrumbdl megkaphatd léankidz kémiai kérnyezetben &l
fordul6 azonos fajta magok relativ szama is. A ekie hat szomszédaik kvantumallapota,
azaz a szomszéd alap- vagy gerjesztett allap@t@esit hat a partnere koruli lokalis magneses
tér nagysagara, s ezzel a rezonanciafrekvenciétgtTa jol elkulond jelek szama és inten-
zitasaranya a kémiai eltolodas-koncepcionak megtetle egyes jelek egymashoz kézeli vo-
nalakra hasadva multipletként jelentkeznek. A vi@vallsagot hivjuk csatolasi allandénak (J),
amely rendkivil érzékeny a csatolédé spinek kolasd@rbeli helyzetére, igy a csatolasi al-
lando kulcsinformacio a molekulak haromdimenzicerkezetét illeien.

Az NMR-mérések soran lelisteg van arra, hogy a kulonlbesoportok rezonanciajelei
kozo6tt magnesezettség transzfert hozzunk létreképatt spektrumot két tengelyen abrazol-
juk. Ez a moédszer a kétdimenzios NMR-spektroszkdgmi megkonnyiti a bonyolult €ls
rendi spektrumok kiértékelését. Segitségével azonoékhstk esetben a ligandum donor-
csoportjai és hasznos szerkezeti informacidkat yerhretiink. A kétdimenzios NMR-
spektroszkopidnak tébbféle technikai kivitelezéaa.\A COSY (korrelacios spektroszkopia)

homonuklearis szomszédos magok, a TOCSY az egyespiszerhez tartoz6 homonuklearis
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magok koélcsonhatasat érzekeli kbtésen kereszKdigss) csatolas révén. Az egymassal csa-
tolédé magok un. keresztcsucsot adnak a spektrumBarROESY a NOESY (mag
Overhauser hatas spektroszkoépia) forgé koordindtiszett valtozata. A mag Overhauser
hatast (NOE) a magok (magneses dipdlok) kdzvetipolaris csatolasa miatt fellépin.
keresztrelaxaciés folyamatok okozzak. Ez azt jeléwigy a csatolas nem kotésen keresztll,
hanem téren keresztil jon létre, tehat a molelartzeti elrendeddéséél kapunk informaciot.

A hatas kb. 0,5 nm tavolségig terjed ki.

A réz(l)komplexeknél a réz(ll)ion paramagnesesajtidnsaga miatt az NMR-
spektroszkopia korlatozottan alkalmazhaté. Jovajyobb a jeleriisége ugyanakkor a
cink(Ihkomplexek vizsgalataban, mert az egyes asoportokra (az altalunk is alkalmazott
'H-NMR-spektroszképia esetén a hidrogént tartalneportokra) jellemz jelek kiszélese-
désélbl és kémiai eltolodas értekélb valamint a jelek felhasadasabdl kdvetkeztethetéin
ligandum kilonb6& csoportjainak protonaltsagara, illetve fémionhakbwkoordinaldédasara.

Az NMR-mérések a Szegedi Tudomanyegyetemen Brukenge DRX 400 és Bruker
Ultrashield 500 Plus, valamint a Nancy-i Egyetemk&r Advance 500 tipusu spektrométere-
in torténtek. A spektrumokat vizben, deutérum-oaitiés deuteralt dimetil-szulfoxidban vet-
tik fol 298 K-en, allandé ionésség (0,1 M NacCl) mellett. A fémion-koncentracid»,0°-
1,0x10° M kozétt valtozott. A deuteralt oldatokban a#relmeghatarozott pH* (a leolvasott,
deutérium hatassal nem korrigalt pH) értékeket Naiiattal allitottuk be. A kémiai eltolo-
das értékeketdj dioxan bel§ referens alkalmazasaval, Mg-ra vonatkoztatva adtuk meg
(3,700 ppm 'H-NMR). A felvett 2D COSY, TOCSY és ROESY spektrumo
2048(F2¥%1024(F1) komplex pontot tartalmaztak. Az NMR-spekiokat a Topspin 2.0
programcsomag (Bruker) segitségével értékeltiia&iamennyi ligandum esetén késziHe

NMR-spektrum egyrészt a ligandum azonositasa, eéstiéztasaganak ellérzése céljabal.

A vizsqgalt peptidek NMR-jeleinek hozzarendelése:

(m = multiplet, t = triplet, d = dublet, dd = dubldubletja, s = szinglet)

Az Ac-HHPHG-NH, *H-NMR-jelei DO-ban, pH* = 7,9 éYppm-ben:d = 1,71-1,82 és
2,10-2,21 (mésm, 1 Hés 1 H f¥&H>); 1,81-1,91 (m, 2 H Prg-CH>); 1,91 (s, 3 H acetil
CH3-CO-); 2,82-3,10 (m, 8 H His[3-CHy); 3,35-3,44 és 3,51-3,60 (m és m, 1 Hés 1 H Pro
0-CHy); 3,79 és 3,85 (AB kvartet, 1 H és 1H GiyCH,); 4,29-4,34 (dd, 1 H Pra-CH);
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4,45-4,58 és ~ 4,77 (m és ? (atfed a viz jeléwel),H és 1 H Hisx-CH); 6,82, 6,89 és 6,93
(3xs, 3x1 H His CH); 7,62, 7,64 és 7,66 %8, 31 H His CH).

Az Ac-HHPHGHHPHG-NH, *H-NMR-jelei O-ban, pH* = 5,87 ésd ppm-ben:d =
1,73-1,82 és 2,14-2,23 (m és nx12H és %1 H Prop-CH,); 1,84-1,92 (m, 2 H Proy-
CH>); 1,90 (s, 3 H acetil B-CO); 2,92-3,25 (m, & H His B-CH,); 3,43-3,60 (m, 22 H
Pro3-CH>); 3,80-3,91 (m, 22 H Gly a-CH>); 4,31-4,37 (m, 21 H Proa-CH); 4,50-4,67 és
4,82-4,90 (m és m H és %1 H Hisa-CH); 7,04, 7,08, 7,11, 7,12, 7,19 és 7,289,60<1
H His CH); 8,16, 8,24, 8,24, 8,26, 8,28 és 8,3858<1 H His CH).

A HSHRDFQPVLHL-NH, 'H-NMR-jelei 3O-ban, pH* = 5,0 ésJ ppm-ben:
0=0,75-0,95 (m, 6x3 H Val,Leu —€l3); 1,30-1,75 (m, 2x2 H Arg,d —CH>; 2x2 H Leup-
CH,, 2x1 Hy-CH); 1,75-2,00 (m, 1 H V&-CH, 1 H Proy-CH); 2,15-2,30 (m, 2 H Prf-
CHy); 2,40-2,65 (m, 2 H Asp-CHy); 2,90-3,30 (m, 5x2 H Phe, Arg, HCH>); 3,50-3,60
(m, 2 H Prod-CHy); 3,75-3,87 (m, 2 H S8-CH>); 3,90-4,00 (d, 1 H Vali-CH); 4,20-4,35
(m, 5x1 H His, Leu, Pro-CH); 4,44-4,49 (t, 1 H Sem-CH); 4,49-4,57 (m, 2x1 H Arg, Phe
a-CH); 7,13-7,20 and 7,25-7,31 (m, 5 H Phe A#C 7,20-7,25 (s, 3x1 H His 8); 8,20-
7,55 (s, 3x1 H His €H).

AHCDLPCG-NH, 'H-NMR-jelei B:O-ban, pH* = 9,0 é¥Yppm-ben:
5=0,80-0,90 (m, 3 H Leu —&l3); 1,50-1,65 (M, 3 H Lea—CH, B—CH); 1,85-1,95 (m, 1 H
ProB-CH,); 1,95-2,05 (m, 2 H Prg-CH>); 2,20-2,30 (m, 1 H Prf-CH,); 2,45-2,70 (m, 2 H
Asp B-CH,); 2,70-2,80 (m, 2 H CY3-CH>); 2,80-2,95 (m, 4 H His, C§$-CH,); 3,60-3,63
(m, 1 H Prod-CH,); 3,70-3,75 (t, 1 H Hisi-CH); 3,75-3,85 (m, 1 H Prd-CH,); 3,85-3,97
(AB kvartett, 2 H Glya-CH); 4,3-4,35 (m, 2 H C)?éb a-CH); 4,35-4,40 (m, 1 H Pra-CH);
4,57-4,63 (m, 2 H Leu, Asp-CH); 6,89 (s, 1 H His €H); 7,66 (s, 1 H His ¢H)

A (His)s(Lys)>-Lys-CONH, *H-NMR-jelei 10% BO/H,O-ban, pH* = 7,0 ésd ppm-
ben: & = 1,24-1,39 (3x2 H Lyy-CH,); 1,38-1,51 (3x2 H Ly$-CH>); 1,69-1,73 (3x2 H Lys
B-CHy); 3,12-3,18 (3x2 H Lys-CH>); 3,31-3,35 (4x2 H Hif-CH,); 4,18-4,20 (3x1 H Lys
a-CH); 4,13-4,69 (4x1 H Hisi-CH); 7,36 (4x1 H His €H); 8,65 (4x1 H His €H)
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5.9. Szuperoxid-dizmutaz aktivitds merése

Az vizsgélt komplexek szuperoxid dizmutaz aktisét298 K-en a McCord-Fridovich-
féle indirekt tesztreakcidval vizsgaltuk [140,14A]szuperoxid-gyokot a xantin/xantin oxidaz
reakcio segitségévah situ allitottuk eb. Az oldatban adott nitroblue-tetrazolium-klorid sé
(NBT, Sigma) szuperoxiddal tortérredukcidja diformazan képdését eredményezi, mely-
nek jellemz kékeslila szine 560 nm-nél intenziv fényelnyetéstat(5.9.1. abra) A szuper-
oxid-koncentraciot csokkenteni képes fémkomplex&olggk ezt a reakciot, s igy jelenlétik-
ben az 560 nm-en mért abszorbancia lassabban reikeksnt az aktiv fémkomplexet nem
tartalmazo referencia rendszerben (vakminta).

Az abszorbancia valtozasat 1 cm uUthosszusaggnyag kivettaban, Unicam Helios
forgocellas spektrofotométerrel kovettik. A SODnakds mérése soran foszfatpufferekben
(NaQHPO4 és NaHPO,, ¢ = 5,0x10°2 mol/dn, Reanal) oldott 1XHW mol/dn? koncentra-

s

sz

NH, komplex jelenlétében, illetve annak tavollétében vizsgaltuk, a teljes nik-
kel(I)koncentracié 0-1,810°° mol/dnT kozétt valtozott. Kiilén méréseket végeztiink 298 nm
en a hugysav (uronsav) képtesének ellefrzésére, hogy a kisérletek soran ki a vizs-

galt komplexeknek magara a xantin/xantin-oxidaziszerre gyakorolt esetleges inhibiciéjat.

o NO,
Y N\> QN OCHs @
PN 20, HNN NNN NNH

N
g N q @ HsCO b

Xantin Xantin NO;
oxidaz NBT-diformazan

(0]
NO,

H
N -
FJ]\ | N>= 0 202 cr
& oy 0
Ho O Q Y j

SOD modell
uronsav
+ ©)\ HiCO r;é

H202 02 + H202

O,N
NBT

5.9.1. &bra A SOD-aktivitis méréséhez hasznalt modellreakcid

46



Doktori értekezés Kisérleti és vizsgalati médszere

A SOD-aktivitast az irodalomban elfogadott gyaktmbk megfelélen az 1G, értekkel
jellemeztik. Ez azt a komplexkoncentraciot jelealipl a diformazan képdése a komplex
tavollétében mért érték 50%-ara csokken. Egy aflapd-értéknél elvégzett méréssorozat

“ sz

fuggvényében, s az 50 %-os inhibicidhoz tartozdidérkoncentraciot meghatarozva jutunk
az 1G értékhez. Minél kisebb tehat azsh@&rték, annal jobb tkddési SOD-modell az adott
komplex. A % inhibiciéra vonatkoz6 formula az al@ibszerint adhaté meg:

vak komplex
() ~(perd
%inhibici6= o< pere x100

AA vak
(perc]

Az irodalomban aktivitasi egységgel (U) is szojg@emezni a SOD-aktivitast, mely az

NBT redukciojanak 50%-0s csOkkenéséhez sziksédeibitor anyagmennyiségének a

reciproka (adott térfogatban), mértékegysegenbl:

vak komplex
ol [2ANT _(2A
perc perc
A A vak
ﬁ: Xnkomplex

5.10Pirokatechin-oxidaz aktivitas mérése

A pirokatechin-oxidaz enzimetrto-fenol szarmazékok kinonna torteatalakulasat ka-
talizaljadk. Az elagazé lancu peptid réz(l)komplameak oxidaz sajatsagat a 3,5-ditercbutil-
pirokatechin (Hdtbc) oxidaciéjan keresztil meértik. Az enzimmodelbxidativ tulajdonséa-
ganak jellemzéséhez gyakran hasznalt modellreadmién a dtbq 3,5-ditercbutikkinonna
(dtbq) oxidalodik(5.10.1. abra).A termék intenziv sarga s#inigy a folyamat spektrofoto-
metridsan, 400 nm hullamhosszaid = 1900 mor'dm®cm™) j6l kovetheb. A kinetikai mé-
réseket a termék rossz vizoldhatésaga miatt 44 @t(retanol-viz elegyben végeztik. Az
allando kiindulasi oxigénkoncentraciot az etanglgazzal tortéé folyamatos telitésével biz-
tositottuk. A reakcidelegyek pH-jat biologiai putkkel (MES, CHES, HEPES, CAPS) alli-
tottuk be és standard pufferekkel kalibralt (pH,8;4,0 és 10,0) kombinalt tivegelektréddal
hataroztuk meg. A reakcielegyben a pufferkonceitira,0 x 10° mol/dnT volt. Az etanol-
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viz elegyben az lvegelektrod potencialja megv&tidgy eselinkben az aktualis pH ugy sza-
molhato ki, hogy a leolvasott értékhez hozzaadyhkDegységet [142]. Mivel az egyensulyi
rendszer viselkedése is megvaltozik, s a részeslslszlast 44 %(m/m) etanol-viz elegyben
nem vizsgaltuk, ezért a kinetikai gorbéken a pHamééiteolvasott értéketintettik fel.
CHs CHs
H3C CHs HsC CHs

OH O, katalizator o}
- + H,0,

y

HsC HsG

OH (0]

HsC HsC
CHs CHs

5.10. 1. &bra:A 3,5-ditercbutil-pirokatechin oxidacidja 3,5-ditbutil-ortokinonna

A reakcidelegyben az iortesség 0,1 mol/dmértékét a pufferek mellett NaCl-oldattal
allitottuk be, az alland6 298 Komérsékletet termosztalassal biztositottuk. A sz&kiokti-
kai adatokat minden esetben korrigéltuk a katalizatem tartalmazé oldatokban mért auto-
oxidacioval, vagyis a 3,5-diterchbutil-pirokatech@utooxidacidjat minden meért szubsztrat
koncentracional kulon meghataroztuk, és ennek értigvontuk a komplex altal katalizalt
reakcio sebessegélb A k=Acqin/(Atxc) sebességi allandot kezdeti sebességek moéuskeré
szamoltuk ki. Az oxidaciés folyamatot Unicam Helmspektrofotométer segitségével kdvet-

tuk 1 cm uthosszusagu kuvettaban.

5.11DNS hidrolizisének vizsgalata

Mivel munkank egyik célja nukleaz enzimek funk@bs modelljeinek kialakitasa volt,
ezért vizsgaltuk, hogy az elagazo lancu peptid fimexei képesek-e @egiteni a DNS,
mint természetes makromolekularis szubsztrat Hidsdt. Ennek legegysZdsb modja a
cirkularis DNS atalakulasainak a kovetése agardelajdroforézis segitségével. A plazmid
méreti DNS molekuldk elvalasztisara altalaban az 1%-bsyggt lehetséget. A cirkularis
DNS alapdllapotban kompakt, ugynevezett szuperdldiKl-es forma) szerkezetet vesz fel.
Amikor ezt a DNS-t olyan komplexszel inkubaljuk, elgna megfeldl korilmények (pH, T,

1) k6z6tt hidrolitikus aktivitast fejt ki, de csakketts szal egyikén képes un. egyszalu bemet-
széseket (nick) Iétrehozni, akkor a szuperhelikalima kitekeredik és a DNS nyilt cirkularis
(ll-es) formét vesz fel. Amennyiben a komplex kétdzhasitadsra képes, vagy a véletleriszer

bemetszések a két szalon egymashoz Kelkzelségben torténnek meg, akkor kialakulhat a
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DNS nyiltlanca formaja (lineéris vagy lll-as forma)5.11.1. abra) A DNS felsorolt forma-
inak bar a bazisparok szamat tekintve mérete azal®oaz alaki valtozas miatt agar6zgélben
tortérs elektroforézis sordn a vandorlasi sebessegik nmgsmas lesz. A nyilt cirkularis
DNS lassabban vandorol a gélben, mint a tomdrebpeshelikalis DNS molekulak. A linea-
ris forma a kortlmeényeét fliggéen az I-es forma éft vagy mogott fut, esetiinkben a megje-
lenését nem tapasztaltuk a gélen. A harom fornativeinobilitdsa fugg az agar6zgél kon-
centracigjatol, az alkalmazott arateségbl, a futtatdshoz hasznalt puffer iobsségéil és a

szuperhelikalis forma méasodlagos szerke#ktét

s I e |

Q egyszalu bemetszés (nick)
-
- — linedris forma

Y L szuperhelikalis forma

y

+

5.11.1. &bra: A cirkularis DNS kilénbdé formainak kovetése agar6z gélelektroforézis segéeel: az 1-es
zsebben egy nativ szuperhelikalis DNS séavja lattaafbes zsebben a hidrolizis eredményeként medjelglt

cirkularis (nick vagy ll-es forma) és a linearis BNlII-as forma) is lathaté

A Kkisérlet-sorozatainkban az MTA-SZBK Biokémiaitdmetben dallitott és Sigma
MIDI Kit (GenElute HP Plasmid Perciprep Kit) se@iggvel megtisztitott pUC18 DNS-t
hasznaltunk. Az agarézgélbe (SeaKem) minden esailyam ,mintakoktélt” pipettaztunk,
amely 1-2ul DNS-t, 2-8ul komplexet (c = 2,8 10%-2,0x 10 mol/dnT) és 12—1l 0,1
0,5 mol/dni puffert (MES, HEPES, TRIS) tartalmazott. A haditétd 6,5-8,5 kdzott vizsgal-
tuk, a végs térfogat 20-22ul volt. A reakcioelegyet 37°Cdmeérsékleten inkubaltuk 20 6ran
at. A futtatashoz 3l bromfenolkék mintafelvit festéket (0,1% brémfenolkék, 0,2 molf&im
EDTA, 50% glicerin) hasznaltunk minden minta esetébmely TBE pufferben (0,05
mol/dn? TRIS, 0,05 mol/dmbdrsav, 0,001 mol/dAEDTA, pH = 8,0) tortént, 3—4 6éran at, 80
V fesziltséget hasznélva. A futtatist kdeet a gélt 20—-30 percen keresztil etidium-bromid
oldatban aztattuk (Sigma), amelynek az oldatbaejsv&oncentracioja 0,ng/ml volt. A DNS
molekulahoz kdtdo reagens UV-fény hatasara fluoreszkal, igy a DN®ls#athatdva tehe-
tok.
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6. Kisérleti eredmények és értékelésiik

6.1. A hisztidingazdag glikoprotein hisztidingazdag ¢annyabol szarmazta-
tott peptidek fémkdt tulajdonsagainak vizsgalata

6.1.1. Az Ac-HHPHG-NH, (HP1) és Ac-HHPHGHHPHG-NHHP?2) peptidek
protonalédasi viszonyai

A peptid—fémion rendszerek vizsgalatéteh ligandumok sav-bazis egyensulyait tanul-
manyoztuk. A potenciometrias titradlasi gorbék smea HP1 és HP2 peptidek hisztidin
imidazolcsoportjai atfetldeprotonalédasi folyamatok soran adjak le hardimhat protonju-
kat. A meghatarozotthkp értekek(6.1.1. tablazathagyon hasonléak a végukon védett, rovid,
hisztidingazdag peptidekéhez [11,19-23,28,143], ami tukrdzi, hogy a ligandumok
deprotonalédott csoportjai kozott nincs specifikk8lcsonhatas. Mivel a K értékek

makroszkdpikus allandok, nem lehet egyedi hisztajpségekhez rendeldket.

Hql . HP1 HP2
l0gBoar PKpgr l0gBoar PKpgr
[Hel]®* - - 37,05(1) 5,14
[HsL]>* - - 31,91(1) 5,61
[Hal]** - - 26,30(1) 5,92
[Hal]® 18,78(1) 5,60 20,38(1) 6,43
[HoL]%* 13,18(1) 6,24 13,95(1) 6,63
[HL]* 6,94(1) 6,94 7,32(1) 7,32

6.1.1. tablazat: A HP1 és HP2 protonkomplexek brutt6 stabilitasarddoinak logaritmusa (Ig8q) és Kpgr
értékei (p = 0) vizes kézegben (T=298 K, 1=0,1 Ma A zaréjelben az utolsé értékes jegy hibajhdéh

6.1.2. A HP1 és HP2 peptidek kdlcsdnhatasa cink(ll)ionbkka

A cink(I)-HP1 és cink(Il)-HP2 rendszerekben lejatsz6do komplexkigisi egyensulyi
folyamatokat pH-potenciometrias titralasok, NMR-SRCD-vizsgalatok segitségével kovet-
tik nyomon. A pH-metrids adatok kiértékelése s@m@amolt bruttd stabilitasi allandokat és
néhany szarmaztatott értéket.a.2. tablazafoglalja 6ssze. A [Znlg térzskomplex kialaku-
lasat eredményéZomplexképadési folyamatok pH ~ 5 f6lott keddnek el a cinket édP1
peptidet 1:1 valamint 2:1 aranyban tartalmazé okiadn. Ez az egyetlen nagyobb mennyi-

ségben képo részecske az ekvimolaris oldatl{@ril.1 abra)
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M pHqL HP1 HP2
l0gBoqr PKpgr l0gBoqr PKpgr
[ZnH4L]® - - 29,1(1) 4,8
[ZnHsL]>* - - 24,26(5) 5,71
[ZnH,L]* - 18,55(7) 5,80
[ZnHL]** - - 12,75(3) 6,45
[ZnL]** 4,16(2) 7,89 6,30(3) 7,96
[ZnH_aL]* -3,7(2) - ~1,66(9) -
[Zn,L]* - 10,23(3) —

6.1.2. tablazat:A cink(ll)komplexek brutté stabilitasi allandoinddgaritmusa (logg) €s a szarmaztatotKg,,

értékek vizben (T=298 K, 1=0,1 M NaCl ). A zarojetbaz utolsé értékes jegy hibaja lathatd

Stabilitasi allandoja (ldg = 4,16) szamottéen nagyobb, mint az Ac-HHVGD-NH28]
vagy az Ac-HPHOEt [143] {2} koordinalt komplexeinek allandoja, ami azt sugalhogy
mindharom hisztidin koordinalédik benne. Az Ac-HRHRH, és az Ac-HHGH-NHMe
peptidek torzskomplexeivel [23,28] 6sszevetve, rdifiogK érték kb. egy logaritmikus egy-
séggel kisebb, mig az Ac-HPHH-NIgeptid ZnL komplexének stabilitasaval [19] jo kibze

téssel megegyezik. Valészimek tinik, hogy az ilyen rovid peptidekben a prolin feszizer-

kezetet hoz létre, és a {3N tipusu koordinacié stabilitdsat csokkenti, ameheyp két

hisztidin szomszédos helyzetben van.

100 -
zn2+
80
[znL]*
e 60 n
k=
N
X 40 ~
20 .
[ZnH ;L]
O T T T T
5,0 5,5 6,0 6,5 7,0

pH

6.1.1. abra:A cink(l)-HP1 rendszer részecskeeloszlasi diagramja
([1Zn*]i0r = [HP1] o = 1,0x10° M, T=298 K, 1=0,1 M NaCl)
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A titralasokat pH ~ 7,1-ig tudtuk nyomon kdvetniernefolott csapadék jelent meg olda-
tainkban a [ZnLH,]™ részecske képdésével parhuzamosan. Hasonlé jelenséget mar szamos
N-termindlisan védett oligopeptid—cink(ll) renddzem megfigyeltek [11,18,19,22,23,28].

A csapadékkéiés a cink(I)HP2 rendszerrel végzett kisérleteinket is korlatoita.

1:1 aranynal pH ~ 6,7-ig, féemionfelesleg esetén-pbj1-ig tudtunk mérni. Az eltémeérték-
ben protonalt egymagvu komplexek mellett a kétmagml részecske is jelets mennyi-
ségben kimutathaté volt, még ekvimolaris 6sszetétés(6.1.2.A abra)

B 100

[ZnH,L*™

[ZnH L [ZnHsL®

[ZnHLI®  [ZnHaL]™

4 4,5 5 pH 55 6 6,5 4 4,5 5 pH 55 6

6.1.2. dbra:A cink(l)-HP2 rendszer 1:1 aranyl (A) és 2:1 aranyu (B) résamiskzIlasi diagramja
([HP2],, = 1,0x10° M, T=298 K, 1=0,1 M NaCl)

A Zn** + [Hal]®* = [ZnHsL]®* folyamatra szamolt stabilitasi alland6 (Iogiz5+ ~ 3,9)
{3Nin} tipusu koordinaciéra utal &P2 cink(l)komplexében. Fontos megjegyezni, hogy a
hat hisztidin alegység szamos ldéfsgiget kinal a {3} kotési mdd kialakitasahoz, igy igen
valésziti, hogy a [ZnHL]®" sszetétel koordinaciés izomereket takar. Bar aH{z]*",
[ZnHL] 3" és [ZnLF" részecskék képréséhez vezétpK értékek (i = 5,71 és 5,80 és 6,45)
szignifikansan kisebbek, mint a szabad liganduntsatgK-ja (pKy+ = 7,32), ez még nem
bizonyitia az 6sszes imidazol koordinaci6jat a féthbz. Masrészt viszont a [Zrfl]
torzskomplex kiemelked stabilitassal bir (lo§g = 6,30) szamos {3N} (logK ~ 5,0
[14,18,23,28]) — koztilk a HP1 [zZri]komplexe — vagy {4} (logK ~ 5,5 [14,29]) koordi-
nalt cink(ll)komplexhez képest, ami alapjahB2 legalabb 6t nitrogén donoratomjanak féem-
ionhoz valo kéddése javasolhatd. A megndvekedett stabiliths egiyditen ravilagit arra is,
hogy aHP1 ésHP2 [ZnL]?* komplexében a fémionok kérnyezete kiilorhoa ligandum
nyujtotta nagyszamu kétely lehetséget teremt cinkfelesleg esetén kétmagvu komplexek
képzdéséreg6.1.2.B abra) pH ~ 6-nél a [ZpL]** komplex az uralkodd részecske, ami 8ssz-
hangban van azzal a korabbi felismeréssel, hoggtid HRG képes molekulanként kb. 10

Zn** iont [70], azaz HRR isméilis egységekként egy-egy fémiont koordinalni. A kozgtm
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ban publikalt, végukdn védett zebrahal prion protEagmensek vizsgéalata is ramutatott,
hogy a hat, ill. hét hisztidint tartalmazé ligandokn hajlamosak kétmagvu
cink(I)komplexeket kialakitani [29]. A [Znl] + Zrf* = [Zn,L]** folyamatra kiszamolt stabi-
litasi allandd (lo¢C = 3,93) {3SNm} koordinaciot sejtet a masodik fémion korul. Ezzeem-
ben a [ZaL]*" részecske bruttd stabilitasi allandéja fog 10,23) figyelemre mélté extra
stabilizaciérol Q) tanuskodik aHP2 kétmagvi komplexében, dsszevetveiB1 [ZnL]**

komplexével 4 = 10g8zn,p2) — 2 % l0g%nnp1) = 1,91). A fentiekhez hasonléan, a masodik

cink(lion koordinalédasanal jelentkékooperativ hatast figyeltek meg a nativ HRG [4}4,47
és prionszdr fehérjék hisztidingazdag peptid-fragmenseinek ltadnyozasakor [29]. A
HP2-nél tapasztalt kooperativ hatas arra enged koxth®, hogy a kétmagvu Z{HP2)
komplexben mindkét cink kérnyezete eltér az 6ttt peptid [ZnLF* részecskéjében ta-
lalhato féemkodzponttdl.

Annak érdekében, hogy tovabbi informaciohoz jussairP2 cink(ll)komplexeinek ko-
tésmodjat illeben, H-NMR-spektrumokat rogzitettiink pH* = 5,94-nél &6 fém-
ion:ligandum aranynal. A spektrumsorozat kevés lgibiformaciot szolgaltat, ugyanis a sza-
bad ligandummal 6sszehasonlitva, alaf@etmindegyik jel — beleértve a nemkoordinalédo
aminosavakat is — szélesedik, még kis mennyisigk hozzaadasakor {6.1.3. dbra) Ez a
jelenség azt a véleménylnketsti, hogy a fémionok &#P2 lehetséges kéhelyei kHzott
megoszlanak, vagyis koordinacids izomerek létezneklyek egymassal és a szabad

ligandummal viszonylag lassu cserefolyamatban vianna

1,2,4,6,7.9His-C2H 1.24,6,7.9His-C5H

Zn'': HP2
0,00

0,18

e

ppm 82 80 78 76 74 72 70 68

6.1.3. abra: Az Ac-HHPHGHHPHG-NH dekapeptid éH and CH His imidazol-proton jeleinek valtozasa a
cink(l):ligandum arany fiilggvényében {0, pH=5,94, T=298 K, [HP2] o = 4,6x10°° M)
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A HP1 ésHP2 cinkkel val6 kélcsdnhatasarol hasznos informagidtitanak a szinkroton
radiacios cirkularis dikroizmus (SRCD) spektrumoiert a 180 nm-ig kiértékelhketUV tar-
tomanyban jeleids valtozas kodvetkezik be a protonaldédasi/deprotatédi és komplexkép-
z6dési folyamatok soran [144]. Mindkét peptid SRC2lgpuma emlékeztet a proliprolin I
szerkezetnél megfigyeltekhez, ami nem meglepert a rovid peptidek &zeretettel veszik
fel ezt a szerkezetet [145]. Masrészt a spektrélitdzat nagyon hasonlé a HRG fehérje
His/Pro-gazdag alegységére jelléimgorbékre [74,84]. A pH novelésével a 180-185 nm ko
z6tti hullamhossz tartomanyban fokozatosan, de ksakértékben pozitivabb, a 185-205 nm
deprotonalédasi folyamatok miatt csupan csekélyozdk jelenik meg a konformacidban.
Erdemes megemliteni, hogy a két ligandum SRCD speléinak alakja igen hasonlé a meg-
felelo pH értékeken, mig az intenzitadH&2-nél azonos koncentracio mellett kb. kétszeres
volt (6.1.4. 4bra) Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a két HHPHG égyegymastal figget-
lendl, kdzel azonos konforméciot vesz fel.

A fémiont tartalmazo6 mintak vizsgalatahoz a pH lékét gy valasztottuk ki, hogy a le-
he® legjobb 6sszhangban legyenek az eloszlasgorbékal a képmd [ZnL]?", illetve
[Zn,L]** részecskék maximumanal legyenek. A cink(ll) jed¢ml szignifikdns novekedést
okoz az SRCD intenzitdsban a ~ 195-230 nm kozitibmmanyban, és néhany esetben pozitiv
sav jelenik meg 214-219 nm koz@§Bt1.5. 4bra) A cink(ll) hatasat legmegg@yobben az 1:1
aranyu rendszerben, pH = 6,62-nél felvett spektbironyitja, ami a proliprolin | szerkezet
CD mintazatara hasonlit inkabb, nem pedig a proliipil szerkezetére [146,147].

1,0

0,0 A
-1,0 A

© / mfok

A/ nm

6.1.4. abra: A HP2 ligandum SRCD spektruma a hisztidin oldallancokbrd®nalédasanak pH tartomanyan
beluli értékeken. A kismértékvaltozds a gorbék alakjaban és intenzitdsdbartisedzi, hogy a ligandum
protonaltsagi allapota nincs kilonésebb hatassardormaciora. Ugyanez elmondhatdi®1 ligandumrdl is,
mely spektrumanak kétszeresét pH = 6,67-on porttepmiallal abrazoljuk P1].; = [HP2]i = 1,0<107° M,
T=298 K).
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A megfigyelés igazolhatja, hogy a prolin peptidigitiszkonformacioboltranszkonformaci-
Oba fordul at az oldallancok cink(Il)ionhoz téréékoordinalédasa soran. AP1 és HP2
peptidek [ZnLf" komplexeire jellem& SRCD spektrumoks(1.5. &brac ésm vagy *) 6sz-
szehasonlitasa arra utal, hogy a két ligandumnéhkdz a koordinacios mod, alatamasztva
a pH-metrias eredmények alapjan javasolt elképgzatdszerint aHP2 esetében tébb mint
h&rom nitrogén vesz részt a cink(ll)ion megkotéaeBex szimbolum egy olyan szarmazta-
tott CD gorbét jeldl, ahol azzal a feltevéssel @tiihogy aHP1 ésHP2 [ZnL]** komplexei-
ben ugyanolyan koordinacio valésul meg, é3R®2 szabad része ugy viselkedik, mint a sza-
bad ligandum. Ebben az esetben az utdébbi CD hatggeellensulyozhatd, hogy a szabad
ligandum megfelé pH-n mért spektrumanak %z-szeresét kivonjuk éblelspektrumbdl. A
Zny(HP2) részecskétg(1.5. abra v és@) jelenttss mennyiségben tartalmaz6 rendszerek gor-
béi szintén eltérnek a 24AP1) spektrumanakg;1.5. abra A) kétszeresét, jelezve a kilon-
b6z5 koordinacios koérnyezetet ezekben a komplexekbelehatséges izomerek kozil felte-
hebleg kitlintetett az a szerkezet, ahdtiB2 (HJHPHGH kodzponti egysége koti meg azbels
cink(Iliont, igy a masodik fémiont a ligandum végenér ebre kialakitott koshely vérja. Ez
magyarazatot szolgaltathat a ,@iP2) részecske megnovekedett stabilitasara aHRmy

komplexszel szemben.

© / mfok

180 200 220 240 260
A/ nm

6.1.5. abra: A HP1 és HP2 ligandumok SRCD spektruma kuléntsopH értékeken @P1]i = [HP2]y: =
1,0<107° M, T=298 K). Mindegyik rendszer esetében a rogz#ieektrumbdl kivontuk a szabad ligandum spekt-
rumat az eloszlasgorbék szerint a megleleH értéken, és a kapott goérbéket 1,010 koncentraciora
normaltuk. A folytonos vonal BP1(0 — pH = 6,62; M:L = 1:1) é6lP2 (¥ — pH = 6,16, M;.L = 1:1® — pH =
6,57, M:.L = 1.1;,@ — pH = 6,15, M:L = 2:1) jelenlétében mért gorb&leddar. A szaggatott és pontozott vonalak
szarmaztatott gorbékA (szaggatott) — 8IP1 spektrum (pH = 6,62, M:L = 1:1) kétszerese #é¢pontozott) — a

HP2 spektrumanak Y2-szeresét kivontuk a megiefit értéken a pH = 6,57-nél mért NP2 = 1:1 aranyu

spektrumbol.
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6.1.3. A HP1 és a HP2 peptidek kdlcsdnhatasa réz(l)ioabkk

A HP1 és HP2 peptidek réz(Ikdt képességét kombinalt pH-potenciometria, UV-
lathatd, CD-, 'H-NMR- és ESR-médszerekkel tanulmanyoztuk 2:1, &4 1:2 fém-

ion:ligandum aranyok mellett. A komplexek stabdgitéllandoi a6.1.3. tablazatbanalalha-

tok.

M pHqL HP1 HP2
logBoar PKpgr l0gBoqr PKpgr
[CuH,L]®* - - 31,71(3) 4,35
[CuHsL]®" - - 27,36(3) 5,09
[CuH L] ™ - - 22,27(3) 5,77
[CuHL]** 12,65(2) 5,72 16,50(3) 6,47
[CuL]* 6,93(3) 7,37 10,03(3) 8,17
[CuH.iL]" —0,44(5) - 1,86(9) 7,48
[CuH 2] - - -5,62(3) 9,64
[CuH.aL]™ — - ~15,26(3) -
[CuHL,)®* 17,82(6) 6,70 - -
[CuL]** 11,12(5) _ _ _
[CuH_3Lo]" -5,53(7) 8,43 - -
[CuzH_4L 7] ~13,96(5) - - _
[CuHL]™ - - 21,13(4) 5,19
[Cupl]* - - 15,94(3) 6,65
[CupH_L] % - - 9,29(7) 6,50
[CupHAL]™ - - 2,79(4) -
[CuH-sL]™ - - —25,5(2) 10,5
[CuH_eL]* - — -36,0(2) -

6.1.3. tablazat: A réz(ll)komplexek brutt6 stabilitasi allandéin&dgaritmusa (log,,) €s a szarmaztatotig,

értékek vizben (T=298 K, I= 0,1 M NaCl ). A zar@ieh az utolso értékes jegy hibaja lathatoé

A HP1-et tartalmazo rendszerekben a komplexképsi folyamatok pH ~ 4 korul keéd-
nek. A [CuHLP" az el$ detektalhatd részecske, melyet a [Ciilthzskomplex kove(6.1.6.
abra). E kett, pH ~ 7 alatt uralkodé részecske®Cti [HqL] % = [CuH,L]#* 9" egyenslyra (q
=1, 0) felirt kép#dési allanddja (lo§ = 5,71 és 6,93) j0 egyezésben van egyéeb{PKs
{3Nim} koordinalt prolintartalmu, hisztidinben gazdagppienél publikalt értékekkel [19,23].
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A [CuHL]* és [CuLf* komplexek spektroszképiai paramétedéi%ax = 690 és 650 nny; =
2,322 és 2,2804,= 156 es 163 G) is a fenti koordinacios kornyezgmasztjak ala a fémion
kordl. A jelentsebb CD intenzitas hianyadad és toltésatviteli sdvok helygp.1.7. abra)
szintén az oldallanci donorcsoportok kizardlagoskmokelat tipusd kétését mutatja a
réz(Il)ionhoz. A réz(ll)ion koordinalédasa révérliakulé CuHP1) komplex SRCD spektra-
lis mintdzata (pH = 6,67) hasonlo valtozast mutaht azt a cink(ll)ion jelenlétében tapasz-
taltuk, de a hatds sokkal hangsulyos4bl.8. abra) Ez 6sszhangban all azzal, hogy a

V4

kovetelménye miatt, mint a megfael cink(l)komplexben. A [Culf" komplex
deprotonalédasa Kgcu 2+ = 7,37) a [CuHhL]™ részecske képréséhez és a ligandum-
téressség szignifikans névekedéséhez veaBt ( = 590 nm;g, = 2,248;A, = 184 G). A
jelenség kétféleképpen magyarazhat6: (1) egy fémobn kotétt viz  molekula
deprotonalédasa, melynek révén {3XDH} koordinacids kornyezet alakul ki, vagy (2) egy
amidnitrogén deprotonalddasa és koordinacioja, medlysoran kiszorit egy imidazol donort
és {2Nm,N",H,0} kornyezet alakul ki a réz(ll)ion korl. A CD skteumok hasznos informé-
ciot nydjthatnak annak eldontésére, hogy a kétafolgt kozul melyik jatszodik le, ugyanis
egy amidnitrogén koordinacidja a peptidvaz konfaridj@nak megvaltozasat okozza, és hat-
hatosan kozvetiti a kiralis perturbaciot a ligandoina fémkdzpontra [19]. A CD intenzitas
megnovekedése 320 nm-nél és a lathatd tartoman(ghh®.A abra)illetve az SRCD gorbe
megvaltozas6.1.8. dbra)pH 6,5-7,5 kdzott szerény. Ezek alapjan a [GUH fé izomerje a
helyesebben [CuL(OH)Jképlettel leirhato, {3, OH} koordinalt részecske, mig az amid-
koordinalt izomer csekély mennyiségben van jelen.

100 ~

O / millifok

a
] Aéz. =2 VA

6.1.6. abra: Az 1:1 aranyu réz(I)HP1 rendszer részecskeeloszlasgérbéje {leu= [HP1]w: = 1,0x10° M,

T=298 K, 1=0,1 M NaCl). Az ires karikak) a 320 nm-en mért CD-intenzitas valtozasat, migitanégyzetek

e
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6.1.7. abra: A réz(l)-HP1 rendszerben képdo f6 részecskék egyedi molaris CD- és UV-lathat6 (besap)
spektrumai (I 0,1 M NaCl, T=298 K)

X
L
IS
[0) MI/L; pH; f6 komplex
1/1; 7,15; Cu(HP2)
6,0 - . 3 2/1; 5,88; Cu,(HP2)
R 1/1; 6,67; Cu(HP1)
-8,0 A i
'10,0 T T T 1
180 200 220 240 260

Anm

6.1.8. adbra: A HP2 ésHP1 ligandumok SRCD-spektrumai kilénkbpH értékeken fiP2]i: = [HP1]iot =
1,0x10° M, T=298 K). Mindegyik rendszer esetében a rogzéieektrumbol kivontuk a szabad ligandum spekt-
rumat az eloszlasgorbék szerint a megleleH értéken, és a kapott gorbéket 1,081 koncentraciora

normaltuk. Viszonyitasként bemutatjukd&2 ligandum pH = 6,57-on mért spektrumat is (szaggatmal)

A HP1-et a réz(ll)hez képest kétszeres feleslegbenraata oldatokban kirivd mérték-
ben képadnek bisz-komplexek a fentebb emlitett részecskéketh Létezésiiket tisztan bi-
zonyitja a jellegzetes pozitiv CD s&v megjelenéte rim koril pH 6-8 k6z616.1.9.B abra)
melyet az Ac-HPHPH-NK biszkomplexeinél [23] és egyéb bisz-hisztamin &zkomple-
xeknél is megfigyeltek [149].
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6.1.9. abra:Az 1:1 (A) és 1:2 (B) réz(IHP1 aranyu rendszerek CD-spektrumainak pH fliggése
([CU*Tior = 1,0x10° M, T=298 K, 1=0,1 M NaCl)

Az oligomer részecskék
ESR aktiv komponense

CuHL,, CuL,

CuL

CuHL

—

T ~ T T ™ T
2600 2800 3000 3200 3400
Méagneses tér/ G

6.1.10. abra:A kiilénbdz fémion:ligandum aranyu réz(lIHP1 (A) és a réz(l)HP2 (B) rendszerekben 77 K-

Cu,L

CuH_3L(a)

CuH_,L(a)

CuH_,L(b), CuH _sL(b)

CuH,L, CuHL, CuL

CuH,L

Cu?*

T I T I T I T I T I T
2600 2800 3000 3200 3400
Magneses tér / G

en felvett anizotrop ESR-spektrumok szimulécidjgéiamyert komponens spektrumok

59



Doktori értekezés Kisérleti eredmények és érté&kglé

A [CuHL,** és [Cul]** biszkomplexek azonos spektralis tulajdonségokkahalx
(6.1.7. és 6.1.10. &brjkami arra enged koévetkeztetni, hogy a [CuFLdeprotonalédasaban
nincs szerepe a fémionnak. A biszkomplexek kompeieBR-spektruman megjetenagy-
felbontast szuperhiperfinom szerkezet szimulaci6ja.10. &bra)valamint ai®% . ~ 590
nm érték {4Ny} tipusu koordinaciot sugall (az elméletileg szahadd érték ~ 585 nm lenne
[137]), mely kiegészulhet egy 6tddik imidazol esgés nagyon gyenge axialis &désével.

Az imidazol donorok kizardlagos koordinaciojat a firbton relaxaciés méréseink ered-
ményei is megésitették. A paramagneses kozpont kdzelsége mibtisa’H és His-CH
hidrogének paramagneses relaxacido sebességénekedése sokkal szemiietbb, mint a
HP1 masfajta protonjai€6.1.11. abra)Masfebl a Hisl, His2 vagy His4 alegységek azonos
tipusu protonjaira szamolt értékek kozel esnek €z, ami azt feltételezi, hogy a bisz-
komplexekben a kilonbézhelyzeti hisztidinek kdz6tt nincs olyan, amelyikoalt élvezne a

fémkaotést illeben.

7,0E+05+ EHis &

6,0E+051 WHis ¢

5,0E+05+

4,0E+05+

3,0E+05+

-1 -1
Rip/Coutory /M s

2,0E+051 OHs B mHis a

1,0E+05+ ECH; HGly a

0,0E+00-+4=
DProd OProa OPro By OPro B

6.1.11. abra:A HP1 ligandum kiilénbda protonjainak réz(Il)ion okozta paramagneses reig@sasebességének
novekedése 298 K-en,D-ban (pH* = 7,9). AHP1 koncentrécidja 6X10° M és a réz(ll) koncentraci6
6,1x10° M és 5,%10™* M kozott valtozott

Tulajdonképpen mindegyik fémion:ligandum aranynfdpeet) valtozast okoznak a
spektroszkopiai tulajdonsagokban a pH 7-8 folottdvetked tovabbi deprotonalodasi fo-
lyamatok(6.1.9. és 6.1.12. 4brakA felvett izotrop és anizotrop spektrumokon pH O ko-
z6tt a jel intenzitdsa folyamatosan csokken, amih hehet vonalszélesedéssel megmagyaréz-
ni. A jelenség oligomer (legaldbb dimer) részecsiélenlétére utal, melyekben a

réz(Ikdzpontok antiferromagneses kolcsbnhatastzamak egymassal. A maradék ESR-jel
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pH 10-nél szintén dimer/oligomer részecskékhebpzdct kevesbé kdzvetlen fémionok kdzot-
ti csatoldssal. Ez a megfigyelés az oligomer ré&dadc meglehésen bonyolult izomer
egyensulyait vonja maga utan. A pH 7 folotti poteneetrias adatok legjobban két egymast
koveth komplexképadeési folyamattal, azaz dimerek kialakulasaval #testtk meg (6.1.3.
tablazat, 6.1.6. abra)

10,1

8,6
7,9
6,7
6,0

6,4

55
55
4.9

3,5

pH
4.1
pH

A B

T T T T 1 T T T " T T T T 1
2600 2800 3000 3200 3400 3600 2600 2800 3000 3200 3400 3600
Magneses tér/ G Magneses tér/ G

6.1.12. abra:Az 1:1 aranya (A) és 1:2 aranyu (B) réz(HPR1 rendszerek 77 K-en régzitett anizotrop ESR-
spektrumai (fekete vonal) és a szimulalt gérbétogional). ([Ch'w = 1,510 M, 1=0,1 M NacCl)

A dimer komplexek nagyon hasonl6 ESR-spektrummabetkeznek, ezek ESRsb
szamolt dsszkoncentracidja (teli négyzetek 6. abran szépen koveti a potenciometriabol
meghatarozott két komplex ké&mesét. A 320 nm-en mért CD intenzit&s1(6. abra Ures
karika) parhuzamosan novekszik a jBul ] kialakulasaval pH ~ 8 f6lott. Az intenziv CD-
sav 320 nm-nél és a 450-750 nm tartomanyban megj€® ,couplet” azt bizonyitja, hogy
deprotonalédott amidnitrogének Kdhek a [CuH_4L,] réz(l)kdzpontjaihoz. Az ESR-aktiv
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és csendes oligomereknek kulonb&zerkezetuk kell legyen, de a jelenlegi spektropied
adataink nem elegefidk ezek egyértelthmeghatarozasahoz. A pH-t tovabb ndvelve Ujabb
deprotonalédasi folyamatok indultak el, melyek pHtre egy nem-egyensulyi rendszerhez
vezettek a ligandum atalakulasa miatt. Mivel pHO~id. ez a folyamat nem szamotteezeért
meéréseinket csak pH 10,1-ig értékeltik.

A réz(I1)-HP2 rendszer ekvimolaris oldatdban szamos egymagvu lkeonikgpzdik pH
3,5-7 kozott, melyekben a ligandum kilonbgorotonaltsagi allapotban vdf.1.13A. abra)
A HP1-gyel ellentétben, a dekapeptidnél nem tapasztaiukelyik fémion:ligandum arany-
nal bisz-komplexek kégzését. A ligandum lépézgetes deprotonalddasa a komplexen beldl
(a [CuH,L]®* részecskét a [CubbL]* részecskéig) d-d savok folyamatos kék eltolodasat
eredmeényezi6.1.14. abra) Ez az észrevétel a meghatérozott ESR paraméadrekpytt
(6.1.4. tdblazatya nitrogén donorok szamanak novekedését bizorgitgez(ll) koordinacios
kérnyezetében. A leolvasattd maximumok helye alapjan (692, 634, és 594 nm & fG]f",
[CuLH3]* és a [CuHL]*" részecskére vonatkozéan) {2NH,0}, {3Nin,H.O} illetsleg
{4Nim} tipust donor elrendézlés javasolhatd a részecskékre. (Az empirikus kdaapjan
az abszorpcios maximum helye 692, 634 és 585 nmykkére tehét[137].) A szignifikans
CD-intenzitas hianya d-d atmenetek hullamhossz tartomanyab@i.14. abra)szintén ala-
tamasztja az imidazol oldallancok kizarélagosskését. A [CuHL]" és [CuLf" kialakulasa-
hoz vezei tovabbi két deprotonalddas nem okoz latvanyosozalit a spektoszkoépiai para-
méterekben, vagyis a maradék két hisztidin imidazobortrél a fémion kozrefhtdése nél-
kil thvoznak el a protonok. Ennek ellenére egy itddrogén gyenge axialis koordinacidja
nem zarhat6 ki, mert a [Cut']részecske stabilitdsa (g 10,03) valamivel nagyobb, mint a
hisztidingazdag peptideknél megszokott {#f\coordinalt komplexek stabilitdsa [14,21,150].

A 100 ~ B 100
. cu?*
CUH_sL -
[CuH_,L] [CuHL] o0 | [CuHsL]
[CuL]*  [CuHL*
= = 60 1 [Cu,HLI** csapadék
= =1
) O \
S L 404  [CuHsL™ . [CuH-gL1*
[Cu,H_L]
20 4 [CuH4L]6*\
+ ‘ ‘ ‘ : 0 ‘ ‘ ‘ : ‘ ‘ ;
30 4.0 50 6.0 oH 7.0 8,0 90 100 3,0 4,0 5,0 6,0 oH 7,0 8,0 9,0 10,0

6.1.13. abra:A réz(Il)-HP2 rendszer 1:1 aranyl (A) és 2:1 aranyu (B) résamiskzIlasi diagramja
([HP2],, = 1,0x10° M, T=298 K, 1=0,1 M NaCl)
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—+—CuHL —©°CuH,L
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6.1.14. abra:A réz(I)-HP2 rendszerben képdoé 6 részecskék egyedi molaris CD- és UV-lathaté (be$zap)
spektrumai (1=0,1 M NaCl, T=298 K). A [CuH]**, [CuHL]** és [CuL}* komplexek egyedi spektrumai azono-
sak

Fontos megjegyezni, hogyHP2 peptid hat imidazol donorcsoportja szamos k&éet
kinal a réz(Il) kortli négyes koordinacio kialaldéda, igy igen valdszinhogy a fentebb tar-
gyalt részecskék (Culff* — [CuH.L]*") izomereket takarnak. A kotési alternativak koziil
néhany meég kedveltebb is lehet, mitil nyujtotta HHPH mint4zat. Ezt tamasztja ald az a
tény, hogy a [CubL]®* komplex SRCD-spektruménak alakja eitér réz(ll)-HP1 rendszer-
ben meért spektrum alakjatél. A rendelkezésiinkré atlatok alapjan azonban nem lehet a
kotési izomereket megkilénboztetni. pH ~ 7 felétt &5sen kooperativ deprotonalédasi fo-
lyamat vezet a pH ~ 8,7 korul uralkodd [Cub] részecskéhe£6.1.13.A abra) Hasonl6
egyuttmikddést tulajdonitottak j6 néhany His-X-His mintatatX # Pro) tartalmazo peptid
réz(Il) altal ebsegitett két szomszédos amidcsoport deprotonalddiasd 1,18,20,148]. A
HP1-gyel ellentétben, &lP2 tartalmaz egy HGH(H) szelvényt a kdzepén, ami &&pen,
{Nim,N",N",Nim} tipusu koordin&cioét nyujtani a réz(ll)ionnak.

A [CuH_,L] képzodése soran észlelt spektralis valtozagok.14. dbra)szintén a fémion
koérnyezetének Ujrarend&tésére utalnak. Egy intenziv réz(ll)—amid téltegélivsav megje-
lenése és a megnovekedett CD-intenzitédsdaartomanyban igazolja az amidnitrogén koor-
dinalédasat ebben a komplexben. A megfigh&ft .« érték (570 nm) szamottéen nagyobb,

mint az empirikus paraméterek alapjan szamolt (680137]) a {2Nm,2N} kotésmaodra.
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A 30 nm-nyi eltérést okozhatja egy imidazol oldatidaxialis koordinacidja [138], ahogy azt

az Ac-HHGH-OH hasonl6 komplexénél javasoljuk [18% egyedi UV-lathaté spektrum szé-

les alakja és &lP2 potencialis donorcsoportjainak nagy szama mindethdelveti annak

lehetségeét is, hogy kulonbéxoordinacioval rendelkézizomerek vannak jelen.
Az alacsony Bmérséklei (77 K) ESR-spektrumok felbontaéga1.10.B és 6.1.15. abrak)
is csak ugy volt megoldhatd, hogy feltételeztikCGauHl,L]-nek ketth, némiképpen eltér

ESR-paraméterekkel biré izomerj@.1.4. tablazat) A [CuH_,L](a) komplexben a fémion

valoszirileg aHP2 HGH szelvényéhez koordinalodik {NN-,N",Nim} kotési modot kiala-

Kitva.
Komponensek g 0L Aj(G) AL(G) an (G)

L =HP1
cu* 2,425 2,082 112 8
[CuHL]®* 2,322 2,062 155,6 14 11, 11
[CuL]* 2,280 2,051 163 18 15, 15, 10
[CuHL]* 2,248 2,048 184 20 17, 16, 15
[CuHL,)*", [CuLy]?** 2,252 2,047 180 20 17,17, 13, 13
ﬁgnc])gcg)ﬁrennesreek ESR-aktiv 512 65
L = HP2
cu* 2,425 2,082 110,5 8
[CuH4L] % 2,320 2,060 150 15 12,12
[CuHL]** 2,284 2,053 160 15 12,12, 6
{gﬂf]zzﬁ]m’ [CuHLT™, 2,248 2,048 185,7 15 16, 16, 12, 12
[CuLH_5](a) 2,217 2,038 189,8 14 15, 15, 10, 10
[CuLH.3](a) 2,190 2,035 193,4 18 16, 16, 11, 11
[CuH_.L](b), [CuHsL] (b) 2,219 2,055 177 17 16, 16, 13, 13
[CuL]* 2,284 2,053 160 15 12,12, 6

6.1.4. tablazat: A réz(ll)-Ac-HHPHG-NH és az réz(ll)-Ac-HHPHGHHPHG-NHrendszerekben ké@ds

komplexek anizotrép ESR-paraméterei. Az utolsé $zgynbecsiilt hibdja +1
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A [CuH_.L](b) komplexben a ligandumtér @sége valamivel gyengébb, és feltélegy a
{Nim,N",N",H.O}koordinaciés kornyezet valdsul meg a His2, Higgy His9 alegység rész-
vételével. Az ESR-vizsgalatok szerint a [Cub-t kdvets [CuH_sL]~ komplex is két izomer-
bol all. A [CuH_sL](b) azonos paraméterekkel irhato le, mint a [GUHb), vagyis szintén
{Nim,N",N",H,O} koordinacids szféra talalhato ebben a részeeskéh [CuHsL] (a) komp-
lexre jellem® g érték kisebb, aA érték nagyobb, 6sszehasonlitva barmelyik [GUHizo-
merrel, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az eglikatoridlis imidazol donor deprotonalt
amidnitrogénre cser@lik, {Nin,3N} szerkezetet eredményezve. A [CuH és [CuHa3l]™
komplexek UV-lathatd és CD-sajatsagaiban megnyul@rszembeszak kilonbség 6ssz-
hangban all az imént emlitett réz(Il) koruli atremitiéssel, s azt jelzi, hogy 298 K-en a
[CuH_3L] (a) a B részecske az oldatban.

%\/\/’\\f—/\
T NS 10

L\ — m

;

6.2 6.0
5,5
4,7
4,3 5.2
4,0
2,8
45
pH
pH
A u B

| IR L L L L | T " Tt
2600 2800 3000 3200 3400 3600 2600 2800 3000 3200 3400 3600
Magneses tér/ G Magneses tér / G

6.1.15. abra:Az 1:1,5 aranyu (A) és 2:1 aranyu (B) réz(HR2 rendszerek 77 K-en rogzitett anizotrép ESR-
spektrumai (fekete vonal) és a szimulalt gérbétogoional). ([Ch'iw = 1,1x107° M (A), [CU? ]t = 2,3¢10° M
(B), 1=0,1 M NaCl)
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2:1 fémion:ligandum aranynal kétmagvu komplexek ohétmak az oldatban pH 5 felett
(6.1.13.B 4bra) pH 7-10 kozott csapadék valt ki az oldatbdl é&ileitette a vizsgalodasi
lehetiségeinket az enyhén savas pH tartomanyra. Az egyir{@yHsL]>" komplex ESR-
paramétereivel hibahataron beliil megegyeznek a ptérél uralkodd [Cul]** részecske
meérszamai(6.1.4. tablazat)ami arrol tanuskodik, hogy a {3N koordinalt réz(Il) kbzpon-
tok egymastdl fuggetlenek. Az imidazol oldallandokardlagos koordinaciojat tAmasztja aléa
a részecske kis intenzitadsti CD-spektruma toltésditéisd-d savokban. A [Culd’ + CU#* =
[Cu,L]** folyamatra kiszamolt Id§ = 5,91 egyensulyi allandé figyelemre mélté affasitol
arulkodik a masodik réz(Il) megkoétését ilen, képpen ha figyelembe vesszik a rendelke-
zésre allé imidazolok lecstkkent szaméat. A cinkdifalmua rendszerekhez hasonléan a kép-
z6dési allandok azt tukrozik, hogyHP1-gyel 6sszevetve HP2 extra stabilizaciot biztosit a
réz(ll)ionok szamaralc, = l0gBcuyrr2) — 2 % l0gLeuppy = 2,08). Mindez azt sejteti, hogy a
Cw(HP2)-ben a féemionok kétésmodja mas, mint a KRI)-ben. A Cy(HP2)-re jellemz
SRCD-spektrum is ezt &iti meg, ugyanis észreveben nem a Ci{P1) kétszerese. A nagy
extra stabilizacié oka valostileg abban keresetidhogy a masodik réz(ll) mar egyoed
elére kialakitott kalitkaban kétik meg, hasonléan a cink(ll)tartalmd rendszerekhez

A csapadék pH ~ 10 folott feloldédik, ami arra utabgy magas pH-n deprotonalt
kétmagvu komplexek léteznek. Mivel a csapadék szld tartomanyban volt jelen, a

kétmagvu részecskék szerkezetének leirdsa nerekietséges.
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6.2. Az endostatin N-terminalis fragmens fémkilajdonsagainak vizsgalata

6.2.1. AHSHRDFQPVLHL-NH (L) peptid protonalddasi viszonyai

A peptid—fémion rendszerek vizsgalatéteh ligandum sav-bazis egyensulyait hataroz-
tuk meg. A ligandum 6t olyan donorcsoporttal rekdeik, mely a pH 2-11 tartomanyban
(de)protonalédasra képes (NHB His, 1 Asp; [HL]**[L]). Az elss és utolsé deprotona-
I6das a termindlis amino- és az aszparaginsav kéeboportjdhoz rendelhé&t A hisztidin-
imidazolgyirik deprotonalédéasi folyamatai igen atbett, ezért &.2.1. tdblazatbareltinte-
tett makroszkopikus allanddkat €K prtekeket nem lehet egyedi hisztidin egységekbpez r

delni. A vizsgalt pH-tartomanyban az arginin oldalt deprotonalédasat nem tapasztaltuk.

Hol« 109Boqr PKpgr

H>O DMSO HO DMSO
[HL] 7,44(2)  7.48(7) 744 7,48
[HoA]* 13,99(2) 13,79(7) 6,55 6,31
[H:A]?  19,99(2) 19,36(8) 6,00 5,57
[HA]®  25,03(2) 24,42(7) 5,04 5,06
[HA]*  28,44(2) 28,64(7) 3,41 4,22

6.2.1. tablazat:A protonkomplexek brutto stabilitasi allandoinalgritmusa (1ofq,) €s Kyq ertekei vizben és
DMSO-ban (T=298K, 1=0,1 M NaCl). A zaréjelben ablst értékes jegy hibaja lathato.

6.2.2. A HSHRDFQPVLHL-NH, (L) peptid kélcsénhatasa cink(ll)ionokkal

xeket ([ZnHL]**, [ZnHL]#, [ZnL]*, [ZnH_1L]) képez pH 3-7 kdz61t6.2.1. Abra) A komple-
xek képsdési allandoit &.2.2. tabldzatartalmazza. Kis oldhatdsagu cink(ll)-L részecske
kialakulasa miatt pH ~ 7 folott még ligandumfelgsksetében is csapadék jelent meg vizes
oldatainkban. A [ZnhL]*" részecske protonéltsagi allapota és viszonylag stapilitisa két
nitrogén koordin&cidjat sejteti. Ismert, hogy ak€ih) kedveli az N-terminélisukon védetlen
hisztidint tartalmazé peptidek nyudjtotta {NMin} hisztamin-szeif kdtéstipust [1,4,27,151].

Ha figyelembe vesszik, hogy a HXH egységek ny@t{#N;,} makrokelat kisebb stabi-
litAst biztosit [14], mint ami megfigyelhet ([ZnHL]*" komplexben, akkor feltételezitea
hisztamin-szdr koordinacio. A kovetkez alacsony [pqr €rtékkel jellemezhét ket

deprotonalédas fznm,1y3+ = 5,65, Kiznniy2+ = 5,88) praktikusan a maradék ket hisztidin ol-
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dallanc ¢H és*'H) deprotonalédasahoz rendelhanelyet a cink segit &l Valéban, a Zfi +
[L]” = [ZnL]" folyamat egyensulyi allanddja (I&g= 6,11) nagyobb, mint a HVH
{NH 2, 2N} koordinalt komplexének ide vonatkozé allandéjag = 5,94) [27]. A harma-
dik imidazol extra stabilizalo hatdasa azonban igerény, ami kétséget tamaszt az
{NH,, 3Np} tipust koordinacié Iétét illéen a [ZnL] részecskében. NMR-
spektroszkopiaval, fD-ban szerettik volna tisztazni a kotésmaodot, ardakcot vallott, mert
az alkalmazott koncentraciénél mar kozel pH 6-rspadéek kegott. A cink(ll)-L rend-
szer egyensulyi viselkedését emiatt 80 (m/m)% DM$BO/ elegyben is nyomon kovettik
(6.2.2. tAblazat)ahol a vizsgalt pH tartomanyban oldhaté komplasgdtek (6.2.1. abra)

MpHqL 109 Boqr

H,O DMSO
[ZnH,L] 17,64(10)  17,64(8)
[ZnHL] 11,99(8)  11,6(1)
[ZnL]* 6,11(5) 5,02(9)
[ZnH_1L] -0,89(5) -3,1(1)
[ZnH_L]™ - -13,43(6)

6.2.2. tablazat: A cink(ll)komplexek brutt6 stabilitasi allandéina&garitmusa (log,q) vizben és DMSO-ban
(T=298K, 1=0,1 M NaCl)
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6.2.1. abra: A cink(ll)-L rendszerek részecskeeloszlasi diagaamizben (folyamatos vonal) és 80 (m/m)%
DMSO/H,0 elegyben (szaggatott vonal) (fl.F 2x [Zrf ] = 1,0x10° M, T=298 K, 1=0,1 M NaCl)
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llyen elegydsszetételnél pH 7-8 kozott a [Zntdszecske uralkodik, melynek kotési sa-
jatsagait pH* 7,8-nal deuteralt DMSO-b&a-NMR-rel vizsgaltunk(6.2.2.A &bra) A szabad
peptid jeleit kétdimenziés COSY, TOCSY és ROESY énékkel azonositottuk. AQ-CqH
és a®P-GsH., kozotti ROESY keresztcstcs alapjan a nyolcadildrekalalhatd prolirtransz
konformaciot vesz fel. AZH, *H és''H egységek és a szomszédos aminosavak kozotti
ROESY keresztcsucsok lelieé teszik az egyes hisztidinekhez tartoz6 jelekkukmbozte-
tését is(6.2.2.B &bra) Az egyetlen nemszomszédos aminosavak kozottskemsics &H-
C°H és &D-CgH, jelei kozétt volt megfigyelhét mely a két oldallanc hidrogénhidas kapcso-
latara utal. A cink(Il)ion hatasara mindegyik amsav'H-NMR-jele szélesedik, de a harom
hisztidin GH és CH protonjai, illetve az aszparaginsayH; jelei nagyobb mértékben széle-
sednek és tolédnak el, mint a t6l§6i2.2.A abra) Ez a jelenség {NKH 3N, COO} kdrnye-
zetet val6szitisit a ZnL komplexben. A'H imidazol koordinalédasat tamasztja ala a vele
szomszédos?’L-NH, protonjainak fokozott kiszélesedése is. A cinkkal6 kélcsénhatas
egész molekulat érieithatasa azt jelzi, hogy a komplex nem rendelkezabadon forgo rész-
szel, ami szintén elgondolasunkaisiti.

F.Q.D,H,

12| \NH, P.C.H V,L-CH;
Ca H-CH 5D-CgH

N Z?CuH o /\
J\m e

0,40

70 ppm ppm 40

6.2.2. A dbra:A IigandumlH-NMR-spektruma cink(ll)ionok tavol- és jelenlétébeH* = 7,8-nal DMSO-g
ban ([L}s = 5%10° M, T = 298 K)
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6.2.2. B abra:A ligandum kétdimenziés TOCSY (kék) és ROESY (gjrpH* = 7,8-nal DMSO-glban
([L] o = 5%10° M, T=298 K)

6.2.3. dbra:A [ZnL]" részecske javasolt szerkezete

Minden bizonnyal &H-°D és azD-*'H oldallancok kozti nagyméremakrokelatnak tudhatéd
be, hogy az {NH, 3N,,COQO} tipusu kdrnyeze(6.2.3. bra)alig jelent stabilizacié ndveke-
dést a HVH {NH, 2N} koordinalt cink(ll)komplexével szembempg K ~ 0,2) [27]. Ha-
sonléan szamos mas peptid—cink(ll) rendszerheZn&(PH)] és [ZnL(OH}]™ részecskek
vegyes hidroxokomplexek lehetnek [25,154], mivalirgk(Il)ion csak ritkdn, specidlis sN-

XH- szekvencia esetén segitb @iz amidnitrogén deprotonalédasat [152,153].
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6.2.3. AHSHRDFQPVLHL-NH (L) peptid kdlcsénhatasa réz(ll)ionokkal

A peptid réz(l)kod képességét kombinalt pH-potenciometria, UV-latha&®-, *H-
NMR- és ESR-spektroszkopia mddszerekkel tanulménio2:1, 1:1 és 1:2 Cu:L ardnyok
mellett. A cinkkel ellentétben az 1:1 és 1:2 arargridszerekben az altalunk vizsgalt pH tar-
tomanyban végig tisztdk maradtak vizes oldataindtskeres fémionfelesleg jelenlétében vi-
szont csapadék valt ki pH 5,5 kortl, ami pH 9,®fbhjra feloldodott. A lugos kdzegben
képzdott vizoldhatd kétmagvu komplexeket spektroszkdpid/-lathatd, CD és ESR) mod-
szerekkel jellemeztik, de a fémionfeleslegnél rpétenciometrias adatok a csapadékkepz
dés széles tartomanya miatt nem nyujtottak elefgy@rfdrmaciot a rendszer egyensulyi leira-
sahoz. Az egyensulyi és spektroszkopiai adatok tezg/ikiertékelése soran hat egymagvu
komplex létét igazoltuk a Cu:L = 1:2 és 1:1 arangndszerekbef6.2.4. abra, 6.2.3. tabla-
zat) A savas kdzegben k&l [CuHsL]** és [CuHL]®* protonalt komplexek eloszlasgorbéi
megleheisen atfednek egymassal, igy csak atlagos spektpsikparamétereiket tudtuk
meghatarozni.

A kis intenzitasti CD-spektrum,cad atmenetek elnyelési maximune fnax~ 680 nm),
es az 1-es komponens spekirum ESR-paraméterei@93, A = 163 G) leginkabb az ural-
kod6 [CuHL]®* részecskére jellenizhisztamin-szdr {NH,, Nin} koordinaciot sugalljak. A
{NH 2,Nim,2H,0} kornyezetre szamolt szemiempirikdd % = 681 nm érték is erre utal
[137]. A kbvetked kett, egymast szintén atfedve koyeteprotonaldédas az UV-lathatd, CD-
és ESR-spektrumok jellegzetes megvaltozasat eregmigrés a fémion kordli ligandumtér

novekedését mutatja.

[CuH,,L] ™
100 A r 0,2
80 -+
- 0,15
\g 60 + o
L 0,1 o
S <

40 A

[CuH,3L]2' L 0,05
20 -

pH

6.2.4. dbra: Az ekvimolaris réz(I)£ rendszer részecske-eloszlasi diagramja és addfidray abszorbancija
525 nm-en %) a pH figgvényében ([l = [L]wot = 1,0x10% M, T=298 K, 1=0,1 M NaCl)
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MpHqLr 100Bocr VIS CD
AMnm  e/Mem? A/ nm  As/Micm?

[CuHsL]*  24,5(1)

[CuH,L]®*  21,30(4) 10680 46 - -
[CuL]” 12,82(4) 525 103 310 1,189
490 0,618
565 -0,604
[CuH.1L] 6,81(7) 522 101 310 1,317
492 0,646
565 -0,528
[CuH..L]~ 0,23(6) 522 111 310 1,441
492 0,650
565 -0,412
[CuHsL]*>  -11,00(7) 522 119 310 1,259
497 0,873
570 -0,455

6.2.3. tablazat: A réz(ll)-L komplexek brutté stabilitasi allandéik logaritmusa vizben (Igf,), valamint a
réz(lkomplexek lathat6 fényelnyelési (VIS) és Gpektroszkdpiai paraméterei (T=298 K, 1= 0,1 M NaCl

A zaréjelben az utolso értékes jegy hibaja lathato

0,2 -

6.2.5. dbra: A réz(ll)-L rendszer lathat6 fényelnyelési spekiaua pH fliggvényében
([Cuzjtotz [L o= 1,0)(103 M, pH = 3,0-11,5)
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6.2.6. bra:A réz(Il)-L rendszerek CD-spektrumai a pH fiiggvé@mgn ([CG'] = [L] o:= 1,0x10°M, pH = 3,0—
11,5). A beillesztett kép a kétszeres fémfeleslegnért spektrumokat mutatja. ([Elo; = 2x%[L]i; =
2,0x10°M, pH = 8,6-11,6)

a OH
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CH\2
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6.2.7. &bra: A [CuL]” komplex albuminszér(a) és oldallancok altal koordinalt (b) izomerrkezetei

A d-d atmenetek szamottékékeltolddasaNmas 525 Nm,6.2.5. 4brd és az intenziv,
koézel szimmetrikus CD-couplet megjelenése mindtdh mind az UV tartomanyba(6.2.6.
abra) a [CuL] komplex albuminszér{NH »,N",N",N;n} kotésmaddja mellett szd6.2.7. abra)
[155-158]. A [CuH3L] és [CuH.L]  részecskék UV-Vis és CD spektruma majdnem azonos a
[CuL]” komplexével, ami azt jelzi, hogy ez a két deprétodas nem befolyasolja a réz(ll)
koordinacios kornyezetét. Elképzelesiinket tamasidjahogy a I§jcu* = 6,01 €s Kicur 1
= 6,58 értékek nagyon kozeliek a fémion nélkuli tmepel megfigyeltekhez ¢ = 6,00 és
6,55), azonban a pH 5-9,5 k6zo6tt felvett alacsofmdrséklet (77 K) ESR-spektrumok csak
ketts komponens spektrum (2-es és 3-as) 6sszegekékeléd®k ki ( 6.2.8. abra, 6.2.4. tab-

lazat)
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pH A pH B
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6.2.8. abra: Az ekvimolaris és kétszeres fémionfelesleget lmdad réz(ll)-L rendszerek 77 K-en felvett
anizotrép ESR-spektrumai. (A: [Elo= [L]or= 1,0%10° M; B: [CU¥'] o= 2X[L]io= 2,0%10° M)

Komponensek g, 9. AYIG ALIG Javasolt koordinacio
Komp. 1. 2,293 2,060 163 18 {NHN;m}
Komp. 2. 2,201 2,059 188 24 {NE3N;,COO}
Komp. 3. 2,175 2,037 200 18 {NHN",N",Nim}
Komp. 4. 2,210 2,058 175 19 {2 v. 3Njm}

6.2.4. tablazat:A réz(ll)-L rendszer anizotrép komponens ESR-patanei

A 3-as komponens ESR-paramétergi{@,175, A = 200 G) tipikusak az albuminsger

{NH2,N",N",Nim} koordinaciora, mig a 2-es komponens, €2.201, 4 = 188 G) kevesbe

erés ligandumteret takar a fémion kortl. Utobbi mdj@i0,5 pH 5-6 kozott, és a [Cuftl] ™

részecske képrése soran nullara csokken. Mivel az ESR-spektramdk K-en vettik fol,

'H-NMR-méréseket is végeztiink annak érdekében, tispazzuk az izomerek létezését 298

K-en. A réz(ll)koncentracié novelésének hatasaeptif *H-NMR-spektruméara pH* = 5-nél

a6.2.9. abraszemlélteti. A'H, °H, °D és*'H cslcsai szelektiven szélesednek, d8,4R, °F
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szomszédos, nem-koordinalédé aminosavak jeleiirisi @ hatas. AP, %V, *®*4. aminosavak
alifas protonjainak a jelei viszont valtozatlanok.

Az albuminszdfr {NH,,N",N",Nin} koordindlt komplexben a fémionhoz az N-terminalis
felli harom aminosav kétlik, és a [CuL]-re meghatarozot-d atmeneteR% % .= 525 nm
értéke kizarja a tavoli hisztidin & axialis koélcsonhataséh.2.7. abra,a). A *H jeleinek a
réz(Il)ion parositatlan elektronja okozta szelelsi¢lesedése ennek kdvetkeztében egy koor-
dinacios izomer létét bizonyitja. A legvalosiib a {NH,, 3N, COO} kotésmod(6.2.7. 4b-
ra, b), mely 6sszhangban van a 2-es komponensre meghattidEeSR-paraméterekkel. A
réz(ll)ion parositatlan elektronja pH* = 9-nél ierkoly hatassal van #H-NMR-spektrumra
(6.2.10. abra) Az N-terminalis el§ hét aminosav jelei — beleértvéRaromas hidrogénjeit is
— nagymértékben szélesednek, de az egyik hisziglséghez (feltehtleg a*'H-hez) tarto-
z6 rezonanciara a Cu(ll) alig gyakorol befolyasindikz arra enged kdvetkeztetni, hogy mig
pH 7 alatt a hisztidingazdag peptid oldallanci dat@mjai versenyezni képesek az albumin-
szefi koordinaciéval, addig ldgos kozegben a sokkal ilstab amidkoordinalt
{NH 2,N",N",Nin} kotésmdd a kedvezményezett. Fontos megjegyezngy la pH 5-9 kozott
rogzitett UV-lathatd spektrumok az albumin tipusioiklinaciot jelzik, azaz 298 K-en az
{NH 2,3Ni;,, COO} kdrnyezefi izomer csupan néhany szazalékban fordil @¢ koncentraci-
Oja 77 K-en kétség kivil nagyobb.

HoH T HCH SCH SGH . chAR > ViL-Ch,

GF CB
j V-GaH \ op. CaH PG

, mw n
00| | M MH MJKMMMJW

b e
i MUJ\JMMW”J\LJW

8,5 8,0 7,5ppm 7,0 4,5 4,0 1,5 ppm pm

6.2.9. bra:A ligandum*H-NMR-spektruma réz(ll)ionok tavol- és jelenlétéh@* = 5,0-nél DO-ban
(L] ot = 5%10° M, T = 298 K)
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7,5 7,0 ppm 7.0

6.2.10. abra: A ligandum GH és CH imidazol protonjainakH-NMR-jelei a réz(ll)ion tavol- és jelenlétében
pH* = 9,0-nél DO-ban ([L]o = 5x10° M, T = 298 K)

Az utolsé deprotonalédasi folyamat ([CuH|™ = [CuHsL]? + H', pK = 11,23), mely
elhanyagolhat6 valtozast okoz a spektroszkdpiarpéterekben, a fémionhoz koordin#dt
imidazol ,pirrolos” *NH deprotonéalédaséanak tudhaté be. Ezt a jelenségébban mar sza-
mos albuminszérpeptidnél megfigyelték [156,157,159].

Az endostatin N-terminalis fragmensének igen naggzaffinitdssa, melyet a latszélagos
disszociacios allanddp) kiszamolasaval bizonyithatunk pH = 7,4-nél 1:2lCaranynél az
alabbiak alapjan:

[CuHgL] %™ = [HoL] %™ + CUW*szabad Ko = [HoL] ™" % [CU¥"szabal/ [CUHGL] ¥
ahol [HyL] a1legs [CuHL] a*1 3 szabad peptid, illsleg a komplexek teljes koncentraciéjat jelo-
lik, magukba foglalva minden protonaltsagi allapof6.2.1. és 6.2.3. tablazatokbamer-

tetett egyensulyi adatok felhasznalasaval kiszaato)thogy esetiinkbenpk2,6x10™ M. Ez

joval kisebb, mint a koézelmultban meghatarozott(IlBzHSA kolcsonhatést jellentz
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Kp=1,0x10 M érték [160], illetve hasonlé mai napig a legmbb rézkdt peptidként
szamontartott, emberi protamin N-termindlis fragmébdlcsénhatasahoz 3,3x10™ M)
[154]. Mivel a réz(ll) kofaktorként alapueszerepet jatszik az érkdjuésben, a fenti megal-
lapitasunk azt sejteti, hogy az endostatin bioldgkéivitasanak kifejtésében szerepet jatszhat
a réz(ll)hez valo k@des.

Az ATCUN motivumtdl tavoli hisztidin leh8séget teremt arra, hogy a ligandum két
réz(lhiont is megkdsson, s pH 9 felett, kétszedaafelesleg esetén vizoldhato, kétmagvu
komplexek kép&dnek. A 2:1 Cu:L aranyu rendszer pH 9 utan fel@tspektrumai jeleidt
sen eltérnek az 1:1 aranyd rendszerben méttekhi Uj, amidnitrogéneket tartalmazé fémko-
t6 hely Iétére utal. A pH 10-11 kdzott rogzitett EBRdmények két elkulondilréz (1) koz-
pontra utalnak. Az egyik a 3-as komponenssel azpaoaméterekkel rendelkezik, és albu-
minszefi {NH,,N",N",Nin} koordinacio rendelhét hozza. A masik réz(l)kézpont a 4-es
komponenssel irhaté le, és valamivel kisebb ligaméu jellemzi. Valészitleg a *'H
imidazol horgonycsoportként tovabbi 2-3 amidnitnogfeprotonalédasat segitbeimelynek
révén {2 vagy 3N,Nin} kdrnyezet veszi kortl a masodik réz(ll)iont.
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6.3. A Ni-SOD enzimek szerkezeti édikddési modellezése

Bér az elmult néhdny évben szamos publikécio sitile Ni-SOD enzimek modelljeinek
tekinthet Ni(ll)-peptid rendszerek vizsgalatarol (lasd azdalmi attekintés 3.4. fejezetét),
egyensulyi és részletes oldatszerkezeti vizsgalamiokleddig nem szilettek, ezért részletesen
vizsgaltuk a HCDLPCG-NH peptid nikkel(ll) komplexeinek oldatkémiai sagagsit.

6.3.1. AHCDLPCG-NH, peptid protonalodasi viszonyai

A peptid—fémion rendszerek vizsgalatéteh ligandum sav-bazis egyensulyait tanulma-
nyoztuk. A ligandum 6t olyan donorcsoporttal relkdelk, mely a pH 2-11 tartomanyban
(de)protonalédasra képes (NHHis, Asp, 2 Cys; [EL]**—[L]1*). A meghatérozott Khoqr €r-
tékek (6.1.1. tdbldzat)nagyon hasonléak mas hisztidin és cisztein tattapaptidekéhez
[36,endostatin], igy j0 kdzelitéssel azéetleprotonaldédas az aszparaginsav karboxilcsoport-
jahoz, a masodik és harmadik az N-termindlis hdsztimidazol és aminocsoportjahoz, mig
az utolso ket atfeddeprotonalodas a tiolcsoportokhoz rendélhét tiolcsoportok oxidacio-

janak megakadalyozasa érdekében argon gazt bulltatékak at intenziven oldatainkon.

Hql 109Bogr PKogr

[HsL]?  33,84(3) 3,54
[Hi]®  30,30(2) 5,52
[Hsl] 24,78(2) 7,30
[Hol]™  17,48(2) 8,36
[HL]* 9,12(2) 9,12

6.3.1. tablazat:A HCDLPCG-NH, protonkomplexek brutt6 stabilitasi allandéinakdogmusa (Io@,q,) €s Kpgr
értékei (p = 0) vizes kbzegben (T = 298K, | = 0,INBICI). A zarojelben az utolso értékes jegy hibbajhato

6.3.2. A HCDLPCG-NH, peptid kblcsdnhatasa nikkel(Il)ionokkal

A nikkel(I)—peptid rendszerekben lejatsz6d6 koexpiepddési egyensulyi folyamatokat
pH-potenciometrias titralasok, UV-lathatd, CD- édiRFspektroszkdpiai vizsgalatok segitsé-
gével kovettik nyomon. Az egyensulyi és spektropedtadatok egyittes kiértékelése soran
0t egymagvu komplex létét igazoltuk az Ni:L = 151162 aranyu rendszerekb@h3.1. abra)

A brutté stabilitasi allanddkat és a spektroszkiopitatokat @.3.2. tAblazafoglalja 6ssze.
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MpHqL s 10 Bocr VIS CD
AMnom  g/Mem?  A/nm  Ae/Miem?

NiH,L 24.03(6)

NiL 12,95(4) 464 237 324 2,193
460 0,909
544 -0,712

NiH_1L 6,31(5) 470 228 332 2,37
470 2,08
540 -1,533

NiH L, 47,50(5)

NiH,L 33,90(8)

6.3.2. tablazat: A nikkel(ll)komplexek brutté stabilitasi alland@ik logaritmusa vizben (Igy,), valamint a

lathato fényelnyelési (VIS) és CD-spektroszkopmigméterei (T=298 K, 1=0,1 M NaCl). A zarojelbenualso

értékes jegy hibaja lathato

A 100 -
NiZ* NiLH. 2 [ 08
80 1 [NILT
60 \ -
=1 NiLH"/ , *Y8 . * %
- A r04 2
L 40 - A 5 £
S
[NiLH,] s o <
20 - . ,
O e s \Q T T T T 0
3,0 4,0 5,0 60 py 7.0 8,0 9,0
B 100 -

[NiL,H,]

[NiLH,]*

4,0 50

6.0 pH 7.0

8,0

[NiLH,I*

[NiLH_,]*

9,0

6.3.1. abra:A nikkel(ll)-L rendszer 1:1 aranya (A) és 1:2 aran(B) részecskeeloszlasi diagramja. Az (A) ab-
ran a 470 nm-en mérlge€D értékek 200-szorosa(), valamint a 354 és 470 nm hulldamhosszisagu flyee

lése pésm) is lathatd. ([Lj, = 1,0x10° M, T=298 K, 1=0,1 M NaCl)
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Az ekvimolaris és ligandumfelesleget tartalmazdatdkban pH 4-6 kozott az [Nil
és [NiLxH,4] komplexek képé&dnek. Mivel az N-terminalis hisztidint tartalmazéptideknél a
nikkel(ll)ion esetében a rézhez és cinkhez hasonk@ve? a hisztamin és biszhisztamin
tipusu koordinacio, kézenfek\ezek kialakulasa e részecskékben. Ezt a felté&sleket ta-
masztja ald a heptapeptid 2Ni+ [H.L]™ = [NiH.L]* valamint az [NiHL]* + [H.L]™ =
[NiH4L;] egyensulyi folyamatokra felirt allanddinak (logK 6,75 és 5,62) kozelsége a
His-Gly Ni** + [L’]” = [NiL’] * valamint [NiL]" + [L']~ = [NiL,] egyensulyi allandéihoz
(logK = 6,81 és 5,49). A His-Gly esetében ugyamsitdlag a hisztamin/biszhisztamin tipusu
kétésmod valosul meg [32]. Minthogy e komplexekh#bd spektrumaid-d atmenetei) igen
kis intenzitasuak, nagy valos#iseggel oktaéderes szerkezettel rendelkeznek.

Az [NiL] ™ térzskomplex képidése pH ~ 5-nél indul, s vele parhuzamosan novelkszi
~470 nm abszorpciés maximummal jellemeéhelnyelési sav i$6.3.1.A abram és 6.3.2.
abra). Minthogy nikkel(ll)komplexek esetén Xanax ~ 450-540 nm kornyékén megjeteni-
szonylag intenziv savok csak a siknégyzetes szsrtaratmeneteihez tartozhatnak [161], az
[NiL] ~ részecskéhez is ez a geometria rend&lfetd70 nm-hez tartozé abszorbanciat a pH-
flggvényében abrazol\(g.3.1.A abram) jol lathato, hogy a siknégyzetes szerkezet pH®,5-
teljesen kialakul. Ugyanakkorad atmenethez rendelléeCD-intenzitas csak pH 8-9-re, az
[NiH_1L]*~ komplex kialakulasaval parhuzamosan &ik ki teliesen (6.3.1A &bra, A).
Minthogy a kiralis perturbacié désen az amidnitrogén koordinacidja révén adodik fna
ionra, a CD spektrumok mikrodeprotonalddasi folyamatalnak, azaz a pH 6,5-nél maxi-
mumot mutatd [NiL] részecskéhez két izomer szerkezet rendelagtegyikben még nincs, a
masikban mar megjelenik amidnitrogén koordinacigianek megfelélen a két izomerhez
{NH 2,Nim,S’,S} és {Nin/NH,,N",S,H,O} tipusu kétésmod rendellietAdataink alapjan ne-
héz elddnteni, hogy az utdbbi komplexben az imitlaagy az amino nitrogén koordinalédik-
e. Az UV-lathat6 spektrumon 354 nm koérnyeKér8.2. abra)egy az [NiL] komplexhez ren-
delheb (6.3.1.A abrao) vall alakul ki. E sav intenzitasanak csokkenésetpidlett utalhat a
komplex atalakuladsa soran feltégeometriai valtozasra, de arra is, hogy az [NKgmplex-
ben olyan donorcsoport koordinalédik a fémionhaai magasabb pH-n kiszorul a koordina-
ci6s szférabol. Utdbbi megfontolas alapjan elképe®) hogy a vall az W, — Ni%* toltésatvi-
telhez rendelhét Megebsitheti ezt a feltételezést az a megfigyelés, hagyN-terminalis
szabad hisztidint tartalmazé peptidek nikkel(Il)kdexeinél az imidazolgyri szerepel hor-
gonydonor-csoportként az amidnitrogén koordinacié@an [162]. Magasabb pH-n az
imidazolgyiirti kiszorul a koordinaciés szférabol, s az [Nit]*” komplexben mar az enzimre

jellemz {NH,,N",S",S} kotésmaod valosul meg. Ezt szamos hasonlo modpliet spektro-
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szkdpiai paraméterei [120-125,127] és az enzim @é&kisuma [163] is alatamasztja. A CD-
spektrumokon 330 nm korul megjeteabszorpcios maximurf.3.3. abra)tdbb kézlemény
szerint a S— Ni** atmenethez rendelltef36,37,161,164-167].

Az aktiv centrumra jellentzszerkezet tehat a peptidink esetén is kialékd.4. abra)
ekkor mar annak fémion affinitasa (K= 2,0x10%° M) jelenttssnek mondhaté, csakhogy
mindez a Ni-SOD enzimnél 4-5 egységgel alacsonydbim valosul meg. Ennek oka az en-
zim szerkezetében kereséndd hat monomer alegység koélcsdnhatasanak kovetkent a
fémion kornyezetét, igy a két koordinalodo cisziaotti makrokelatot is szamos hidrogén-
hid stabilizalja [118,119]. Bar ezek a hidrogénki#télcsbénhatasok nyilvanvaléak a kristaly-
szerkezet alapjan, jeldistégliket csak az ilyen kdlcsdnhatasokat nélkiilbadellrendszeriink
vizsgéalata teszi kézzelfoghatova.

300 350 400 450 500 550 600 650 700

6.3.2. abra:Az 1:1 aranyu nikkel(ll)-L rendszerek lathatd fémyelési spektrumai a pH fiiggvényében
(INi*Tiot= [L]1or= 1,0x10° M, pH = 2,8-10,9)

0,003 ~

0,002 - J

0,001

-0,001 -

-0,002 \ ‘ ‘ 1

300 400 500 600 700
A/nm

6.3.3. dbra:Az 1:1 aranyu nikkel(Il)-L rendszer CD-spektruragiH fliggvényében
(INi*]0t= [L]1or= 1,0x10° M, pH = 4,2-11,1)
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6.3.4. &bra:Az [NiH_,L]* részecske javasolt szerkezete

Az [NiH_iL]* komplexben dfordulé kotési mod alaposabb megismerése, illetve a
komplexben és az enzim aktiv kbzpontjabaiioetiulé szerkezet 6sszehasonlitasa érdekében
NMR-vizsgalatokat végeztink, amit megkonnyitett anklex diamagneses sajatsaga. A
ligandum NMR-jeleinek hozzarendelése a 45.oldadddiato.

A Ni:L = 1:1 aradnyu rendszer pH* 9-nél,,0-ban mért NMR-spektrumabg6.3.5.,
6.3.6. és 6.3.7. abrakhegjelei jelek teljes hozzarendelése a spektrum bonyolydtsa jelek
jelents atfedése miatt a dolgozat elkészitésekor még vaddsult meg. Talan a részletek
ismerete nélkul is lathatd, hogy a komplex jeledtdén az NMR-cslcsok szama megs a
jelek jelenbsen kiszélesednek. Ez alapieat killonb6zik az N-terminalis nonapeptid vizsga-
latakor tapasztaltaktdl [120], ugyanis a sékrazerint a peptid és nikkel(I)komplexének
NMR-spektruma tokéletesen azonos. Minthogy az [MiH~ komplex diamégneses sa-
jatsagu, a jelek kiszélesedése cserefolyamatokleglyarazhatd. Az NMR-jelek még nem
végleges hozzarendelése szerint az 5,1 és 5,3 ppmayjeled Uj csucsok(6.3.6. abra)a
cisztein és prolin alegységekhez renddélelet A NOESY-spektrumon az Uj jelekhez tartoz6
pozitiv ebjeli, azaz kémiai cserére utald keresztcsucsok is heagjek(6.3.7. abra) Mindez
arra utal, hogy a prolin alegység peptidkotéséti&isz-transzizomerek képédnek az ol-
datban.

A prolin amidkotésénekisz geometrigja tehat modellpeptidiink esetén is mewjiel de
a két koordinélodo tiolatot dsszekdnakrokelatot az enzimben stabilizalé H-hidak h&ny

ban aciszgeometria nem kizarolagos.

82



Doktori értekezés Kisérleti eredmények és érté&kglé
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ppm
6.3.5. &bra:A HCDLPCG-NH peptid"H-NMR-spektruma nikkel(ll)ion tavol és jelenlétében
([L] ot = 5,0x10° M, D,O, pH* = 9,0)

1 Fé ppnl1
6.3.6. &bra:A HCDLPCG-NH peptid (kék) és az [NiHL]* komplex (bordé) TOCSY-spektruma
([L] 1ot = 5,0x10° M, D,0)
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6.3.7. &bra:Az [NiH_,L]* komplex TOCSY- (piros) és NOESY-spektruma (kék]{] = 5,0x10° M, D,0)

6.3.3. A nikkel(INl-HCDLPCG-NH, rendszer szuperoxid-dizmutaz aktivitasa

Mivel célunk a Ni-SOD enzimek aktiv kdzpontjanaknkcionalis modellezése is volt,
meghataroztuk az Ni:L = 1:1 aranyu rendszer szudiaizmutaz aktivitasat. Az eredményt
a6.3.8. dbramutatja be. A rendszer §gértéke pH = 7,0-nél és pH = 8,0-nal is 1,9%10.
Eszerint az [NiL] és [NiH.1L]* részecskékhez rendelbietktivitas kdzel azonos, és kiemel-
kedsnek mondhat6 a nikkel(I)komplexek kdrében, kild@da figyelembe vesszik, hogy
onmagaban sem a peptid sem a nikkel-akvakomplex readelkezik SOD-utanzé hatassal.
(Az altalunk mért értékek hasonloak az irodalmelétités 3.4. fejezetében mar emlitett N-
termindlis modellrendszerekre meghatarozoip &tékekhez [120,125].)

pH 8-nél a nikkel-peptid komplex SOD-aktivitdsa Bb%-a a nativ enzimének g&=
1,0x10° M [120]). Bar ennek tébb oka is lehet, a modelllpten és az enzim kozotti legnyil-
vanvalobb funkcionalis kilonbség a fémion kornyémek eltéé szerkezetében (@sz geo-
metria nem kizarélagos), illetve a Tyr9 fenolosrbidicsoport a szubsztrat megkdesét

iranyité/stabilizalé hatdsanak [119,120] hianyakaresend.
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6.3.8. abra:Az NBT szuperoxid gyok altali redukciéjanak gadasnikkel(I)-HCDLPCG-NHrendszer révén
pH = 7,0-nél ¢) és pH = 8,0-nalL). A mérés pontossaga + 5 %
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6.4. Egy eldgazo lancu peptid fémkdulajdonsagainak vizsgéalata

6.4.1. A (His),-(Lys),-Lys-CONH, peptid protonalédasi viszonyai

Elészor a ligandum lépégetes disszociacios allandoitKip,) hataroztuk meg pH-
potenciometrias mérések alapjan vizes kézegbeamddlionetsség (I = 0,1 M NaClg) mel-
lett. Az oldatokhoz feleslegben adott perklérsaatina titralas kezdetén a ligandum teljesen
protonalt, [HL]®" formaban van jelen. Az & sav semlegesitése utan pH 4-6 ill. 6-8 kozott
két pufferelt tartomany jelenik meg a titralasi lgém. A normalt gérbéke(6.4.2. abra)lat-
szik, hogy a peptidre nézve lepoként négy ekvivalens NaOH fogy. Mindkét puffersta-
kasz a ligandum 4-4 donorcsoportja deprotonalodabiamatainak tulajdonithatd. A
hisztidin-imidazolgyirik és az aminocsoportok deprotonalddasi folyamagan iatfedek,
ezért 8.4.1. tablazatbareltiintetett makroszkopikus allandokat d&,4p ertékeket nem lehet
egyértelniien egyedi donorcsoportokhoz rendelni. Az irodaldatak ismeretében Kamino ~
7,5 és Kim ~ 5,5 [149,168]) viszont feltételezldehogy a két |épésa 4-4 azonos tipusu do-
norcsoportnak tulajdonithatd, és az imidazolnitrege(de)protonalddasa jatszodik le kisebb
pH-n. pH~9-ig mind a nyolc proton eltavozik a ligamrdél és tovabbi deprotonalédas nem
figyelhetb meg a k6zeg lugositasa soran.

A titrdlasi adatokbol szamolt bruttd protonalodakandok segitségével megszerkesztet-
tuk az eltéd meértékben protonalt részecskék eloszlasi gorbgit &liggvényébei(6.4.1. tab-

lazat és abra)

Hql: l0gh por PK pqr 100 -
[LH] 8,02(1) 8,02

[LH,**  15,52(1) 7,5

[LH*  22,56(1) 7,04 . e L )

[LHJ"  29,22(1) 666 = i/ \gap 2

[LH>" 34,99(1) 5,77

[LH®  40,44(1) 5,45

[LH,]™  45,36(1) 4,92

[LHe*  49,97(1) 4,61 2,0 4,0 60 py 80 10,0

6.4.1. tablazat és abraA protonkomplexek brutto stabilitasi allandoinagaritmusa (106 €s Kyqr ertékei
(p = 0) vizben. A zéardjelben az utols6 értékes jeipaja lathatd. (T=298K, 1=0,1 M NaClPA jobb oldalon a

ligandum eltés mértékben protonalt forméainak eloszlasi diagraldtiaato a pH fliggvényében
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A pH 4-9 kozott igen atfedgorbék kozil az [kl]** képzdik valamivel nagyobb meny-
nyiségben, a tovabbiakban deprotonalédd aminocsapmagyobb bazicitasanak készdénhe-
téen. Az azonos misédi donorcsoportok deprotonalddasi folyamatainak iriegki atfedé-
se arra utal, hogy ezek nem befolyasoljak egynAghiikansan, vagyis a peptid agai egy-
mastol tavol helyezkednek el. A szerkezetet azktiduelektrosztatikus, illetve beélshidro-
génkotéseken keresztili kélcsdnhatasok helyetzzel/ivalé kdlcsdnhatas hatarozza meg el-
sédlegesen. Ezt tamasztja ala a kovetkemegfontolas is: ha egy ligandumnak a
(de)protonalédasi helyei egyenériék, és a lépégetes folyamatok soran is azok maradnak,
akkor a lépcszetes allandok aranyai csak a statisztika torvészeiint alakulnak. Ez azt je-
lenti, hogy annak valdszisége, hogy egy N maximalis koordinacios szammédrjedzhed
H;L (vagy ML) Osszetétéi komplext®l kilépjen egy proton (vagy egyfogu ligandum), ara-
nyos az elfoglalt koordinacios helyek szamavaln(iig egy proton bekétésének valdssigge
a meég szabad koordinaciés helyek szamaval (N-pyasa llyen feltételek mellett az alabbi

egyenbség all fenn [169]:

N N-1 N-j+)[(j+1
KliKzzTi _(N-j+DI(j+])

0 KEKwE T N D)

Az N = 4 koordinaciés szamra szamolt statisztikimypokat és a ligandum 4-4 azonos

protonalddasi helyére szamolt értékekétd2. tablazamutatja be.

Ki/Kis1  Kipt/Kjrz  Kin2/Kjpzs Ki/Kjes

j =1 (imidazol-N) 3,31 2,88 2,39 22,9
j =5 (amino-N) 2,08 3,38 2,04 14,5
j = 1 statisztikus 2,67 2,25 2,67 16,0

6.4.2. tAblazat:A 1épcsizetes protonalddasi allanddk X hanyadosai, feltételezve hogy a titralasi gorbeels

lépcs (j = 1-4) a négy imidazolnitrogénhez, a masodgck (j = 5-8) a négy aminonitrogénhez rendethet

Megallapithatd, hogy a ligandum protonélodasi nalfanak hanyadosa nemcsak egy
nagysagrendbe esik a statisztikus Uton szamolkaigadosokkal, de nagyon jO egyezést is
mutat azokkal. A tapasztalat azt bizonyitja, hogyahko6helyek nem egyenértékk, akkor
az eltérés tobb nagysagrendben mérfiez0].
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Bar a fentiekben szokatlan mddon a pH-potenciaeedfapjan probaltunk meg a
ligandum oldatszerkezetére nézve kovetkeztetésddeonni, Aallitasainkat az NMR-
spektroszkopias vizsgalatok eredményei is alatatja&sA ligandum savas oldatanak egy- és
kétdimenzios NMR-spektrumain az azonos éségi, de kilonb6é agakon talalhato funkci-
0s csoportok jelei egybeolvadnak, valamint a ROBp¥ktrumban sem talalhatok olyan ke-
resztcsucsok, melyekbnagy biztonsaggal feltételezhetnénk barmifélérkigtett stabilitassal

biré, kedvezményezett térbeli elrendidzst.

6.4.2. A (His),-(Lys),-Lys-CONH, peptid kdlcsbnhatasa rez(ll)ionokkal

Az 1:1 aranyl Cu:L rendszer és a szabad ligandtrdasi gorbéje hasonlo lefutasu
(6.4.2. &bra) Az es sav semlegesitése utan pH ~ 5 és pH ~ 7 koniteszkét, meglehét
sen atfed lépc$ figyelheb meg, melyekhez azonban a ligandumra nézve csadék®ialens
lugfogyas rendelhét Kovetkeztetésképpen a fémionnal valé kdlcsénhedédn a feleslegben
maradt efs sav megtitralasaval parhuzamosan, mar pH 2-4tkeptorténik négy proton
leaddsa. A fentiek alapjan feltételezziik, hogy midd hatasara két imidazol-N és két
aminocsoport deprotonélodik savas kozegben, hiazeH ~ 5 és pH ~ 7 értekeknél medfi-
gyelhet két lépcé a még protonalva maradt kiulonkdominésédi donorcsoportok (hisztidin

imidazol-N, ill. aminocsoportok) deprotonalodasatal.

I - -
/
10 ,
!
!
!
8 /
T
=%
6 ZnlL=1:1
- /x.....-...---::::: ................ ZnL=2:1
27 e
4,:- = T~ cuL=21
/ CulL=11
[ T T | T | T T T T T ]
-2,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
n(NaOH)/n(L)

6.4.2. dbra: A szabad ligandum, valamint az 1:1 és 2:1 = fénigagndum aranyu rendszerek titralasi gorbéi
(IL]= 1,0x10° M, T=298 K, I=0,1 M NaClQ)
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A [CuH,L]®" részecskére tehat a {2MENy}bisz-hisztamin tipust koordinaciés mad

jellemzs. Az ekvimolaris rendszerben a [CUH®* komplext| a [CuL** komplexig a pH-tél

[CuLH,*

6,0 7,0 8,0

6.4.3. dbra:Az 1:1 (A) és a 2:1 (B) Cu:L aranyu rendszerekeéskeeloszlasi diagramja
([L] 1ot 1,0x10% M, T=298 K, 1=0,1 M NaClQ)

A potenciometrias titralasok értékelése sorannetyallapitasok alatdmasztasa, illetve a
képads fémkomplexek szerkezetének pontosabb meghatarérdskében spektrofotometri-
as és CD spektroszkopias méréseket végeztink. Az Cu:L rendszerben savas kdzéghb
kiindulva a pH novelésével a fény lathatd hullanszosartomanyaban rogzitett elnyelési
spektrum alapjan pH ~ 5-re kialakul a legnagyobiyaesi komplex Amax ~ 620 nm), és
innen kezdve az abszorbancia értékek és a gorbea al@ltozatlan pH ~ 8,5-ig. Az
irodalmban a hasonld komplexekre fellethein.x adatok [149,151,171] a potenciometria
alapjan javasolt bisz-hisztamin tipust koordinatadasztjak ala a [CuH] #™* komplexek-
ben (x = 0—4). Ezek a komplexek csupan nem-kool@litiéoldallancaik protonaltsagi allapo-
taban kilénbdznek, de a fémion koérdli lokalis seedtik ugyanaz.

A CD-spektrumok tovabbi bizonyitékot nyujtottakdegl megallapitasainkhoz. Ismert,
hogy a deprotonalédott amidnitrogének koordinacidiaz(ll)ionhoz negativ Cotton-effektust
idéz eb a d-d atmenetek hullamhossz-tartomanyaban, mig az ahltalk koordinacidja
pozitiv effektust okoz [149] Az 1:1 = Cu:L aranyendszerben pH 3,4-8 tartomanyban mért
CD-spektrumokban 650-660 nm kozotti maximummal gpoLotton-effektust tapasztalunk,
ami szintén azt ésiti, hogy a ligandum oldallancéan talalhaté6 donopost kapcsolddik a
fémionhoz. A [CuHL]#™"* komplexek (x = 0—4) molaris spektrumai azonogK.4. abra,
pontozott vonal pH=6,5 (A) és pH=5,5 (BBnyhén lugos tartomanyban (pH 8 felett) kék
szini csapadék kepzott, ami pH ~ 10 folott feloldddott, mikézben ddat szine is megval-
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tozott. A képsddo csapadekot lesirve es HCIQ segitségével ujbdl feloldva kimutattuk, hogy
ligandumot is tartalmaz, vagyis nem hidrolizis édtt hanem valdsziteg az oldatban kép-
z6d6 hidroféb komplex valt ki.

160+

140+

Y opH=11,7

120
< 100

80

e /M*cm

60 -
401

204X

pH=55
0,5

o
o

Ae/ Mem™
S
o
1

-1,0-

_1!5 T T T T T T T 1
400 500 600 700 800
Al nm

6.4.4. dbra:Az 1:1 (pontozott vonal) és 2:1 (folytonos vorn&i(ll):ligandum aranyd rendszerekben kizfo
részecskék molaris elektrongerjesztési spektrurdadl atmenetek tartomanyaban (A) és molaris CD-spekdrum
(B). A spektrumok reprodukalhatésaga = 0,03awt™, ill. + 1,0 Mcm™. A [CuH_sL]™ és [CuH_sL]~ komple-

xekre jellems, rézre normalt spektrumok kildnbségkt $zaggatott vonallal jel6ltik.
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A 2:1 = Cu:L molaranyu rendszer titralasi gérbgpeh~ 3 korul egy hosszan elnyulo, jol
pufferelt tartomany figyelhétmeg, s pH ~ 5-ig mind a nyolc hidrogénion eltakczidonor-
csoportokrél. Amint az eloszlasi diagramon is |&iH&.4.3.B &bra)pH ~ 5 folott a [Cpl]**
részecske az uralkodo, melynek a teljes rézkormanta normalt molaris spektrunié.4.4.
abra, folyamatos vonal pH=6,5 (A) és pH=5,5 (RB)kozelitéssel ugyanolyan alaku és inten-
zitasy, mint az 1:1 = Cu:L arany( rendszerben &dpCuH,L]®™* komplexekre (x = 0—4)
jellemzs gorbék. Ez arra utal, hogy a két fémion egyforrh&z-hisztamin tipust médon ko-

todik a peptidhez, amint aztta4.5. abraszemlélteti.

o) o)
/C// ’(CH2)4\NH/C//\
CH,—CH™ . __ —CH
HNT 2 NH Ct(':_o JCH™ A
=N NH, T NH; HN
N NH ~ N~
Cu®* CH N ,/
s ( \2)4 0 Lzt
HN SN NH, GHTC RN
— / NH_ 2 NH, N" BN
T TN (R
2 A NH CH CH
~ CH e 2
) (CH2)4 \NH/C\\

6.4.5. &bra: A [Cu,L]*" komplex javasolt szerkezete

Amig a ligandum négy aga a fémion tavollétébemeptol tavol helyezkedett el, addig
a fémion hatasara ezek megldisen konnyen keriltek olyan elrenddesbe, mely stabilis
kotés kialakitasara alkalmas. Mivel a ligandum d&jai6 hosszuak, harom kilénb®iehet-
ség van arra, hogy megvalésuljon az emlitett ko@wad. Vizes oldatban minden bizonnyal
izomerek vannak jelen. Annak elddntésére, hogyeviiemelt stabilitast nyujté két &g, mole-
kularis dinamikai szamitasokat is végeztiink. Azigidszamolasok szerint a kulonkbzo-
merek energidja nagyon hasonld. A legstabilabbagisidémiont valoszifileg a két hasonlo
hosszusagu ag koti meg, mig a masodik fémionnakr@videbb és a leghosszabb agak altal
kialakitott kbéthely marad. Ez az informacié azonban még bizonytata disszertaciomban
nem tudunk olyan kisérleti eredményt bemutatniyakigazolni tudnank.

Az ekvimolaris rendszerhez hasonléan csapadekokiéget észleltilk pH ~ 8 kdrnyéekén,
ami pH ~ 11-ig amidkoordinalt részecskék kégzse soran feloldodott. A pH = 2-8 tarto-
many értékelése soran szamolt stabilitasi alland@d&at.3. tablazatartalmazza.
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MpHqL cu® Zn**

109 Boqr PKpar 109Boqr PKpar
[MH6L]®"  46,60(2) 43,99(5)
[MH.L]®"  39,65(2) 5,24 34,85(3) 4,94
[MHSL]®"  34,41(2) 5,21 29,91(3) 5,35
[MHLL]**  29,20(1) 7,02 24,56(2) 6,75
[MHL]®*  22,18(2) 7,43 17,81(2) 7,41

[ML] 2* 14,61(1) 10,40(2)
[MoH,L]%"  36,00(1) 28,60(3)
[M,L]* 26,68(1) 17,83(2)

6.4.3. tablazat:A réz(ll)- es cink(ll)komplexek brutto stabilitégilandoinak logaritmusa (1¢#}q) €s fKpgr
értékei vizben (T =298 K, | = 0,1 M NaGJO

Lugos kdzegben (pH > 10) a csapadék feloldédaspatiejileg a lathatd fény elnyelési
maximuma ~500 nm-re tolodik, mig negativ Cottorelkdffis jelenik meg ~520 nm-nél. A
spektroszkopiai tulajdonsagok dramai megvaltozasedratrogének deprotonalddasat és
réz(lionhoz tortéd koordinaldédaséat jelzi a [Cukl]™ komplexben. Hasonlé CD-
spektrumokat mértek nem-koordinal6dé oldallancealdelked peptidek réz(ll)komplexei
esetében [172,173]. A fentiek tikrében a ligandagrdvidebb aga, az-aminosav vaz kdz-
remikddésével kialakuld csatolt 6ttagu keldtgik kialakulasaitnik a legvaldszitibbnek.

Fémion felesleg jelenlétében (2:1 = Cu:L) a [C#f komplexhez hasonlo kétésmod
azonban csak az egyik réz(ll)ion szamara lehetsé@gesasikat edl elters kornyezet veszi
koril. A pH-metiaval azonositott kétmagva [Eusl]® (logB ~ —1) és [CeH_sL]™ (logB ~
—24) részecskék dsszetétele is ezt tamasztja@tanis a masodik fémionra csupan két ekvi-
valens proton fogy. A 2:1 = Cu:L aranya rendszerképzdé [Cu,H_sL]~ komplex moléaris
lathat6 elnyelési és CD-spektrumai kisebb intesai&, mint a [CubbL] ™ komplexre jellem-
z6 gorbék(6.4.4. abra, pH=11,7)A savok szélesebbek és enyhén eltolodnak kisakén-
hosszak felé. Ezen kivil a CD-spektrumon a negdtéktus mellett pozitiv hozzajarulést is
tapasztaltunk. Ennek oka, hogy a két réz(ll)iomieretének eltérése miatt aszimmetrikussa
valik a komplex szerkezete. Ez a megfigyelés jojyadazza az elnyelési spektrumvonal szé-
lességét is. Ha a fémfelesleget tartalmazo rendsmgaris CD-spektrumabdl kivonjuk az

ekvimolaris oldatban mért spektrum fe{ét4.4.B abraA), egy couplet-szér a fémion ekva-
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torialis sikjaban amid- és aminonitrogénegisiz-ciszelrendeddésben tartalmazé komplexek-
re jellem® spektrumot kapunk [151]. Kovetkeztetésképpen, aHIGL]™ komplexben az
egyik réz(ll)ionra a [CulsL]™ komplexszel azonos {Nkl 3N} kotésmod, mig a masodik
réz(Il)ionra a {2Nn,2N} vagy {2NH,,2N} ciszcisz kdtésmodd a jellendz Utdbbi sokkal
valdsziriibb az ottagu kelatdiyik kialakulasa miat{6.4.6. abra)

~NH
(CH2)4 NH>
H'\\'\/X/cH2 PV
=N \,CH”C\N/CH\Cf
NHz > _NH
\:\C,L’!2+ (C|\_|2)4/ /:O )
N ? Q1 TNH A
\2 /N /N\ ~I 2+ \ N
\ 1
HN\/\CHz \é) (CH2)s™CH__ /- _~CH™cH,

6.4.6.4bra: A [Cu,LH_g]” komplex javasolt szerkezete

6.4.3. A (His),-(Lys),-Lys-CONH, peptid kdlcsénhatasa cink(Il)ionokkal

A cink(IDtartalmu rendszerek hasonloan viselkedaeaiéz(ll)tartalmu rendszerekhez pH
3-8 kozo6tt(6.4.7. &bra) habar az 1:1 = Zn:L rendszer titralasi goréjd.2. abra)eltér az
analdg réztartalmua rendszéfiétA pH 4-6 ill. 6-8 tartomanyban itt is két 1é@tdatunk, azon-
ban az eldben a ligandumra nézve hat ekvivalens proton t&vweizimig a masodik 1épében
két ekvivalens. Valojdban azonban itt is ugyanaaokolyamatok jatszédnak le, mint a
réz(llnél. A cink(Il)ion két amino és két imidazcdoport deprotonélédasat segiti alkoor-
dinacié révén, de a donorcsoportok savassaga rkéItigyengébb Lewis-sav volta miatt —
nem 6 meg oly mértékben, mint réz(ll)ion jelenlétébemi&t nem valik el ennek a négy
donorcsoportnak a deprotonaldédasi Iépes a még szabad két imidazolcsoport
deprotonalédasi 1épéiol. Tovabbi ligadagolas hatasara pedig a szabadrkétocsoport
deprotonalédik pH ~ 8-ig. Ezutdn az oldatban csébaelenik meg, mely a ligos tartomany-
ban sem oldodik fél. Egy Ujabb ekvivalens cink@ijihozzdadasa utan (2:1 = Zn:L arany) a
titralasi gorbén pH ~ 8-ig egyetlen,igzlépcs figyelheth meg: itt tavozik el mind a nyolc
proton a ligandumrolg(4.2. abra. Ezek alapjan a réz(ll)komplexek képEséhez hasonléan

a ligandum két-két 4ga egymast jetesen nem befolyasolva egy-egy*Ziont koordinal pH
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~ 8-ig a [ZnL]*" részecskében. A cinktartalmi rendszer titrdlasbéje magasabban fut,
mint a 2:1 = Cu:L aranyu rendszer esetén mértyigagcink(l)komplexek kevésbé stabilak,
mint a réz(ll)komplexeK6.4.3. tablazat) Erdekes, hogy a titralasi gérbe utolsd két ekviv
lensnyi szakasza laposabb, 6sszevetve a réz(l)eéfigyeltekkel. A jelenség 6sszhangban
van azzal, hogy a két szabad imidazol deprotonabgarhuzamosan fut az&fEmion ko-
ordinécidjaval. Horgonyként &egitik a masodik cink(Il)ion megkétését, ami igygékonyan
képes versengeni az aminocsoportok protonjaivamnbea. Az eloszlasi diagrarf6.4.7.B
abra) arrél tantskodik, hogy a [2h]** részecske uralkodik pH ~ 6 fol6tt az oldatban,~p8i
folott pedig csapadék képdik a 2:1 = Zn:L aranyd rendszerben is, ami még3siprilmeé-
nyek ko6zott sem oldadik fel.

100

[ZnLH,*

[Zn,LH,I%)

40 A [ZnLH,*

[ ]6+ ; ]5+
| iz, z] l ZnLH,; ZnLHj N
[ 6] /“ ' [znL] ]8+ [ ;
6.
0 * 0

3,0 5,0 pH 6,0 7,0 8,0 3,0 4,0 5,0 pH 6,0 7,0 8,0

6.4.7. dbra:Az 1:1 (A) és a 2:1 (B) Zn:L aranyl rendszerek eéskeeloszlasi diagramja
([L] 0=1,0x10° M, T=298 K, 1=0,1 M NaClQ)

A cink(ll)ion koordinacié mélyebb megismerése éxetmn'H-NMR-méréseket is végez-
tink. A ligandum @H és CH imidazol protonjainak'H-NMR-jelei cink(ll)ionok tavol és
jelenlétében (1:1 és 2:1=Zn:L ardnyndalp.4.8. abranlathaték. Egy ekvivalensnyi cink(ll)
hozzaadasakor a jelek eltolédnak és kiszélesedgganua koordinacio kovetkeztében, de
még jol lathaté a &4 és CH jelcsoport, ami alapjan nem valésiimogy lenne kitiintetett
bisz-hisztamin tipusu kéhely a molekulan beltl. A fémion hatdsa ugyanolyaértékben
érinti mind a négy hisztidin funkciét, az izomemgors ligandumcserében allnak egymassal.
Jelentsen megvaltozik a spektrum, ha tovabbi ekvivalenket adunk a rendszerhez. A
hisztidin CH és CH imidazol jelei tovabb tolédnak és szélesednek.aBa utal, hogy a
[Zn,L]?* komplexben egy kedvéZémko® hely elrendegdés keriil gtérbe a fémionok sza-
mara. Tovabba medfigyelltetn jelek felhasadasa a ligandum cseresebességersidnek
kovetkeztében. Ez utdbbi jelenség oka pl. abbaresesrd, hogy mindkét fémionnak

egyidben kell kiszabadulni a koordinaciés szferabal, yhag kdtohelyhez jusson. Annak
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valészirisége, hogy ez megvalésuljon sokkal kisebb, mirgra.[** részecskében. A korab-

ban emlitett kitlintetett elrendi#s léte tehat igazoltnak latszik.

H-C2H

H-C5H

Zn:L
w

Zn:L

ppm  8.50 8.00 7.50 7.00

6.4.8. abra:A ligandum CGH és CH jelei fémion tavol- és jelenlétében pH 5,5-nél 10/90% BD/H,0-ban
([L] 1ot = 5,0x10° M, T = 298 K)

6.4.4. Enzimaktivitas vizsgalatok

6.4.4.1 DNS hidrolizisének vizsgalata

Mivel célunk tdbbek k6zott nukledz enzimet modeilgegyilet eballitasa volt, ezért ta-
nulmanyoztuk az elagazo lancu peptid féemkomplexekidcsonhatasat DNS-sel a kisérleti
részben leirt korilmények mellett. Az esetek togbbén nem tapasztaltunk szignifikans ha-
sitast, a [CeL]** komplex azonban igéretes hatast fejte(6lé.9. abra, bal oldal)A komp-
lex mennyiségének novelésével egyre nagyobb ménekbakult & a DNS szuperhelikalis
formaja nyilt cirkularis formava. A gélelektrofoiézalapjan a [CiL]** részecske viszonylag
hatékonyan hasitotta a DNS-t, habar nem allithakizrtiosat arrél, hogy oxidativ médon vagy
hidrolitikus aton fejtette-e ki hatdsat. Hasonlésédeteket végeztink a gyantara kotott
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ligandum fémkomplexeivel is. /4.4.9. abrajobb oldalan lathaté agaréz geélelektroforézis
eredmény azt mutatja, hogy a cink(ll)tartalmu resedskiilondsen aktivnak bizonyult: 18 éra
alatt a DNS szuperhelikalis formdja teljes mértékbwilt cirkularis formava alakult.

idé/ora 18 1 18 1 18
névekv 6 réz(Il) - - - + o+
komplex koncentracio cink(I) -+ o+ - -

L - + + + +

DNS + + + + +

nyilt cirkuléris

—— forma

——

egyszalu ' hasitas

szuperhelikélis
forma

6.4.9. dbra: Az agar6z gélelektroforézis eredménygal oldal: pUC18 plazmid DNS-t egy éjszakan at
inkubaltunk 310 K-en, pH = 7,1-nél a [L]*" komplexszel kiilonbiz koncentracidban ([Cllw = 2,0x10%
2,0x10° M). Jobb oldal:pUC18 plazmid DNS-t 1 és 18 6ran &t inkubaltunk &en, pH = 7,1-nél a gyantara
kotott peptid kis részleteivel kétszeres fémiordtdg esetében. A + és — jelek azt jelzik, hogyraankoktélban
az adott alkoto jelen van-e vagy sem.

6.4.4.2 A 3,5-ditercbutil-pirokatechin (H »dtbc) oxidaciéja

A réez(ll) — (Hisk-(Lys).-Lys-CONH, rendszer oldategyensulyi, szerkezeti viszonyainak
és hidrolitikus aktivitasanak vizsgélata mellettéa(ll)komplexek oxidaz funkciojat is vizs-
galtuk. A méréseket a kisérleti részben leirt kigilyek kdzott vegeztik el, 44 (m/m)%-os,
oxigénnel telitett etanol-viz elegyben. Ebben aatilan az alkalmazott 5,0x4aill. 2,0x10*

M komplex koncentracié mellett nem figyeltik megtealasok soran bekovetkézrsapadék-
képzdést. Az ekvimolaris rendszer pH ~ 8,5-ig nem nuitgelents oxidativ aktivitast. A
pH ndvelésével a dtbc oxidacidja kissé gyorsabb lett, mint az autdé@sié, de messze el-
maradt a hatékony modell komplexek esetén mért@bb nagysagrendbeli kilénbségtA
kétmagvu komplex esetében az oxidacios folyamat-pdig ugyan gyorsabb volt, mint az
1:1 aranyu rendszerben, de ligos tartomanybarbla&sailt(6.4.10. 4bra) Habar az etanolos
oldatban nem elldmiztik a részecskeeloszlast, feltételezzik, hogkatalitikus hatas a
[CuL]** és [CuL]*" részecskékhez vagy vegyes hidroxokomplexekhezetieal. Részletes

vizsgalatot a csekély affinitas miatt nem végeztiink
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6.4.10. abra:A réz(ll)-(Hisk-(Lys),-Lys-CONH, rendszerben a Jdtbc oxidaciojara szamolt korrigalt kezdeti
sebesség értékek pH fiiggdde(m/m)% etanol-viz oldatban (T = 298 K fttbc] = 2x10* M, autooxidacio ¢),

az egymagvu [Cul[ hatasa A, [CU¥'] = 5%10% M) és a kétmagva [Gu]** komplex hatasam( [CU o =
4x10% M)
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7. Osszefoglalas

A biokémiai kutatasok eredményeként az elmult beeknagyszamu fehérje/enzim ese-
tén azonositottak olyan viszonylag rovid, régziszitrkezettel nem rendelléezisztidinben
gazdag alegységeket, melyek a biomolekula egyé&eit@lgorészt figgetlentl fikbdve nagy
jelentbséggel birnak az adott funkcio ellatasa szempaditjgbszekvenciak a legtobb esetben
eros femkod helyek, melyekdl igazoltdk, hogy a fémion koordinaciéja meghataroz
zalkiegésziti a féemtartalmu fehérje/enzim funkdiofabioldgiai szerepik, igy a fémionokkal
val6 kdlcsdnhatdsuk megismerése alapeehatasmechanizmus feltardsa szempontjabol. Mi-
vel a kivalasztott, természet ihlette peptidfrageenesetében a fémion(ok) megkotésében a
fehérje egyéb részei nem jatszanak szerepet, remghyarra, hogy kikiiszéboljuk a makro-
molekula térbeli szerkezet@bszarmazd hatasok érvényesilését a kismolekul&galata-
kor. A négy 6 fejezetldl felépll disszertdcibmban a fenti stratégiat kdvetve nasgyrei-
szonylag rovid, hisztidinben gazdag szekvencidibbek kdzott a terapias felhasznalas lehe-
toségeét is magukban hordozo6 peptidfragmensek — féndapatsagainak vizsgalata szerepel.

Az el fejezetben aisztidingazdag glikoproteifHRG) femkoé helyeinek szerkezeti
modellezésétiztik ki célul. A HRG egy az emberben is jetenkoncentracidban @&brduld
plazma fehérje, melynek hisztidinben gazdag régidj®R) tandem mddon isméds
(G)HHPH(G) szekvenciat tartalmaz. A kutatasi eredye& arra utalnak, hogy HRR szamos
biologiai folyamat szabalyzasaban vesz részt, rkblye alapvét szerepet kap ezen alegység
kulonbo® femionokkal (pl. Zn(Il), Cu(ll)) kialakitott és kdlcsonhatasa.

Az Ac-HHPHG-NH, (HP1) és Ac-HHPHGHHPHG-NH, (HP2) penta- és
dekapeptidek, valamint cink(ll)- és réz(ll)kompléaeek oldategyensulyi és oldatszerkezeti
vizsgalataival tisztaztuk a kérdéses szekvenciékopalodasi viszonyait. Meghataroztuk az
egyes fémionokkal alkotott komplexek Osszetétedészerkezetét, melfba makromolekula
fémko® sajatsdgaira is lehet kdvetkeztetniHR1 ésHP2 koordinacios viselkedése szamot-
tevo eltérést mutat mind cink(l1)-, mind réz(ll)ionoklgnlétében. A pentapeptiddel ellentét-
ben aHP2 semleges pH-n nagy affinitasa &belyet biztosit mindkét fémion szamara, leg-
alabb négy imidazol donorcsoport kizarélagos kawdioja révén. Az etsfémion koordina-
I6dasa soran a dekapeptid konformécidja megvaltaziy a masodik fémion egy kedvez-
ményezett kithelyet foglalhat el. Az [ML]** részecskék brutté stabilitasi allandéja figye-
lemre méltd extra stabilizaciordh) tanuskodik aHP2 kétmagvu komplexeiben, 6sszevetve a
HP1 [ML] 2+ komplexeivel: Az, = Iogﬁan(sz) — 2 % lo@zmmey = 1,91 illetve Acy =

logBeuyHrz) — 2 % l0gBeumpyy = 2,08). A konformécios atalakulas lehet az okeoaperativ
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fémion megkotésnek rendszertinkben, és nem kizagl b nativ HRG-ben is hasonl6 folya-
matok jatszodnak le.

Ertekezésem masodik részébeneadostatinfehérje N-terminalis szakaszanak féntkot
sajatsagait hataroztuk meg. A 20 kD torine83 aminosavbol allo, cinktartalmu fehérje egy
a szervezetben természetes modon &dpigéretes rakellenes szer, mely mellékhatasoktdl
mentesen, az érujdonkéjuigs gatlasan keresztil fejti ki hatasat. Legujaiibaitattak, hogy
a 25 tagu N-termindlis fragmens és a teljes fehtémeorellenes aktivitisa megegyezik. A
cink(lion jelenléte mindkét esetben szikségeskallenes hatas kifejtésehez.

Az altalunk eballitott tizenkeét tagu, az endostatin fehérje Nvieialis szekvenciajaval
megegyeé HSHRDFQPVLHL-NH , peptid cink(Ilkomplexe fiziolégids pH-n
{NH 2,3Ni;,, COO} szerkezeld, ami feltehaetleg megegyezik a 25 tagu fragmens kétésmadija-
val. A peptid réz(ll)affinitasa rendkiviil nagy k= 2,6x10™ M), megkozeliti a réztartalmu
fehérjékre jellemé& értékeket. A semleges pH tartomany korul albun@risZNH NN~
,Nim} kotésmaod valosul meg a [Cull]” komplexben. E tekintetben érdemes megemliteni,
hogy az érképaméshez lokalisan magas réz(ll) koncentracio szidsségez utdbbi cstkken-
tése révén lehetséges a rakos sejtek ndvekedégathiéka. Kisérleti eredményink azt sugall-
ja, hogy a réz(ll) megkotése szerepet jatszhahdastatin bioldgiai feladataban.

A harmadik fejezetben a kdzelmultban felfedezetikkel(l)tartalmi szuperoxid-
dizmutdz csaldd N-termindlis fragmensének féblsajatsagait tartuk fel. Az enzimben a
katalitikus hatasért felés nikkel mind oxidalt (N, mind redukalt (Nf) formaban kizarélag
a Hisl, Cys2 és Cys6 aminosavakhozHik.

Az enzim N-terminalis szekvencigjaval megegyeCDLPCG-NH , heptapeptid egye-
dalallo lehebséget kinalt a nikkelkdthely modellezésére. A nativ enzimben mar pH ~-4 ko
ril megfigyelhed siknégyzetes {NEHN",S,S} koordinalt szerkezet csupan pH ~ 9 koril
alakul ki a nikkel(l)ion és a ligandum ekvimolamédataban. Tovabbi eltérés az enzimhez
képest, hogy 2D NMR-spektrumaink alapjan a Leu4Pko6téscisz konformacié helyett
transzkonformaciot vesz fel a nikkel(IIHCDLPCG-NH , komplexben. Habéar a Ni-SOD N-
termindlisa nem rendelkezik szigordan rogzitettkszaettel, a hidrogénhidas kdlcsénhatasok,
illetve a cisz Leu4-Pro5 kotés olyan kedvezményezett konformagistositanak a fémion
szamara, hogy kb. 5 egységgel kisebb pH-n megJadzsamlitett szerkezet. A peptid pH =
9-nél szamolt nikkel(ll)affinitasa (K= 2,0x10%°M) viszont mar ugyanolyan mértgkmint
az enzim fémkdt ersssége. Az NMR-spektrumok bonyolultsaga és a szepiitkus szamo-
lasaink eredményei arra engednek kovetkeztetniy aogrolin izomérian kival a makrokelat

hurok sik alatti, ill. feletti elhelyezkedése tobahoveli a lehetséges izomerek szamat. A
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komplex a legtébb Ni-komplexnél joval hatékonyabbdimmutalta a szuperoxid gyokot
(ICso = 1,9x10° M), habar aktivitdsa két nagysagrenddel kisebint mitermészetes enzimé.
Ennek oka szintén az eléékonformécidban, tovdbba a Tyr9 fenolos hidroxifmsd irdnyi-
to/stabilizalé hatasanak hianyaban kereéend

A fémtartalmu fehérjék/metalloenzimekikbdésének mind teljesebb megismerése mel-
lett a bioszervetlen kémia masik meghatarozo ksitéténya a gyakorlati felhasznalast lehe-
tové tewb mesterséges fehérjék/enzimek kifejlesztése. A ohiikus feladatot ellatd
metallonukleazok és az oxidaciés folyamatokat kaild 2-es és 3-as tipusu réztartalma en-
zimek szerkezeti ésithodési modellezése mind nagyobb figyelmet kapotitabbi években.

A nagyszdmu hisztidin-peptid fémkomplex vizsgaladmutatott arra, hogy a hatékony mo-
dellvegylletekben a ligandum megféledzamu és a peptid szekvencidban megfdielyet
elfoglalé hisztidin alegységet tartalmaz.

E stratégia folytatasaként értelmezhdoblgozatom negyedilsffejezete, melyben egy Uj
tipusu ligandum koordinacios kémiai viselkedéséemdamaktivitasat vizsgaltuk cink(l)- és
réz(lhionok jelenlétében. A hét aminosavbol —Zbsl és 4 hisztidinbl — allo elagaz6 lanca
(His)4-(Lys)2-Lys-CONH3 peptid pH ~ 8-ig kizarélag az amino- és imidazojosto-kon
keresztllibishisztaminszdr fémion-koordinaciét valdsit meg cink(ll)- és rda@n jelenlét-
ében. Az enyhén lugos pH tartomanyban csapadékiéit toltéssemleges réz(ll)komplex
pH 10 felett feloldodott amidkoordinalt, csatoltaigu kelatgyris [CuH sL] ™ részecske kép-
z6dése soran. Rézfelesleg alkalmazasakor a csapgdlké utan kialakuld [GiH_sL]™
komplexben a masodik réz kotésmodja eltér adédls Feltehetleg két amid- és két
aminonitrogén veszi kéril. Az egymagvi [ChLEs a kétmagvi [Gl]** komplex oxidativ
aktivitasa elmaradt a varakozasainktdl, ill. agdtdc autooxidacidja és a hatékony modell
komplexek esetén mérldettobb nagysagrendbeli kilonbséigtA hidrolitikus vizsgalatok
soran a kétmagvu [GL]** komplex viszonylag hatékonyan hasitotta a DNS-t=pH 1-nél,
habar nem allithatunk biztosat arrdl, hogy oxidatiédon vagy hidrolitikus Uton fejtette-e ki
hatdsat. A hasitasi kisérletet megismételtik a tgyarkotott ligandum fémkomplexeivel is
pH = 7,1-nél. A cink(ll)tartalmd rendszer kilonésaktivnak bizonyult, 18 ora alatt a DNS

szuperhelikalis formaja teljes mértékben nyilt gléikis formava alakult.
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8. Summary

Interaction of bioinspired multihistidine ligandstiv

zinc(ll), copper(ll) and nickel(ll) ions

This thesis lies inside the domain of bioinorgachemistry, a borderland that embraces
the chemistry of metal-containing molecules withialogical systems, since many metal ions
are of vital importance for living creatures. Thidd is concerned with the control and use of
metal ions in biochemical processes. To our knogdedp to now, approx. 30% of the
enzymes catalysing biochemical processes contaital nn(s). The effect of transition
metals is exerted almost exclusively by bindindpitmmolecules, mostly to proteins. Learning
about their role in proteins/enzymes is essentialriderstand the mechanisms of their ac-
tions. Modern bioinorganic chemistry has two impattresearch directions; one is focusing
on the more and more detailed exploration of thection and mechanisms of metallopro-
teins/enzymes, and the other is the developmeattibicial proteins/enzymes possessing the
potential for future practical applications.

These kinds investigations can be classified iwi parts supplementing each other, the
study of (i) native proteins/enzymes and (ii) th&inall model complexes. Both approaches
have advantages and disadvantages. The investigationacromolecules are difficult. Many
times the provided information are difficult to enpret because of the complexity of the
system. Nevertheless, these studies are irreplecegab the other hand, even the best model
complexes are only able to give a distorted pictfrehe metal binding site. However, they
are much simlpler than proteins, thus, they cahdmwelled and examined easier. They present
opportunity to gain knowledge on the role and fezdwof some parts of the full processes and
structural motifs. Often this is impossible for thative systems. Last but not least efficient
model systems may help in developing proteins widrepeautic use, practical application
and develop biomimetic catalysts/artificial enzymes

Based on our present knowledge among the amirtas dbe side chain donors of his-
tidine and cystein form the strongest interactiathwnost transition metal ions. It is in line
with the fact that the metal binding sites of theteins are usually built from these amino
acids. Since the imidazole ring plays fundamerdbld m the metal binding sites of proteins,
the metal complexes of many histidine-containingtiges have been studied in the previous
decades. However, only few of these compounds daeildonsidered as adequate models for

the metal ion—protein interaction, since investma of multihistidine peptides having 3-4
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histidine units are very scarce. Preciptation ommialmost in all previously studied zinc(ll)-
containing model systems and amide-coordinatediepace predominant in the physiologi-
cal pH range for almost all previously studied g% in the presence of copper(ll) ion. That
eliminates the structural and functional analogyMeen the proteins to be modelled and the
peptides investigated. Probably, this is also aaedor the mentioned fact that metallopep-
tides have not yet been investigated as functiomadels for hydrolytic and oxidative en-
zymes. Another difficulty of model studies to beeasome is that the environment of the ac-
tive centers has fixed structure in most caseghEunore, the metal binding sites are often
far away from each other in the amino acid sequehleese facts render the metalloenzyme
mimicking by (small) peptides very difficult.

However, recent biochemical studies pointed oet iresence of relatively short, his-
tidine-rich subunits with no fixed structure in@de number of proteins and enzymes that
operate more or less independently from other pdrtse biomolecule, while having a great
importance in view of the given function. Theseusstges have strong metal binding ability
in most cases and the metal ion coordination —rdaug to various biological studies — de-
termines or contributes to the function of the pmfenzyme.

The main goal of our research was the investigatibthe metal binding properties of
such bioinspired, relatively short histidine-richgsiences, including peptide fragments with
potential therapeutic use, frequently appearingrateins and enzymes.

The first main chapter is about the structural elliay of the metal binding site of the
human histidine-rich glycoprotein (HRG) with thena{ll) and copper(ll) complexes of the
tandem-repeat pentapeptide fragmekt-HHPHG-NH, (HP1l) and its 10-mer dimer
Ac-(HHPHG),-NH, (HP2). They are the minimum metal binding motifs of thstidine-rich
region (HRR) and have been synthesized with priotestat both termini. HRG is an abun-
dant plasma protein having a central HRR with tamdgequence repetition (in humans
(G)HHPH(G) is repeated 12 times). The His-rich donmtd HRG has a remarkable ability to
bind divalent metal ions, e.g. Zn(ll) and Cu(ll)RB was found to regulate numerous bio-
logical processes, e.g. angiogenesis, cell adhasidmmigration, fibrinolysis and coagulation.
The metal ion (mostly Zn(ll)) binding of the HRRgien has probably a crucial importance in
these functions, i.e. the coordination of Zn(ll)tbke HRR promotes the binding of HRG to
other proteins and receptors. In order to get pekemsight into the mechanism of the HRG
functions and to clarify the role of metal ionsisitessential to characterize the metal binding
properties of the macromolecule. This may be adudwy model studies on the metal com-

plexes of specific peptide fragments of the HRR.
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The zinc(ll) and copper(ll) binding ability diP1 and HP2, and the structure of the
formed complexes have been investigated by meapstehtiometry, NMR-, UV-Vis-, CD-,
SRCD- and EPR spectroscopies. Exclusive coordimaifothe side-chain imidazoles of the
peptides has been observed with both metal ionthenacidic and neutral pH range. In
alkaline solution preciptation occured in the prese of zinc(ll) and various amide-
coordinated species were formed in the copper@ht@ining systems. On the basis of EPR
measurements dimer complexes formed between pHii-t® 1 to 1 raticdP1—copper(ll)
and in the 1 to 2 ratiBlP2—copper(ll) systems. In contrast with the pentadeptHP2 pro-
vides high-affinity binding site for both metal ®around neutral pH by the exclusive coordi-
nation of the side chains of at least four imidazbnors. The conformational change of HP2
during the coordination of the first metal ion demaa favored binding site for the second
metal ion, resulting in an important extra stalilian (\) for the [M,L]** complexes, as com-

pared to the [ML{* species of the shorter sequentg; = l0gBzn,HP2) — 2 % 10@znHP1) = 1.91

andAcy = l0gBcwyHr2) — 2 % l10gBeunryy = 2.08. Such conformational changes may explan th

cooperative metal binding in our system, but whesimilar changes occur in the native
HRG protein upon metal binding is a question stilbe answered.

In the second part of the work we report on thieitem chemical investigation of the
zinc(ll) and copper(ll) complexes HSHRDFQPVLHL-NH , peptide, which is identical
with the N-terminal fragment of human endostatiBadostatine, a zinc-containing protein
(approx. 20 kDa), being present also in humanag,wsdely studied molecule due to its well
documented antitumor activity provided without asigle effects. The antitumor activity of
the protein is caused by its antiangiogenic andragtating effects. The antitumor activity
and mechanism of the action of the 25-amino-acitkiNtinal fragment and the full protein
are equivalent, which is of crucial importance tbe sake of future therapeutic use. The
presence of the metal ion is necessary to exerartieumor effect in both cases. The details
of the zinc(ll) ion interaction and the solutiorrusture, especially for the N-terminal
fragment possessing antitumor activity, is not knoimterestingly, endostatine also possesses
an amino terminal Cu(ll)- and Ni(Il)-binding (ATCUNmnotif, an efficient copper(ll) binding
site found in the N-terminus of many naturally acmg proteins.

In order to determine the metal-binding propertsésghe N-terminal fragment of en-
dostatin, we performed equilibrium, UV-Vis, CD, ERRd NMR studies on the zinc(ll) and
copper(ll) complexes of the dodecapeptide. In tlesgnce of zinc(ll) the formation of a sta-

ble {NH;,3N;;»,COO} coordinated complex was detected in the neutkhkange. This coor-
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dination mode is probably identical to that presenthe zinc(ll) complex of the above-
mentioned N-terminal 25-mer peptide fragment of horendostatin. In addition, the peptide
has extremely high copper(ll)-binding affinity § 2.6x10™ M at pH = 7.4), close to those
of copper-containing metalloenzymes, and formsraibdike {NH,,N",N",N;,} coordinated
[CuH-L]™ complex in the neutral pH range. Since copper a&tan essential co-factor in an-
giogenesis, this finding may suggest that coppeb{iding is involved in the biological ac-
tivity of endostatin.

The HCDLPCG-NH ; sequence is the N-terminal fragment of a recetiggovered su-
peroxide-dismutase (SOD) family. It contains onhedistidine unit. The investigation of the
metal-binding abilities of the sequence makes hire pillar of my thesis. Superoxide radical
(O, is a toxic byproduct of aerobic respiration. Besi many free radicals are scavenged by
dioxygen to form superoxide. Therefore, the SODyares, catalyzing the disproportionation
of superoxide, are the major regulators of freecedchnd reactive oxygen species balance in
organisms. The aforementioned SOD family, occurimdtreptomycesacteria, contains
nickel and shows no homology with the SODs of highganisms. The nickel center, re-
sponsible for the catalytic activity of the enzyngeexclusively bound to the Hisl, Cys2 and
Cys6 amino acids both in its oxidized {Niand reduced (V) forms. The well-conserved N-
terminal sequenckHCDXPC— (X = G or L) provides almost all interactcritical for metal
binding and catalysis. The investigation of Niggmplexes of the N-terminal fragment form-
ing the active center of these enzymes, and thepanson to the well-known Cu,Zn-SOD
and Mn/Fe-SOD provide a possibility to explore thest efficient strategy of superoxide
dismutation that may lead to the developmerg.gfhighly efficient antioxidant agents.

Here we report on the solution chemical (pH-metiy-Vis, CD, 1D and 2D NMR) in-
vestigations of the nickel(ll) complexes HICDLPCG-NH , heptapeptide wich is identical
with the N-terminal sequence of the lately discedenickel containing superoxid-dismutases
and provides unique possibility to mimick the nickmding site. The square planar geometry
wich can be observed in the native enzyme alreanlynal pH ~ 4 is present above pH ~ 6 as
a binding isomers. The {NEN~,S,S} coordinated structure, wich is typical for thezgme
forms in 100% around pH ~ 9 in the equimolar solutdf the ligand and nickel(ll) ion. The
metal binding strength of the peptidep(¥ 2.0x10" M) is commensurable with that of the
enzyme. Thecis geometry of the Pro5 in the amide bond of the @BSenzymes evolves
paralell with the binding of nickel and the formidebridges stabilize the structure. The NMR
spectra of the peptide recorded in the presenagicBkl suggest a&is-transisomerism of

proline amide bond, but in the lack of the stablg H-bridges thecis conformation
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is not exclusive. The [NiC] and [NiH.L]?>" species possess excellent SOD activity
(ICso = 1,9x10° M) among the Ni" complexes, but their activities are less with wvder of
magnitudes than that of the native enzyme. Probiiadyreason for this phenomenom is the
different conformation and the lack of the diregtstabilizing effect of Tyr9 that regulates
the coupling of the substrate.

Beside the more and more detailed explorationheffunctioning and mechanisms of
proteins/metalloenzymes, bioinorganic chemistry hasther important research direction
focusing on the development of artificial proteearszymes having the potential for future
practical applications. The functional and struakunodelling of metallohydrolases with hy-
drolitic activity and type 2 and 3 copper-contamienzymes participating in the catalysis of
the oxidation of various organic molecules attrdcpecial attention in recent years. A num-
ber of model compounds of metallohydrolases or eofgpntaining oxidases are known from
the literature. These compounds are, almost witeaaéeption, metal complexes of synthetic
ligands. For the last few years, metal ion—pepsiggtems have not been studied at all from
this point of view, because amide-coordinated g®egiere predominant in the physiological
pH range in almost all previously studied coppgreptid system. Hereby, the structural and
functional analogy between the proteins to be medednd the investigated peptides have
been eliminated. The coordination of amide nitr@gsignificantly reduces the Lewis-acid
character of the metal ion and stabilizes the +#aiion state of copper leading to the dra-
matic decrease of catalytic activity in both typéseactions. On the other hand research on
metal complexes of histidine-containing peptidesigal out that the coordination mode of
the ligand depends considerably on the number asdign of the histidine subunits in the
peptide sequence and the quality of the surroundor®r groups. In our research group we
managed to prevent the coordination of amide n&noground neutral pH with a suitably
choosen peptide sequence and created a accurat®fah and structural enzyme models.

In the fourth chapter of the thesis we follow tkeeent strategy and report the coordina-
tion chemical behavior of a novel type ligand ie firesence of zinc(ll) and copper(ll) ions.
Based on our previous experiences, we designegrapadred théHis),-(Lys)-Lys-CONH,
dendrimer type heptapeptide — consisting of thysenés and four histidines. Two lysines
have been coupled to tlleande amino groups of the C-terminal. Four histidineséhbeen
coupled to the 2-2 different amino groups of theosel generation lysines. The branches of
the dendrimer peptide are more flexible than pestiith straight chain, thus the density of
the metal binding site might be higher. The liggusesses eight primary nitrogen donors,
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thus this compound may form a binuclear metal cemphat behaves as an efficient nuclease
and/or oxidase enzyme model.

We examined the protonation equilibria, and thenglex formation processes with
copper() and zincff) ions in M:L = 1:1 and 2:1 initial concentratiomatio in aqueous
solutions. The composition, speciation and thetgmiustructure of the complexes have been
determined by combined pH-potentiometric titrationisible absorption, circular dichroism
and NMR spectroscopy. Mono- and bimetallic compderé both metal ions were formed
with bis-histamine type coordination as the maiecsgs. While above pH 8 the precipitation
of a neutral complex was observed for both metas,iin the coppeir containing systems it
dissolved in alkaline solutions (pH > 11.0). Theuléng complex in equimolar system
displays deprotonated amide-nitrogen coordinatwith fused five-membered chelate rings
around the metal ion in [CublL]". At the same time, only one coppgr{s able to coordinate
in the same manner in the [{lsl]™ species. The second metal ion is probably surredind
by two amide nitrogens and two others either framn@ or imidazole donor groups. The
mononuclear [Culj" and the binuclear [GL]** complexes showed low activity in oxidation
of 3,5-ditertbutyl-catechol. The hydrolytic assagfsow somewhat more promising picture.
Based on our experiment we may state, that thel [¢uspecies is moderately effective at pH
= 7.1, but we cannot be confident whether in oxw@abr hydrolytic manner. The same
experiments have been performed with the resiretinkgand in the presence of metal ions.
The gel electrophoresis demonstrated a signifiedfieict of the zina()-containing system,

where after 18 hours all of the superhelical DNAad into open circular form.
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