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Bevezetés és célkizések

Az élslenyek szaméara sok fémion létfontossagu, & sdervezetben a
fémionok és vegylleteik szamos folyamatban veszgekt. Mai ismereteink
szerint a biologiai folyamatokat katalizald6 enzimki. 30%-a fémion(oka)t
tartalmaz. Az atmenetifémionok szinte kizarélag niadekulahoz,
leggyakrabban fehérjékhez Kdive fejtik ki hatasukat. Hatasmechanizmusuk
felderitése nem képzelldetel a fehérjékben/enzimekben betdltott szerepik
ismerete nélkidl. Nem véletlen tehat, hogy napjhioszervetlen kémiajanak két
meghatarozé kutatasi iranya a féemtartalmi fehérjétdlloenzimek
mikodésének mind teljesebb megismerése, illetve &oghai felhasznalast
lehetvé tevb mesterséges fehérjék/enzimek kifejlesztése.

E vizsgalatok két, egymast kiegésézitanyban folynak, ugymint a nativ
fehérjék/enzimek, illetve azok kisméikanodellkomplexeinek tanulmanyozasa.
Mindkét megkozelitésnek megvannak azéngei és a héatranyai. A
makromolekulak vizsgalata nehézkes, a rendszerdhaitsaga miatt sokszor
csak nehezen értelmezbede kdzvetlen, massal nem pétolhatd informaciot
szolgéltat. Masreszt, még a legjobb modellkomplaegaisak egy torzitott képet
adnak a modellezni kivant fémkdelyrol. Viszont a fehérjéknél joval
egyszeiibbek, igy konnyebben kezelbkt egyszeibben vizsgalhatok. Altaluk
lehetvé valik egy-egy részfolyamat vagy szerkezeti maotivszerepének,
sajatsdgainak tanulmanyozasa is, ami a nativ rerglszesetében sokszor
lehetetlen. Végil, hatékony funkcionalis modellreretek segitségével lebe
valhat a gyakorlatban is alkalmazhato, terapiads szeligalé fehérjék, valamint
bioutdnzo katalizatorok/mesterséges enzimek kgzjéese.

Az eddigi ismeretek azt mutatjak, hogy az aminok&ézott a hisztidin és a
cisztein oldallancai alakitanak ki legeebb kdlcsbénhatast a legtobb
atmenetifém-ionnal. El#b addédoan a fehérjék femkidhelyeinek nagy részét

ezek az aminosavak szolgaltatjak. Nagyszamu feHérgkothelye, illetve



Természet ihlette hisztidingazdag ligandumok katbsdidsa cink(11)-, réz(11)- és nikkel(ll)ionokkal

metalloenzimek aktiv kdzpontja tartalmaz egynél btdbhisztidint.
Tanulmanyozasukhoz alkalmas modszer lehet a kikuidig modellezés, mely
rovidlancu oligopeptidek fémkomplexeinek vizsgélagélenti. Az elmult
évtizedekben igen sok hisztidint tartalmazé peptiimkomplexét
tanulmanyoztak. Ezek koziul azonban csak kevés ttedina fémion-fehérje
kolcsdnhatas valés modelljének, hiszen elvétvegiailtak tobb, 3-4 hisztidint is
tartalmazo peptidet. Ez 6sszefliggésben van az#gahrgyel, hogy a koradbban
vizsgalt cinktartalmi modellrendszerek szinte magwleenél csapadék
képadik, illetve a réz(ll)—peptid rendszerek dérnibbbségénél amidkoordinalt
részecskék dominalnak a fizioloégias pH tartomanyliaaltal megdimik mind

a szerkezeti, mind a funkcionalis analégia e pegtids a modellezni kivant
fehérjék kozott. Valosziileg emiatt sem vizsgéaltak utobbi 6ldg e
metallopeptideket hidrolitikus és oxidativ enzimfeikkcionalis modelljeiként.
A modellrendszerek kifejlesztésének tovabbi prolBigmhogy az enzimek aktiv
kozpontjanak kornyezete sok esetben rogzitett ezettel rendelkezik, raadasul
a fémionhoz kdtdé donorcsoportok sokszor a szekvencidban egym&ptol |
tavol helyezkednek el. Mindezek komoly nehézsége@igtasztanak a (kis)
peptidekkel valé modellezés terén.

A biokémiai kutatadsok eredményeként viszont aziélévekben nagyszamau
fehérje/enzim esetén azonositottak viszonylag rinigzitett szerkezettel nem
rendelked, hisztidinben gazdag alegységeket. Ezek a biomaelagyéb
részeibl jorészt fuggetlendl ikddve nagy jeleriséggel birnak az adott funkcid
ellatasa szempontjabol. A szekvencidk a legtobtbesees fémkot helyek,
melyek6l igazoltak, hogy a fémion koordinaciéja meghataedkiegésziti a
fémtartalma fehérje/enzim funkciojat. Fémionokkahklds koélcsonhatasuk
megismerése alapveh hatasmechanizmus feltarasa szempontjabaol.

Az értekezésben disorban ilyen, viszonylag rovid, hisztidinben gazdag
szekvenciak — tbbbek kozoétt a terapias felhaszrélistiségét is magukban

hordozo peptidfragmensek — fém&&iajatsdgainak vizsgalata szerepel.



Természet ihlette hisztidingazdag ligandumok katbsdidsa cink(11)-, réz(11)- és nikkel(ll)ionokkal

Az el f6 fejezetben aAc-His-His-Pro-His-Gly-NH, ésAc-His-His-Pro-
His-Gly-His-His-Pro-His-Gly-NH, penta- és dekapeptidek cink(ll)- és
réz(l)komplexeivel a hisztidin-gazdag glikoprotefdlRG) fémkodbhelyeinek
szerkezeti modellezéséiztik ki célul. A HRG egy az emberben is jetent
koncentraciéban éfordulo plazmafehérje, melynek hisztidinben gazoagodja
(HRR) egy tandem mddon ism&db szekvenciat tartalmaz. (llyen a human
HRG-ben 12-szer egymas utan isrbédl (G)HHPH(G) fragmens). A kutatasi
eredmények arra utalnak, hogy HRR szamos bioldgigamat szabalyzasiban
vesz részt, melyekben alap¥etszerepet kap ezen alegység kuloboz
fémionokkal (példaul Zn(ll), Cu(ll)) kialakitott & kdlcsdnhatasa.

A dolgozat masodik részében a rakellenes hatasltacialmi endostatin
fehérje N-terminalis szekvencigjaval megedydiis-Ser-His-Arg-Asp-Phe-
GIn-Pro-Val-Leu-His-Leu-NH, peptid cink(ll)- és réz(ll)komplexeit
tanulmanyoztuk. Legujabban kimutattak, hogy a 2fith-termindlis fragmens
és a teljes fehérje tumorellenes aktivitasa megekyd@ cink(ll)ion jelenléte
mindkét esetben szikséges a tumorellenes hatdgésdeez. Az altalunk
eléallitott és vizsgalt tizenkét tagu peptid nagy eaidiséggel tartalmazza
azokat az oldallancbeli donorcsoportokat, melyekorémalodhatnak a
fémionhoz a 25 tagu fragmensben. Erdekes, hogyndmstatin a szabad N-
termindlis aminocsoport €s a harmadik helyen tatélhhisztidin révén
agynevezett ATCUN motivum is, mely igen hatékong(hgkotohely szamos
fehérjében.

A HRG és endostatin jelafgége tumorellenes sajatsagaikban rejlik, melyet
az érképédés (angiogenesis) szabalyozasdban résgtusakromolekuldkhoz
valé kotdeés réeveén fejtenek ki, féemionok (példaul Zn(l)ej@étében. Hatasuk
mechanizmusa azonban maig nem ismert. E tekintetbelekes az a
nemrégiben kozolt megfigyelés is, hogy az angiogishez lokalisan magas

réz(ll)koncentracio szikséges, s ez utobbi cstésentéven lehetséges a rakos
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sejtek novekedésének gatlasa. E hisztidinben gazagmidek ilyen célra
alkalmasak lehetnek.

Bar csak egyetlen hisztidint tartalmaz, tematikuspgn illeszkedik
kutatdsainkhoz a koézelmultban felfedezett, nikKgHitalmi szuperoxid-
dizmutaz csalad N-termindlis fragmensének féihkdajatsagait feltaro
torekvésiunk, mely értekezésem harmadik pillérétekepAz enzimben a
katalitikus hatasért felés nikkel mind oxidalt (N), mind redukalt (Ni)
formaban kizarélag a Hisl, Cys2 és Cys6 aminosamakkotdik. A
HCDLPCG-NH, heptapeptid kivalo lehé&téget teremt a nikkelk®t hely
valoszeti modellezésére. E metallopeptid SOD-aktivitAsanakaa jol ismert
Cu,Zn-SOD-dal, ill. a Mn/Fe-SOD-dal valo 6sszehdisésa pedig lehéséget
kinal a szuperoxid dizmutalasara vonatkozo @lstratégia feltarasara, melynek
segitségével példaul nagyhatékonysagu antioxidantgleszthetk ki a
jovében.

A fentiekben vizsgalt peptidfragmensek viszonykgovidsége ellenére a
fémion(ok) megkotésében a fehérje egyéb részei jgsaanak szerepet, a
fémionkdt helyeket kialakit6 aminosavak egymas kozvetlemmszédsagaban
helyezkednek el. A természet altal ,kifejlesztdtinkobhelyek a nagyszamu
hisztidin (illetve a SOD modell esetén ciszteinfladlanc miatt varhatéan a
metalloproteinek aktiv centrum&hoz hasonléo kornggdzalakitanak ki. Az
endostatin és a Ni-SOD tovabbi k6zos sajatsagay heogehériében nem
rendelkeznek szigorlan rogzitett szerkezettel, ehisz N-terminalis
fragmenseldl van sz6. A HRG peptideknél a szerkezeti analagggt ndveltik,
hogy védcsoportok alkalmazasaval meggatoltuk mindkét teafrgncsoport
fémion-koordinacidjat. Ezek alapjan kikiszobothea rovidlancu peptidek
modellként torteé alkalmazasanak egyik komoly, gyakran emlegetdthga,
hogy a makromolekula térbeli szerkezélébkonformaciojabdl szarmazo
hatdsok nem érvényesilnek a kismolekulak vizsdaataAz altalunk

kivalasztott, természet ihlette fragmensek 6énmagnkb alkalmasak lehetnek a
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fémionok stabilis, kizar6lag oldallancok Aaltali nké¢esére, s ennek
kovetkezmeényekeént az adott funkcio ellatasara.

A fémtartalmi fehérjék/metalloenzimek tkddésének mind teljesebb
megismerése mellett a bioszervetlen kémia masikhatagoz6 kutatasi iranya a
gyakorlati felhasznélast lelé@® teww mesterséges fehérjek/enzimek
kifejlesztése. A hidrolitikus feladatot ellatd midaukledzok és az oxidacios
folyamatokat katalizald 2-es és 3-as tipusu regdtatt enzimek szerkezeti és
miikodési modellezése mind nagyobb figyelmet kapotti@bbi években. Az
irodalombol mind a metallohidrolazoknak, mind ataéalmu oxiddzoknak
szamos funkciondlis modellvegyllete ismert. Ezekntsz kivétel nelkul
szintetikus ligandumok fémkomplexei. Az utdbbiékey fémion—peptid
rendszereket ilyen célbdl szinte egyaltalan nensgéaftak, ugyanis a rez(ll)—
peptid rendszerek ddhttobbségénél amidkoordindlt részecskék dominaltak a
fiziologids pH-tartomanyban. Ezaltal mef@isz mind a szerkezeti, mind a
funkciondlis analogia e peptidek és a modelleznaki fehérjek kdzott. Az
amidkoordinacié ugyanis jelefgen csokkenti a fémion Lewis-sav jellegét,
illetve stabilizalja a réz +2-es oxidaciés allapptami a katalitikus hatas
drasztikus csokkenésével jar mindkét reakciotipusetém. Ugyanakkor
nagyszamu hisztidin-peptid fémkomplex vizsgalatenutatott arra, hogy a
ligandum koordinaciés moddja nagymértékben flgg sztidin-alegység(ek)
szamatdl, a peptidszekvenciaban betoltott hélyétlletve a koérnyeé
donorcsoportok mitségébl. Kutatdocsoportunkban alkalmasan megvalasztott
peptid-szekvenciaval lelistéget  teremtettink  az amidnitrogének
koordinaciéjanak megakadalyozasara a semleges pHil, k& igy a
metalloenzimek szerkezeti és funkcionalis modefiere

E stratégia folytatasaként értelmezhelolgozatom negyedikéf fejezete,
melyben egy Uj tipusu ligandum koordinaciés kémmiaelkedését mutatjuk be
cink(l)- és réz(Il)ionok jelenlétében. Az eddigipiasztalatokat figyelembe véve
megterveztik gHis);-(Lys),-Lys-CONH, hét aminosavbél — 3 lizidib és 4
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hisztidindl — allé eldgazd lancu peptidet. A C-terminalisidiza és €
aminocsoportjahoz kapcsolt két lizin aminocsopodjnégy hisztidin hoz 1étre
peptidkotést. igy nagy kéhelydiriséget tudunk biztositani a fémion(ok) koril,
hiszen az elagazdé lanca peptid agai joval flexsblbek, mint az egyeneslancu
peptidek. A ligandum nyolc &ldleges nitrogéntartalmi Kkitellyel
rendelkezik. Egy ilyen vegyilet véarhatéan képez aonly kétmagvu
fémkomplexet, amely hatékony nukledz és/vagy oxigdmzimmodellként

viselkedik.
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Alkalmazott és vizsgalati modszerek

A szilard fazisu peptid szintézisselé@llitott ligandumok protonalodasi
allandoit, illetve a cink(ll)-, réz(ll)- és nikkélfjkomplexek 0Osszetételét és
stabilitasi allandoit potenciometrias modszer ségjével hataroztuk meg. A
titrdlasokat vizes, illetve az endostatin fragmessetében 80/20 (m/m%)
dimetil-szulfoxid/viz k6zegben is elvégeztik 298 0,1 K ibmérsékleten, 0,1
mol/dn? ionesség mellett, inert argon atmoszféra alatt. A késiéadatok
kiértékeléséhez a SUPERQUAD és a PSEQUAD tnezamitdgépes
programokat hasznaltuk. Réz(ll)- és nikkel(ll)ionokelenlétében a
komplexképadés nyomon kovetése és a kialakul6 komplexek szet&erek
meghatarozdsa érdekében UV-lathatdé elektrongegmsztés cirkularis
dikroizmus (CD) spektrumokat vettiink fel. Az egyészecskékhez rendeltiet
egyedi spektrumokat a PSEQUAD figwogram segitségével szamitottuk ki. A
HRG-peptidek fémion(ok) jelenlétében, illetve tdetdben kialakulo
térszerkezetének vizsgalatara szinkrotron radiaciid (SRCD)-méréseket
végeztiink a 180-260 nm hullamhossz tartomanyban.é4®D *H-NMR-
meérések segitségével igyekeztink a koordinalodéorddomok szamarol,
minéségédl és a fémion kordl kialakuldé geometriardl pontds&iépet kapni. A
réz(l)komplexek szerkezetének alaposabb feltaéadakében pH fudgESR-
méréseket is vegeztink. A fémkomplexek oxidativhigolitikus aktivitasat
tesztreakciokkal vizsgaltuk. Az eldgazé lancu pmeptéz(l)komplexeinek
pirokatechin-oxidaz aktivitasat a 3,5-ditercbuiilgkatechin spektrofoto-
metriasan kovethét oxidacidja alapjan hataroztuk meg. A Ni-SOD-modell
szuperoxid-dizmutaz aktivithsat a xantin/xantind@z reakcié sorarnn situ
termelt Q™ és a nitroblue-tetrazolium-klorid (NBT) kozoéttialecid gatlasanak
alapjan hataroztuk meg. Az elagazo lancu peptidkéénplexeinek a termé-
szetes DNS-re, mint makromolekularis szubsztrategtétt hidrolitikus hatasat
a pUC18 cirkularis DNS gélelektroforézis vizsgalaiédovettiik nyomon.
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Uj tudomanyos eredmények

A HRG hisztidingazdag tartomanyabdl szarmaztatottHMPHG-
NH, (HP1) és Ac-HHPHGHHPHG-NH (HP2) peptidek fémkét
tulajdonsagai

1. A HRG His/Pro-gazdag regiojahoz hasonléan mihdgéptid SRCD-
spektruma poliprolin Il szerkezetre utalé6 mintaraesz fel. Eredményeink sze-
rint az 1:1 fémion:ligandum aranyd rendszerekben-pHig a peptidek eltér
stabilitassal ugyan, de kizarélag oldallancaikoreketil kotik meg a cink(ll)-

és rez(ll)ionokat.

2. Lugos kdzegben a cinktartalmd oldatokban csdpadig a réztartalmu olda-
tokban valtozatos amidkoordinalt részecskék &dpek. Az ESR-mérések alap-
jan az 1:1 aranyiHP1-réz(ll) és az 1:2 aranydlP2-réz(ll) rendszerekben
dimerek képédnek pH 7-10 kozott.

3. A pentapeptiddel ellentétben HP2 semleges kdzegben nagy affinitasu
kotohelyet biztosit mindkét fémion szamara, legalabbgynéimidazol
donorcsoport kizarélagos koordinécidja révén. Asb éémion koordinalédasa
soran a dekapeptid konforméacioja megvaltozik, s dggpnasodik fémion egy
kedvezményezett kételyet foglalhat el. Az [ML]*" részecskék brutto
stabilitasi allandoja figyelemre mélt6é extra stadditiordl () tandskodik aHP2
kétmagvi komplexeiben, 6sszevetve H®P1 [ML]* komplexeivel: Az, =
l0gBzn,Hp2) — 2 % l0@Bnpyy = 1,91 illetveAc, = l0gBeuypz) — 2 % 1096cuppy =
2,08). A rendszereinkben tapasztalt egymasseg)itt fémionmegkétésnek

konformacios atalakulas lehet az oka, és nem kibhddy a nativ HRG-ben is

hasonlo folyamatok jatszédnak le.
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Az endostatin N-termindalis fragmensének fénskidlajdonsagai

4. Az endostatin fehérje N-terminalis szekvencidiav megegyei
HSHRDFQPVLHL-NH , peptid cink(Il)komplexe oldategyensulyi és NMR-
vizsgalataink alapjan fiziologias pH-n {NEN;,,COO} szerkezei, ami

feltehetleg megegyezik a 25 tagu fragmens kétésmaodjaval.

5. A pH ~ 5 korul képgds [CulL]® komplexben mar az albuminsger
{NH N ,N",Ni.,} kotésmod valdésul meg. Kimutathatdé egy kismértékbe
képzdé {NH ,,3N,,,, COO} koordinalt izomer részecske is.

6. A peptid réz(ll) affinitasa rendkiviil nagy (pH754-nél I = 2,6x10™ M),
megkozeliti a réztartalmu fehérjékre jelleimartékeket. E tekintetben érdemes
megemliteni, hogy az érkéfieshez lokalisan magas réz(ll)koncentracio
szikséges, s ez utobbi csokkentése révén lehetsagasmkos sejtek
novekedésének gatlasa. Kiseérleti eredménytink agallgy hogy a réz(ll)
megkotése szerepet jatszhat az endostatin bioli@gaiataban.

7. A peptid képes megkotni egy masodik réz(ll)iemit Lugos tartomanyban

ennek kornyezete {N,3N} szerkezettel irhato le.
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A Ni-SOD enzimek szerkezeti ésikvdési modellezése

8. A kbzelmultban felfedezett nikkeltartalmi szuped-dizmutdz enzimek N-
termindlis szekvenciajaval megegye HCDLPCG-NH, heptapeptid kivalo
lehetséget kinal a nikkelkéthely modellezésére. A nativ enzimben mar pH ~ 4
koral megfigyelhet siknégyzetes elrend&es pH ~ 6 felett jelen van az Ni:L =
1:1 aranyu rendszerben szerkezeti izomerek forraajdBz enzimre jellendz
{NH,,N",S,S} koordinalt szerkezet 100%-ban csak pH ~ 9 kofékal ki a
nikkel(ll)ion és a ligandum ekvimolaris oldatabaBkkor viszont a peptid

fémkot képessége (K= 2,0x10°M) mar 6sszemérhétz enzimével.

9. A Ni-SOD enzim Pro5 amid kétésénelkz geometrigja a nikkel bekdtésével
parhuzamosan alakul ki, s az igy létréow-hidak stabilizaljak ezt a
szerkezetet. Peptidink nikkel jelenlétében feNMR-spektrumai is a prolin
amid kotésénekisz-transzizomérigjardl arulkodnak, de a stabilizal6 H-hidak

hianyaban &iszgeometria nem kizarélagos.

10. Az [NiL]/[NiH_.L]?* részecskék a Ni-komplexek kdrében kiemetk8®D-
aktivitast mutatnak (1§ = 1,9x10° M), bar aktivitdsuk két nagysagrenddel
kisebb, mint a természetes enzimé. Ennek oka \ialdeg az eltéf
konformacioban, tovdbba a Tyr9 fenolos hidroxilesbp a szubsztrat

megkdotdését iranyitd/stabilizaldo hatdsanak hianyabanskee.

10
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A (His),-(Lys),-Lys-CONH, elagazo lancu peptid fémkot

tulajdonsagai

11. A hét aminosavbdl — 3 lizidb és 4 hisztidinbl — all6 elagaz6 lancu
(His)4-(Lys)>-Lys-CONH,, peptid hajlékonyabb, mint az egyeneslancu peptidek
igy pH ~ 8-ig kizar6lag az amino- és imidazolcsopkon keresztllibisz
hisztaminszdr fémion-koordinaciéo valosult meg cink(Il)- és rép@n

jelenlétében.

12. Az enyhén lugos pH-tartomanyban csapadékkéwdlditoltéssemleges
réz(Ihkomplex pH 10 felett feloldodott amid-koondilt, csatolt ottagu

kelatgyiris [CuH.sL] ™ részecske képdése soran.

13. A ligandum képes két fémiont is megkotni. Riedfieg alkalmazasakor a
csapadékkegmés utan kialakuld [GHl_sL]™ komplexben a masodik réz
kotésmodja eltér az @létl. Feltehebleg két amid- és két aminonitrogén veszi

korul.

14. Az egymagvl [Cul]] és a kétmagvi [GL]** komplex oxidativ aktivitasa
elmarad a varakozasainktol, adtbc autooxidacidja és a hatékony modell

komplexek esetén mértietobb nagysagrendbeli killonbségt

15. A hidrolitikus vizsgalatok pozitivabb eredméahyarultak. A kétmagvu
[Cu,L]*" komplex viszonylag hatékonyan hasitja a DNS-t pH,Enél, habar
nem allithatunk biztosat arrol, hogy oxidativ médagy hidrolitikus uton fejti-
e ki hatasat. A hasitasi kisérletet megismételtiggyantara kotott ligandum
fémkomplexeivel is pH = 7,1-nél. A cink(l)tartalméendszer kilondsen
aktivnak bizonyult, 18 6ra alatt a DNS szuperhdikkibrmaja teljes mértékben

nyilt cirkularis formava alakult.
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