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Bevezetés és célkitőzések 

Az élılények számára sok fémion létfontosságú, az élı szervezetben a 

fémionok és vegyületeik számos folyamatban vesznek részt. Mai ismereteink 

szerint a biológiai folyamatokat katalizáló enzimek kb. 30%-a fémion(oka)t 

tartalmaz. Az átmenetifémionok szinte kizárólag biomolekulához, 

leggyakrabban fehérjékhez kötıdve fejtik ki hatásukat. Hatásmechanizmusuk 

felderítése nem képzelhetı el a fehérjékben/enzimekben betöltött szerepük 

ismerete nélkül. Nem véletlen tehát, hogy napjaink bioszervetlen kémiájának két 

meghatározó kutatási iránya a fémtartalmú fehérjék/metalloenzimek 

mőködésének mind teljesebb megismerése, illetve a gyakorlati felhasználást 

lehetıvé tevı mesterséges fehérjék/enzimek kifejlesztése. 

E vizsgálatok két, egymást kiegészítı irányban folynak, úgymint a natív 

fehérjék/enzimek, illetve azok kismérető modellkomplexeinek tanulmányozása. 

Mindkét megközelítésnek megvannak az elınyei és a hátrányai. A 

makromolekulák vizsgálata nehézkes, a rendszer bonyolultsága miatt sokszor 

csak nehezen értelmezhetı, de közvetlen, mással nem pótolható információt 

szolgáltat. Másrészt, még a legjobb modellkomplexek is csak egy torzított képet 

adnak a modellezni kívánt fémkötıhelyrıl. Viszont a fehérjéknél jóval 

egyszerőbbek, így könnyebben kezelhetık, egyszerőbben vizsgálhatók. Általuk 

lehetıvé válik egy-egy részfolyamat vagy szerkezeti motívum szerepének, 

sajátságainak tanulmányozása is, ami a natív rendszerek esetében sokszor 

lehetetlen. Végül, hatékony funkcionális modellrendszerek segítségével lehetıvé 

válhat a gyakorlatban is alkalmazható, terápiás célt szolgáló fehérjék, valamint 

bioutánzó katalizátorok/mesterséges enzimek kifejlesztése. 

Az eddigi ismeretek azt mutatják, hogy az aminosavak között a hisztidin és a 

cisztein oldalláncai alakítanak ki legerısebb kölcsönhatást a legtöbb 

átmenetifém-ionnal. Ebbıl adódóan a fehérjék fémkötı helyeinek nagy részét 

ezek az aminosavak szolgáltatják. Nagyszámú fehérje fémkötıhelye, illetve 
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metalloenzimek aktív központja tartalmaz egynél több hisztidint. 

Tanulmányozásukhoz alkalmas módszer lehet a kismolekulájú modellezés, mely 

rövidláncú oligopeptidek fémkomplexeinek vizsgálatát jelenti. Az elmúlt 

évtizedekben igen sok hisztidint tartalmazó peptid fémkomplexét 

tanulmányozták. Ezek közül azonban csak kevés tekinthetı a fémion-fehérje 

kölcsönhatás valós modelljének, hiszen elvétve vizsgáltak több, 3-4 hisztidint is 

tartalmazó peptidet. Ez összefüggésben van azzal a ténnyel, hogy a korábban 

vizsgált cinktartalmú modellrendszerek szinte mindegyikénél csapadék 

képzıdik, illetve a réz(II)–peptid rendszerek döntı többségénél amidkoordinált 

részecskék dominálnak a fiziológiás pH tartományban. Ezáltal megszőnik mind 

a szerkezeti, mind a funkcionális analógia e peptidek és a modellezni kívánt 

fehérjék között. Valószínőleg emiatt sem vizsgálták utóbbi idıkig e 

metallopeptideket hidrolitikus és oxidatív enzimek funkcionális modelljeiként. 

A modellrendszerek kifejlesztésének további problémája, hogy az enzimek aktív 

központjának környezete sok esetben rögzített szerkezettel rendelkezik, ráadásul 

a fémionhoz kötıdı donorcsoportok sokszor a szekvenciában egymástól igen 

távol helyezkednek el. Mindezek komoly nehézségeket támasztanak a (kis) 

peptidekkel való modellezés terén.  

 A biokémiai kutatások eredményeként viszont az elmúlt években nagyszámú 

fehérje/enzim esetén azonosítottak viszonylag rövid, rögzített szerkezettel nem 

rendelkezı, hisztidinben gazdag alegységeket. Ezek a biomolekula egyéb 

részeitıl jórészt függetlenül mőködve nagy jelentıséggel bírnak az adott funkció 

ellátása szempontjából. A szekvenciák a legtöbb esetben erıs fémkötı helyek, 

melyekrıl igazolták, hogy a fémion koordinációja meghatározza/kiegészíti a 

fémtartalmú fehérje/enzim funkcióját. Fémionokkal való kölcsönhatásuk 

megismerése alapvetı a hatásmechanizmus feltárása szempontjából.  

Az értekezésben elsısorban ilyen, viszonylag rövid, hisztidinben gazdag 

szekvenciák – többek között a terápiás felhasználás lehetıségét is magukban 

hordozó peptidfragmensek – fémkötı sajátságainak vizsgálata szerepel.  
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Az elsı fı fejezetben az Ac-His-His-Pro-His-Gly-NH2 és Ac-His-His-Pro-

His-Gly-His-His-Pro-His-Gly-NH 2 penta- és dekapeptidek cink(II)- és 

réz(II)komplexeivel a hisztidin-gazdag glikoprotein (HRG) fémkötıhelyeinek 

szerkezeti modellezését tőztük ki célul. A HRG egy az emberben is jelentıs 

koncentrációban elıforduló plazmafehérje, melynek hisztidinben gazdag régiója 

(HRR) egy tandem módon ismétlıdı szekvenciát tartalmaz. (Ilyen a humán 

HRG-ben 12-szer egymás után ismétlıdı (G)HHPH(G) fragmens). A kutatási 

eredmények arra utalnak, hogy HRR számos biológiai folyamat szabályzásában 

vesz részt, melyekben alapvetı szerepet kap ezen alegység különbözı 

fémionokkal (például Zn(II), Cu(II)) kialakított erıs kölcsönhatása.  

A dolgozat második részében a rákellenes hatású, cinktartalmú endostatin 

fehérje N-terminális szekvenciájával megegyezı His-Ser-His-Arg-Asp-Phe-

Gln-Pro-Val-Leu-His-Leu-NH 2 peptid cink(II)- és réz(II)komplexeit 

tanulmányoztuk. Legújabban kimutatták, hogy a 25 tagú N-terminális fragmens 

és a teljes fehérje tumorellenes aktivitása megegyezik. A cink(II)ion jelenléte 

mindkét esetben szükséges a tumorellenes hatás kifejtéséhez. Az általunk 

elıállított és vizsgált tizenkét tagú peptid nagy valószínőséggel tartalmazza 

azokat az oldalláncbeli donorcsoportokat, melyek koordinálódhatnak a 

fémionhoz a 25 tagú fragmensben. Érdekes, hogy az endostatin a szabad N-

terminális aminocsoport és a harmadik helyen található hisztidin révén 

úgynevezett ATCUN motívum is, mely igen hatékony réz(II)kötıhely számos 

fehérjében.  

A HRG és endostatin jelentısége tumorellenes sajátságaikban rejlik, melyet 

az érképzıdés (angiogenesis) szabályozásában résztvevı makromolekulákhoz 

való kötıdés révén fejtenek ki, fémionok (például Zn(II)) jelenlétében. Hatásuk 

mechanizmusa azonban máig nem ismert. E tekintetben érdekes az a 

nemrégiben közölt megfigyelés is, hogy az angiogenesishez lokálisan magas 

réz(II)koncentráció szükséges, s ez utóbbi csökkentése révén lehetséges a rákos 
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sejtek növekedésének gátlása. E hisztidinben gazdag peptidek ilyen célra 

alkalmasak lehetnek. 

Bár csak egyetlen hisztidint tartalmaz, tematikusan jól illeszkedik 

kutatásainkhoz a közelmúltban felfedezett, nikkel(II)tartalmú szuperoxid-

dizmutáz család N-terminális fragmensének fémkötı sajátságait feltáró 

törekvésünk, mely értekezésem harmadik pillérét képezi. Az enzimben a 

katalitikus hatásért felelıs nikkel mind oxidált (NiIII ), mind redukált (NiII) 

formában kizárólag a His1, Cys2 és Cys6 aminosavakhoz kötıdik. A 

HCDLPCG-NH 2 heptapeptid kiváló lehetıséget teremt a nikkelkötı hely 

valószerő modellezésére. E metallopeptid SOD-aktivitásának a már jól ismert 

Cu,Zn-SOD-dal, ill. a Mn/Fe-SOD-dal való összehasonlítása pedig lehetıséget 

kínál a szuperoxid dizmutálására vonatkozó eltérı stratégia feltárására, melynek 

segítségével például nagyhatékonyságú antioxidánsok fejleszthetık ki a 

jövıben. 

 A fentiekben vizsgált peptidfragmensek viszonylagos rövidsége ellenére a 

fémion(ok) megkötésében a fehérje egyéb részei nem játszanak szerepet, a 

fémionkötı helyeket kialakító aminosavak egymás közvetlen szomszédságában 

helyezkednek el. A természet által „kifejlesztett” fémkötıhelyek a nagyszámú 

hisztidin (illetve a SOD modell esetén cisztein) oldallánc miatt várhatóan a 

metalloproteinek aktív centrumához hasonló környezetet alakítanak ki. Az 

endostatin és a Ni-SOD további közös sajátsága, hogy a fehérjében nem 

rendelkeznek szigorúan rögzített szerkezettel, hiszen N-terminális 

fragmensekrıl van szó. A HRG peptideknél a szerkezeti analógiát úgy növeltük, 

hogy védıcsoportok alkalmazásával meggátoltuk mindkét terminális csoport 

fémion-koordinációját. Ezek alapján kiküszöbölhetı a rövidláncú peptidek 

modellként történı alkalmazásának egyik komoly, gyakran emlegetett hátránya, 

hogy a makromolekula térbeli szerkezetébıl, konformációjából származó 

hatások nem érvényesülnek a kismolekulák vizsgálatakor. Az általunk 

kiválasztott, természet ihlette fragmensek önmagukban is alkalmasak lehetnek a 
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fémionok stabilis, kizárólag oldalláncok általi megkötésére, s ennek 

következményeként az adott funkció ellátására. 

A fémtartalmú fehérjék/metalloenzimek mőködésének mind teljesebb 

megismerése mellett a bioszervetlen kémia másik meghatározó kutatási iránya a 

gyakorlati felhasználást lehetıvé tevı mesterséges fehérjék/enzimek 

kifejlesztése. A hidrolitikus feladatot ellátó metallonukleázok és az oxidációs 

folyamatokat katalizáló 2-es és 3-as típusú réztartalmú enzimek szerkezeti és 

mőködési modellezése mind nagyobb figyelmet kapott az utóbbi években. Az 

irodalomból mind a metallohidrolázoknak, mind a réztartalmú oxidázoknak 

számos funkcionális modellvegyülete ismert. Ezek szinte kivétel nélkül 

szintetikus ligandumok fémkomplexei. Az utóbbi idıkig fémion–peptid 

rendszereket ilyen célból szinte egyáltalán nem vizsgáltak, ugyanis a réz(II)–

peptid rendszerek döntı többségénél amidkoordinált részecskék domináltak a 

fiziológiás pH-tartományban. Ezáltal megszőnt mind a szerkezeti, mind a 

funkcionális analógia e peptidek és a modellezni kívánt fehérjék között. Az 

amidkoordináció ugyanis jelentısen csökkenti a fémion Lewis-sav jellegét, 

illetve stabilizálja a réz +2-es oxidációs állapotát, ami a katalitikus hatás 

drasztikus csökkenésével jár mindkét reakciótípus esetén. Ugyanakkor 

nagyszámú hisztidin-peptid fémkomplex vizsgálata rámutatott arra, hogy a 

ligandum koordinációs módja nagymértékben függ a hisztidin-alegység(ek) 

számától, a peptidszekvenciában betöltött helyétıl, illetve a környezı 

donorcsoportok minıségétıl. Kutatócsoportunkban alkalmasan megválasztott 

peptid-szekvenciával lehetıséget teremtettünk az amidnitrogének 

koordinációjának megakadályozására a semleges pH körül, s így a 

metalloenzimek szerkezeti és funkcionális modellezésére. 

E stratégia folytatásaként értelmezhetı dolgozatom negyedik fı fejezete, 

melyben egy új típusú ligandum koordinációs kémiai viselkedését mutatjuk be 

cink(II)- és réz(II)ionok jelenlétében. Az eddigi tapasztalatokat figyelembe véve 

megterveztük a (His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 hét aminosavból – 3 lizinbıl és 4 
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hisztidinbıl – álló elágazó láncú peptidet. A C-terminális lizin α és ε 

aminocsoportjához kapcsolt két lizin aminocsoportjaival négy hisztidin hoz létre 

peptidkötést. Így nagy kötıhelysőrőséget tudunk biztosítani a fémion(ok) körül, 

hiszen az elágazó láncú peptid ágai jóval flexibilisebbek, mint az egyenesláncú 

peptidek. A ligandum nyolc elsıdleges nitrogéntartalmú kötıhellyel 

rendelkezik. Egy ilyen vegyület várhatóan képez olyan kétmagvú 

fémkomplexet, amely hatékony nukleáz és/vagy oxidáz enzimmodellként 

viselkedik. 
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Alkalmazott és vizsgálati módszerek 

A szilárd fázisú peptid szintézissel elıállított ligandumok protonálódási 

állandóit, illetve a cink(II)-, réz(II)- és nikkel(II)komplexek összetételét és 

stabilitási állandóit potenciometriás módszer segítségével határoztuk meg. A 

titrálásokat vizes, illetve az endostatin fragmens esetében 80/20 (m/m%) 

dimetil-szulfoxid/víz közegben is elvégeztük 298,0 ± 0,1 K hımérsékleten, 0,1 

mol/dm3 ionerısség mellett, inert argon atmoszféra alatt. A kísérleti adatok 

kiértékeléséhez a SUPERQUAD és a PSEQUAD nevő számítógépes 

programokat használtuk. Réz(II)- és nikkel(II)ionok jelenlétében a 

komplexképzıdés nyomon követése és a kialakuló komplexek szerkezetének 

meghatározása érdekében UV-látható elektrongerjesztési és cirkuláris 

dikroizmus (CD) spektrumokat vettünk fel. Az egyes részecskékhez rendelhetı 

egyedi spektrumokat a PSEQUAD nevő program segítségével számítottuk ki. A 

HRG-peptidek fémion(ok) jelenlétében, illetve távollétében kialakuló 

térszerkezetének vizsgálatára szinkrotron radiációs CD (SRCD)-méréseket 

végeztünk a 180–260 nm hullámhossz tartományban. 1D és 2D 1H-NMR- 

mérések segítségével igyekeztünk a koordinálódó donoratomok számáról, 

minıségérıl és a fémion körül kialakuló geometriáról pontosabb képet kapni. A 

réz(II)komplexek szerkezetének alaposabb feltárása érdekében pH függı ESR- 

méréseket is végeztünk. A fémkomplexek oxidatív és hidrolitikus aktivitását 

tesztreakciókkal vizsgáltuk. Az elágazó láncú peptid réz(II)komplexeinek 

pirokatechin-oxidáz aktivitását a 3,5-ditercbutil-pirokatechin spektrofoto-

metriásan követhetı oxidációja alapján határoztuk meg. A Ni-SOD-modell 

szuperoxid-dizmutáz aktivitását a xantin/xantin-oxidáz reakció során in situ 

termelt O2
•– és a nitroblue-tetrazolium-klorid (NBT) közötti reakció gátlásának 

alapján határoztuk meg. Az elágazó láncú peptid fémkomplexeinek a termé-

szetes DNS-re, mint makromolekuláris szubsztrátra kifejtett hidrolitikus hatását 

a pUC18 cirkuláris DNS gélelektroforézis vizsgálatával követtük nyomon. 
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Új tudományos eredmények 

A HRG hisztidingazdag tartományából származtatott Ac-HHPHG-

NH2 (HP1) és Ac-HHPHGHHPHG-NH2 (HP2) peptidek fémkötı 

tulajdonságai 

1. A HRG His/Pro-gazdag régiójához hasonlóan mindkét peptid SRCD-

spektruma poliprolin II szerkezetre utaló mintázatot vesz fel. Eredményeink sze-

rint az 1:1 fémion:ligandum arányú rendszerekben pH ~ 7-ig a peptidek eltérı 

stabilitással ugyan, de kizárólag oldalláncaikon keresztül kötik meg a cink(II)- 

és réz(II)ionokat.  

2. Lúgos közegben a cinktartalmú oldatokban csapadék, míg a réztartalmú olda-

tokban változatos amidkoordinált részecskék képzıdnek. Az ESR-mérések alap-

ján az 1:1 arányú HP1–réz(II) és az 1:2 arányú HP2–réz(II) rendszerekben 

dimerek képzıdnek pH 7–10 között. 

3. A pentapeptiddel ellentétben a HP2 semleges közegben nagy affinitású 

kötıhelyet biztosít mindkét fémion számára, legalább négy imidazol 

donorcsoport kizárólagos koordinációja révén. Az elsı fémion koordinálódása 

során a dekapeptid konformációja megváltozik, s így a második fémion egy 

kedvezményezett kötıhelyet foglalhat el. Az [M2L]4+ részecskék bruttó 

stabilitási állandója figyelemre méltó extra stabilizációról (∆) tanúskodik a HP2 

kétmagvú komplexeiben, összevetve a HP1 [ML] 2+ komplexeivel: ∆Zn = 

logβZn2(HP2) – 2 × logβZn(HP1) = 1,91 illetve ∆Cu = logβCu2(HP2) – 2 × logβCu(HP1) = 

2,08). A rendszereinkben tapasztalt egymást elısegítı fémionmegkötésnek 

konformációs átalakulás lehet az oka, és nem kizárt, hogy a natív HRG-ben is 

hasonló folyamatok játszódnak le. 
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Az endostatin N-terminális fragmensének fémkötı tulajdonságai 

4. Az endostatin fehérje N-terminális szekvenciájával megegyezı 

HSHRDFQPVLHL-NH 2 peptid cink(II)komplexe oldategyensúlyi és NMR-

vizsgálataink alapján fiziológiás pH-n {NH2,3Nim,COO–} szerkezető, ami 

feltehetıleg megegyezik a 25 tagú fragmens kötésmódjával.  

5. A pH ~ 5 körül képzıdı [CuL]+ komplexben már az albuminszerő 

{NH 2,N
–,N–,Nim} kötésmód valósul meg. Kimutatható egy kismértékben 

képzıdı {NH 2,3Nim,COO–} koordinált izomer részecske is.  

6. A peptid réz(II) affinitása rendkívül nagy (pH = 7,4-nél KD = 2,6×10–15 M), 

megközelíti a réztartalmú fehérjékre jellemzı értékeket. E tekintetben érdemes 

megemlíteni, hogy az érképzıdéshez lokálisan magas réz(II)koncentráció 

szükséges, s ez utóbbi csökkentése révén lehetséges a rákos sejtek 

növekedésének gátlása. Kísérleti eredményünk azt sugallja, hogy a réz(II) 

megkötése szerepet játszhat az endostatin biológiai feladatában. 

7. A peptid képes megkötni egy második réz(II)iont is. Lúgos tartományban 

ennek környezete {Nim,3N–} szerkezettel írható le. 
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A Ni-SOD enzimek szerkezeti és mőködési modellezése 

8. A közelmúltban felfedezett nikkeltartalmú szuperoxid-dizmutáz enzimek N-

terminális szekvenciájával megegyezı HCDLPCG-NH 2 heptapeptid kiváló 

lehetıséget kínál a nikkelkötı hely modellezésére. A natív enzimben már pH ~ 4 

körül megfigyelhetı síknégyzetes elrendezıdés pH ~ 6 felett jelen van az Ni:L = 

1:1 arányú rendszerben szerkezeti izomerek formájában. Az enzimre jellemzı 

{NH 2,N
–,S–,S–} koordinált szerkezet 100%-ban csak pH ~ 9 körül alakul ki a 

nikkel(II)ion és a ligandum ekvimoláris oldatában. Ekkor viszont a peptid 

fémkötı képessége (KD = 2,0×10–15 M) már összemérhetı az enzimével. 

9. A Ni-SOD enzim Pro5 amid kötésének cisz geometriája a nikkel bekötésével 

párhuzamosan alakul ki, s az így létrejövı H-hidak stabilizálják ezt a 

szerkezetet. Peptidünk nikkel jelenlétében felvett NMR-spektrumai is a prolin 

amid kötésének cisz-transz izomériájáról árulkodnak, de a stabilizáló H-hidak 

hiányában a cisz geometria nem kizárólagos. 

10. Az [NiL]–/[NiH–1L]2– részecskék a Ni-komplexek körében kiemelkedı SOD-

aktivitást mutatnak (IC50 = 1,9×10–6 M), bár aktivitásuk két nagyságrenddel 

kisebb, mint a természetes enzimé. Ennek oka valószínőleg az eltérı 

konformációban, továbbá a Tyr9 fenolos hidroxilcsoport a szubsztrát 

megkötıdését irányító/stabilizáló hatásának hiányában keresendı. 
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A (His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 elágazó láncú peptid fémkötı 

tulajdonságai 

11. A hét aminosavból – 3 lizinbıl és 4 hisztidinbıl – álló elágazó láncú 

(His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 peptid hajlékonyabb, mint az egyenesláncú peptidek, 

így pH ~ 8-ig kizárólag az amino- és imidazolcsoportokon keresztüli bisz-

hisztaminszerő fémion-koordináció valósult meg cink(II)- és réz(II)ion 

jelenlétében. 

12. Az enyhén lúgos pH-tartományban csapadékként kiváló töltéssemleges 

réz(II)komplex pH 10 felett feloldódott amid-koordinált, csatolt öttagú 

kelátgyőrős [CuH–3L]– részecske képzıdése során. 

13. A ligandum képes két fémiont is megkötni. Rézfelesleg alkalmazásakor a 

csapadékképzıdés után kialakuló [Cu2H–5L]– komplexben a második réz 

kötésmódja eltér az elsıétıl. Feltehetıleg két amid- és két aminonitrogén veszi 

körül. 

14. Az egymagvú [CuL]2+ és a kétmagvú [Cu2L]4+ komplex oxidatív aktivitása 

elmarad a várakozásainktól, a H2dtbc autooxidációja és a  hatékony modell 

komplexek esetén mérhetı, több nagyságrendbeli különbségtıl. 

15. A hidrolitikus vizsgálatok pozitívabb eredménnyel zárultak. A kétmagvú 

[Cu2L]4+ komplex viszonylag hatékonyan hasítja a DNS-t pH = 7,1-nél, habár 

nem állíthatunk biztosat arról, hogy oxidatív módon vagy hidrolitikus úton fejti-

e ki hatását. A hasítási kísérletet megismételtük a gyantára kötött ligandum 

fémkomplexeivel is pH = 7,1-nél. A cink(II)tartalmú rendszer különösen 

aktívnak bizonyult, 18 óra alatt a DNS szuperhelikális formája teljes mértékben 

nyílt cirkuláris formává alakult. 
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