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I. Elméleti szdmitdsok alapjan ugy
terveztiink meg két, a biborsav foszfatiz
enzimek aktiv centrumat modellez6
peptidet (YKDPPTDHLDQDVLDLPHHN
= L1 és DPPQVPHLYGLFQINDTVH-

GCCHN = L2), hogy azok mér a fémionok ‘C?(r )

tavollétében is az azok  megkotéséhez )

sziikséges konformécidt alakitsdk ki. A két J X}\

peptidet mind kémiai, mind bioldgiai Gton

el6allitottuk. Az utobbi esetben a termek Fig. 1. The proposed structure of L1 peptide able to
egy modositott  glutation-S-transzferdz preform two adjacent metal ion binding sites with
fehérje mely a C termindlis részen an aspartic acid side-chain between them.
tartalmazza a célpeptidet. E moddositott
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kromatogréfia segitségével tanulmanyoz-
tuk. Kimutattuk fenti szekvencidk szerepét
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a cink(I) ionoknak e moddositott 4001

fehérjékhez  val6  kotddése  soran. e A A

Vizsgdlatainkat a fuziés fehérjét nem xnm

tartalmazé peptidek elddllitasdval és

tanulmanyozésdval folytattuk. pH-metrids Fig. 6. SRCD' spectra of the GST-L1 prote.in in the

és CD vizsgdlatokkal igazoltuk a presence of increasing Zn(II)'concentTatllon. The
; .. . . metal ion to protein molar ratios were: 0:1 (solid

célvegyiilet, a kétmagva Zn(II)-Fe(II) line) 2:1, 10:1, 21:1and 500:1.

komplex képzddését [2].

II. A bonyolultabb peptidmolekuldk oldatainak vizsgalata szamos Uj kihivast jelentett, fOként
a rendelkezésre all6 kis anyagmennyiségek miatt. Az oldatbeli szerkezetvizsgdlé mddszerek
koziil kiillonos jelentdséggel bir a CD spektroszkdpia, mely mind a ligandum, mind pedig a
fémionok viselkedésére informaciét nyudjthat. Vizsgaltuk az egyszerli hisztidintartalmu
(acetilezett) peptideken keresztiil az aminosav oldallancok hatdsat a CD spektrumok lathato
tartomanydba esdé d-d 4tmenetekre. A hisztidinben 1év0 oldallinc koordinicidja a
peptidkomplexekben jelentds kirdlis hozzajarulast eredményez, ami minden esetben pozitiv
(illetve kevésbé negativ) Cotton-effektusban nyilvanult meg, és a spektrumok alakja a
hisztidinnek a szekvencidban elfoglalt helyével jelentdsen valtozott.
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Erdekes megfigyelés volt, hogy a koordinaciés szféraban 1évé ligandumok kolcsonhatdsa
tovabbi kirdlis hozzdjaruldsokat eredményez. A hisztidint az N-termindlis végiikon tartalmazo
peptidek esetében dltaldnos jelenség, hogy a hisztamin-tipusd koordinaciéju biszkomplexek
CD jelének intenzitdsa mintegy egy nagysagrenddel nagyobb, mint a monokomplexeké.
Mivel mindkét ligandum csak az imidazol-nitrogénjével €s a termindlis aminocsoportjaval



koordinalodik, a jelenség azzal magyardzhatd, hogy a biszkomplex stabilis cisz-izomerében
az egymashoz kozel keriild imidazolgylriik sztérikus okokbdl az ekvatoridlis sikbol
propellerszertien kifordulnak. E magyarazat helytallosdgat szemiempirikus szamitdsok, illetve
egykristalyszerkezet is aldtdmasztotta. A fenti eredményeket kelld koriiltekintéssel
alkalmazva, pontos oldategyensulyi vizsgélatok és szamitott egyedi CD spektrumok alapjan

néhany bonyolultabb réz(Il)-komplex oldatbeli szerkezetére is j6 becslést adhatunk [3].

III. A kordbban A&ltalunk (is) vizsgdlt N-Ac-HHGH peptid kedvezd sajatsdgainak
tovabbfejlesztése érdekében eldallitottuk a prolin tartalmazd N-Ac-HPHH-NH, (L3) peptidet,
vizsgaltuk kolcsonhatdsat Ni(II), Cu(Il) és Zn(Il) ionokkal, és a komplexek enzimutidnzé
sajatsagait. Zn(II) jelenlétében pH 7 korii, a ZnL. komplex képzddése utan,
csapadékképzddést tapasztaltunk. A {3Ni,} koordindci6éju NiL részecske meglepden széles
pH-tartomdnyban dominéns részecske s csak pH 9 felett alakul 4t a siknégyzetes NiH_,L
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Scheme 1. The schematic drawing of

Fig. 1. Species distribution diagram for the copper(IT):HPHH systems. the solution SLFL‘I.L'[L‘I.EL':R of mumr.
cog = €L = B0 % 1074 M; (7= 0.1 M NaCl, and 7= 298.0 + 0.1 K). copper(Il} complexes of HPHH ligand.

komplexszé. Cu(Il) jelenlétében pH 6-8 kozott elobb az amid-koordinalt CuH_;L majd a
CuH_;L(OH) vegyes hidroxokomplex vélik domindnssa. E két részecske multifunkcionélis
katalitikus sajatsagot mutat, hiszen hatékonyan eldsegitik a szuperoxidgyok diszproporcid-jat,
a di-tercbutil-pirokatechin O, éltali oxidécigjat, valamint a 2-hidroxipropil-4-nitrofenil-foszfat
atészterezési reakcidjat is [4].

IV. A HXH szekvenciidt tartalmaz6
peptidek nagy stabilitdsd {Nijn,N N, Nin}
koordinacidju réz(1I) komplexeket
képeznek pH 7 koriil, ami megakadalyozza
a metalloproteinekre oly jellemzd {3Nin}
kotésmod dominancidjat. Ennek
kikiiszobolése volt célunk az N-Ac-
HPHPH-NH, (L4) peptid eldallitasdval,
azonban pH 7 felett mind réz(II), mind
cink(Il) jelenlétében vegyes hidroxo-
komplexek véltak ki az oldatb6l. A
komplexek  oldhatésdganak  novelése
érdekében elballitottuk a polaros lancvégi

aminosavakat tartalmazé N-Ac- i 80 6o 70 o 6o e o
. . oH
KHPHPHQ_NHZ (LS) peptldet‘ EZ mar a Fig.2 The speciation diagrams of the (a) copper(i1)- and (b) zinc(y-1.2
teljes pH-tartomédnyban vizoldhat6 T TORK o o thevpacin- sty o s bete_sre oglcte
;i . ., for the reason of simplicity. The circles in (b) represent the profile of
komplexeket el‘edmenyezett mlndket the abtained rxsdudo-ﬁr;sl o}mb-r rate constants rﬁ-’: is a corrected value
by pH-dependent rate constants referring to the autohydrolysis of the

fémionnal, €s a sem]eges pH_tartoma'_nyban substrate) in the hpnp hydrolysis assay.



valbban  nem  tapasztaltunk  amid- részecske mind egy aktivalt

deprotondlédast. Ismereteink szerint ez foszforsavdiészter, mind egy cirkularis
volt az els6é kisméretli peptid amely, a DNS jelenlétében (a protondlt lizin
semleges pH tartomdnyban  {3Njy} eldsegitheti a DNS-hez valé kotddést)
koordinacidju MHL komplexek jelentds nukleaz aktivitast mutatott [5].

kialakuldsa révén képes oldatban tartani
mind a réz(Il), mind a cink(II) ionokat. Ez
a szdmos metalloenzim aktiv centrumdra /

\ 1
emlékeztetd kotohely azok funkciondlis o oy U,__:-"/ H!:”;H-é---({j
modelljeiként is Ha\gﬁ.a’v.l\i \(

szolgél, hiszen a pH 7-9 kozott képz6do o e UH?}‘\A Q\\ffmu
{3Nin} ill. {3Nim,OH} koordiniciéjd g -4 Ry
CuHL és CuHL(OH) kompleXCk jelent('is Scheme 1 The schematic structure of the {3 X Ny} coordinated metal
SOD aktivitassal rendelkeznek. o eEpid o L1 sorolorm st s St « ovuadionted et o
Ugyanakkor a {3Nim,OH} (e . and . teminas of L septae th ave i fvesrabls i o
dOIlOI'CSOpOI'tOkkal bir(’) ZnHL(OH) deprotonation in basic solutions are also highlighted in bold

V. Vizsgdltuk 1,4-bisz[(1,5,9-triazaciklo-dodekan-3-iloxi)metil]benzol (L6) és az 1,3,5-
trisz[(1,5,9-triazaciklododekan-3-iloxi)metil]-benzol (L7) zinc(Il) komplexeit s azok RNaz
aktivitasat. Fémion felesleg esetén L6 kétmagvi, mig L7 harommagvi komplexek kialakitasara
is alkalmas. Eredményeink szerint L6 kétmagvi cink(Il) komplexe meglepden nagy
stabilitdssal képes megkotddni két szomszédos guanin bédzishoz koordinativ és H-hidas
kolcsonhatdsok révén. Hidrolitikus hatdsa viszont épp két szomszédos guanin bazist tartalmazé
szubsztratok esetén (pl. 5’-GpG-3’) a legkisebb. E szubsztrat hidrolizisét viszont jelentésen
eldsegiti L7 harommagvu cink komplexe. Ennek magyardzata, hogy két Zn-makrociklus
alegység szelektiven megkotddik a két szomszédos guanin bdzison, igy a harmadik Zn-
makrociklus mar idedlis pozicidban lesz a bazis-szelektiv hidrolizis eldsegitéséhez [6].
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VI. Néhany Gram-negativ patogén baktérium Cu,Zn-SOD enzimje egy hisztidinben gazdag
N-terminalis toldalékot tartalmaz, amelyrdl feltételezhetd, hogy szerepet jatszik az enzim
Cu(Il)-felvételében. Termodinamikai adatokkal prébaltuk aldtdmasztani ezt a feltételezést,
ezért vizsgaltuk a H. ducreyi Cu,Zn-SOD N-termindlis részletének (HGDHMHNHDTK, L8)
Cu(II)- és Zn(II)-komplexeit.
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Fig. 9. Schematic structure of L and the three major metal binding sites (denoted by ©, 01 and <) of the CuH_,L isomers



Cu(Il) jelenlétében rendkiviil stabilis, vizoldhaté egy-, két és harommagvi komplexek
képezddnek. Cu/L=1/1 ardnyndl pH 7-8 kozott a {NH;,3Ni,) koordiniciéja CuHL komplex
domindl (Cu** + HL = CuHL, logK = 11.73). Ismereteink szerint az osszes eddig vizsgalt
peptid kozill L8 koti, oldallanci csoportjai 4ltal leger6sebben a rezet a fizioldgids pH-n.
Kétszeres fémfeleslegnél pH = 7 koriil a {NH,Nin,COO™ }+{Nijn,2N " ,Nin} koordinécidju
Cu,H_ L komplex az uralkod6. Cink jelenlétében szintén nagy stabilitdsu komplexek
képz8dnek (pl. Zn** + HL = ZnHL, log K = 8,84), igy a rézhez hasonléan pH 7 koriil a cinket
is ez a szekvencia koti a legerdsebben, oldalldnci csoportjai altal, az irodalomban eddig
vizsgalt peptidek koziil. NMR vizsgélataink alapjan a ZnHL komplex {NH3,3Nim,Spme;, COO™}
koordinacidjd, mig a ZnL esetén nyolc donorcsoport is kotddik (NH2,4Nim,Sme, COO,0H"),
igy valdszintileg izomerek képzddnek.

A 100 B 100

Fig. 6. Speciation diagrams of the copper(ID-L system. || [Lloe=1/1 (A, 211
(B) and 3/1 (CJ. ([L] =D.001 M. T=298 K, [ =0.1 M NaCl, the species are denoted by
their pgr numbers ).

A peptid rendkiviil nagy fémion affinitdsa megkozeliti a bakteridlis réz-, és cinktartalmu
fehérjékét, ami megerdsiti az N-termindlis hisztidinben gazdag domén feltételezett réz(Il)
chaperon funkcidjit, és hasonld szerepet sejtet a cink esetén is (lasd még XIII). Ez a
baktérium tulélési esélyeit javitja fémion hidnyos kornyezetben (dltaldban jellemzd a
gazdaszervezetekre). Erdekes médon a CuHL komplex jelentds SOD-aktivitast mutat pH 7,4-
nél, ami a nativ enzim ~ 5%-a. Ez a tapasztalat felvetheti az N-terminélis domén alternativ
funkcidjanak lehetdségét is, mint dtmeneti, kis aktivitasa katalitikus centrum [7].

VII. A HRG egy a vérplazméban viszonylag nagy mennyiségben megtaldlhaté fehérje. Az
emberi HRG tobb doménbdl épiil fel. A kozponti hisztidin-gazdag régié két prolinban gazdag
régid kozott helyezkedik el, s benne 12-szer ismétlodik a HHPHG szekvencia. Sajatos, tobb
alegységbdl felépiilo szerkezetének koszonhetéen a HRG bioldgiai funkcidi is valtozatosak.
Szabdlyozé szerepet jatszik a  véralvadds, vérrogképzodés és  vérrdgoldodas,
leukocitavandorlas, érképzddés (angiogenesis), daganatok attételezddése és fejlodése sordn,
sOt antibakteridlis és gombadl6 hatdssal is rendelkezik. HRG erds kolcsonhatdsba keriil tobb
kétértékli fémionnal, foként cinkkel, ami szdmos esetben sziikséges az adott feladat
ellatasdhoz. Az antiangiogén, antibakteridlis €s gombadld aktivitds is a HRR-hez rendelhetd.
Az antiangiogén hatés kifejtéséhez elengedhetetlen a HRR szakasz kiszakadasa a fehérjébdol.

Munkénk sordn vizsgiltuk az ismétlodé pentapeptid (N-Ac-HHPHG-NH,, L9) és annak
dimerjének (N-Ac-HHPHGHHPHG-NH,, L.10) (kolcsonhatdsat cink(Il)- és réz(Il)ionokkal.
Eredményeink szerint a semleges pH-tartomdnyban a monomernél az ML, mig a dimernél az
M,L komplexek domindlnak, melyekben a fémionok kizarélag a His oldallincokhoz
kotddnek. A két egységbdl felépitett dekapeptidben az elsé fémion a monomer pentapeptidhez
képest eltér6 moddon, nagy valdszintséggel a (H)HPHGH szakaszon koordinalédik. Ezt
aldtdmasztjadk a modositott szekvencidji hisztidin-prolin tartalmi peptidek cink(Il)- és
réz(Ikomplexeinek részletes vizsgdlatdval nyert szerkezeti és stabilitdsi adatok is. Az els6
fémion koordiniciéja a dekapeptidben olyan peptid konformécié véltozast eredményez, mely
eldsegiti a masodik fémion felvételét, és ez extra stabilizdcidt eredményez. Ez hasonlé a nativ
HRG [épcsozetes cink(Il) megkotésében megfigyelt kooperativ hatdshoz, s annak



magyarazataul szolgdlhat. Az Ac-HHPHG-NH2 ligandum réz(I)ionok jelenlétében, ligos
pH-tartomdnyban, a H-P kozti peptidkotés hidrolitikus hasaddsaval fragmenseire bomlik, ami
fontos lehet annak tiikrében, hogy a HRG antiangiogén/antitumor hatdsdnak kifejtéséhez a
HRR-nek ki kell szakadnia a proteinbdl.
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L9 egymagvu és L10 kétmagvu komplexének feltételezett szerkezete

VIII. Kordbban vizsgdltuk az 1,3,5-
trideoxi-1,3,5-trisz(dimetilamino)-cisz-ino- HO CHs OH
zitol (tdci) kétmagvid Cu(Il) komplexeit, iN’ Ho
melyek rendkiviil hatékonyan, kozel 9
nagysidgrenddel  képesek  foszforsav-
diészterek hidrolizisét felgyorsitani. Jelen
projektben a ligandum kevésbé rigid
monometil szarmazékat 1,3,5-trideoxi-
1,3,5-trisz(metilamino)-cisz-inozitol (tmci,
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Scheme 1. The structure of tmci.

L11) vizsgaltuk. A két ligandum hasonl6 410" | o
koordi-nacios sajatsagokkal, viszont 3xio” | '-,_‘

alapvetéen eltéro katalitikus “w pa0 | ‘;‘
tulajdonsagokkal bir. Mig a tdci & ) "
komplexek hatdsa szelektiv a foszforsav- b -,‘ '
diészterekre, addig a tmci komplexei et
szelektiven hidrolizaljak a el
foszforsavmonodsztereket. A Ketmagvli e e e ettt sy o

Cu2H73L komplex kOZGl 6 nagységrenddel points to show the tendency)
és gyorsitja meg a 4-nitrofenil-foszfat
hidrolizisét, egyediildllban nagy érték

6.0x10° e
kétértékli fémionok komplexeinek korében | LAY
[9]. Kinetikai vizsgdlataink egy érdekes -, 4000%) b e
jelenségre, az un. szubsztrdt inhibiciéra 2 o] . ..
utalnak, ami ugyan gyakori enzimeknél, de L “-\\.
nagyon ritkdn jelentkezik biomimetikus 002 - : : .
modelleknél. Ennek oka a foszforsav- pH
monoészterek Viszony]ag erds koordina- Figure 2. p-dependence of the ks, values forthe hydolysis of NP i the copper(Il —
. . . . . 2:1 system (expe = 1.25%107 M, Cigei = 5.0x107 M. T = 298 K. the dashed line simply connects
ciés sajatsdgaira vezethetd vissza. Ez the poats to show the tendency).

utébbi jelenségrol egy késObbi
kozleményben fogunk beszamolni.

IX. A multihisztidin tartalmu aktiv centrumok modellezése céljabol eldallitottunk két elagazd
lanci peptidet ((NH,-His)s-(Lys),-Lys-CONH,, L12 és (N-Ac-His)s-(Lys),-Lys-CONHy,
L13). E peptidek képesnek bizonyultak két ekvivalens fémion (réz(I) és cink(Il))



megkotésére is pH ~ 7 koriil, anélkiil, hogy amid-nitrogén deprotonalddést tapasztaltunk
volna. Bar e komplexek rendelkeznek DN4z aktivitdssal, az szerénynek mondhat6. Azonban
az ilyen tipusi ligandumok szdmtalan lehetdséget kindlnak a donoratomok szdmanak és
mindségének valtoztatdsara, igy tovabbi ligandumok elddllitasat tervezziik egyéb funkcids
csoportok beépitésével. Tanulméanyoztuk a szilard hordozoéra rogzitett
L12 és L13 fémkotd hatdsat és DNaz aktivitdsat is. A 2008-as évben elddllitott két
multihisztidin eldgaz6 lanci peptidet ((NH2-His)4-(Lys)2-Lys-CONH2 és (N-Ac-His)4-
(Lys)2-Lys-CONH2)) tovéabb tanulmanyoztuk, egyrészt szildrd hordozéra rogzitve, masrészt
réz(Il) és cink(Il)ionok egyiittes jelenlétében. Mind a rogzitett komplexekrdl, mind pedig a
fémionokat vegyesen tartalmazé komplexekrdl megéllapitottuk, hogy DNdz aktivitdsukat
tekintve hatékonyabb modelleknek bizonyultak, mint az eddigiekben tanulmanyozott
homonukledris rendszereink. A tovadbbiakban ezen biztatd eredmények nyoman egyrészt az
eldgazé lancu peptid lanchosszanak, valamint a donorcsoportok célzott valtoztatdsaval
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prébdlunk  meg  hatékonyabb, illetve szelektiv  komplexeket eldallitani  [10].

b -
(b) voo [Gual ]

[CusL M

o
oy b .
R C>GH ) ?ﬁcx{:mﬁﬁ

=n_ MM el . Na N HIY ;s
i =7 L__:N\/cm 9

o GO
NHz a2 _NH

~NH
(CH)y NH;

e AN Gy
e e A TN T e S
\£< e MLTE e ey L NPT N
S s \ @\ 28 \cH A SH—
/CH*CHz HN CH, o (Gl \N;“C( CH,
G o
NHT Y e
! 1 4, X | 7.
Scheme 1 The schematic structures of the complexes of the (His)- 20 30 0 5.0 pH 8.0 0 80
(Lys):-Lys-CONH: ligand formed under different conditions. ta) [Cu: L},
(b} [Cu;LH_jJ-. In the latter, one of the metal ions is coordinated by the . L . .
amino and threedeprotonated amide nitrogens as in the [CuLH_, - species. Fig. ¥ The speciation diagrams of the copper(ll) containing systems:
while the seeond metal ion is surrounded by two deprotonated amide and e 1. ., _ 3 A 1
two amino nitrogens. The question marks symbolize the umbiguity of the ot =111(a)and 2: 1(b). ¢, = LO% 107 mol dm™; I = 0.1 mol dn

latter g imidazole nitrog alsa available for NaClD,; T =298 K.

X. Eldallitottuk a humén endosztatin N-
terminalis cinkkotd szekvencidjat
(HSHRDFQ-PVLHLVA-NH,, L.14). Ez a 183
aminosavbol all6 fehérje antiangiogén hatdsa
miatt fontos eleme az emberi szervezet rakos
betegségek elleni természetes védekezd
rendszerének. Az antiangiogén hatdshoz
elengedhetetlen a fehérje N-termindlis, az b oH
eml0sok  korében  szigorian  megOrzott .
szekvencidgju  végéhez  kot6dé  cinkion. S T f
Meglep6 médon az N-termindlis 25-mer =L 4 s
peptid Zn(II) jelenlétében azonos antiangiogén NHe
hatdssal bir, mint maga a fehérje. Minthogy a NH

12-25 szekvencidban csak alifds aminosavak Tt ST oA 4M =20 the g cmers
taldlhatéak, vizsgélatunkat a fenti undekapep-

tidre korlatoztuk. Potenciometridas, 1D és 2D NMR vizsgélataink szerint a semleges pH-
tartomanyban a ZnL komplex domindns az oldatban, amelyben a lehetséges 6t donorcsoport
mindegyike koordindlédik a fémionhoz. A komplex stabilitdsi dllanddja nagynak mondhaté
(log K =6.1), de L14 fémkotd képessége messze elmarad a sejten kiviili térben megtaldlhat6
egyéb cinkkotd ligandumok cink-affinitdsatol Minthogy cink jelenléte sziikséges volt a peptid
antiangiogén hatdsanak kivdltasahoz, és a hatdst az endothél sejtfelszinen valé megkotddéssel
értelmezték, elképzelhetd, hogy a cinknek szerkezetépitd szerepén til mds funkcidja is van, pl.




részt vesz a sejtfelszinen valé megkotddésben, s az igy kialakuld terner komplex mér nagyobb
stabilitdssal kotheti a cinket.

Munkénk sordn a L14 rézkotd képességét is vizsgaltuk, ui. L14-ben megtaldlhaté az a N-
termindlis XYH szekvencia, amely pl. a human szérum albuminban is nagy affinitasa rézkoto-
helyként szolgél. E tekintetben fontos megemliteni, hogy a réz serkenti az angiogenezist
(érképzddést), az endothél sejtek migracidjat, sziikséges a tumorsejtek szdmos angiogén
faktordnak kivalasztdsdhoz. A réz(Il) megkotése, koncentricidjdnak csokkenése
megakadalyozza egy sor ilyen faktor termelddését, ami kozvetve az érképzdodés gatlasat, azaz
rékellenes hatést eredményez. Vizsgalataink szerint a peptid rendkiviil nagy affinitdssal koti a
réz(Il) iont is (kozel 300-szor erdsebben, mint maga a szérum albumin), pH 5-10 kozott a
{NH,,N",N",Ni,} koordinicié egyeduralkod6 az oldatban. Ez a megfigyelés biologiai
szempontbdl is relevans lehet, és arra utal, hogy az endosztatin két mddon is elérheti
antiangiogén hatasat, egyrészt az endothél sejtfelszinen valé megkotddéssel, mdsrészt a
réz(Il) megkotésével [11].
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XI. Eredményeinkrdl (egyéb irodalalmi adatok mellett) egy tudomdnyos ismeretterjesztd
folydiratban [1] és egy konyvfejezetben szamoltunk be [12].

XII. A 4. aminosav pozicidban His-t tartalmaz6 fehérjék fémkotd sajatsdgainak leirdsaval mar
tobb modell vizsgélat foglalkozott, de azok ellentmondé kovetkeztetésre jutottak az
imidazolgylriinek a koordindciéban vald részvételérdl, ezért elddllitottuk a Gly-Gly-Gly-
hisztamin (L15) és Boc-Gly-Gly-Gly-hisztamin (L16) pszeudopeptideket, és vizsgédltuk
kolcsonhatasukat Ni(Il)-vel és Cu(Il)-vel. L15 peptid ML komplexeinek nagyobb stabilitdsa
egyértelmiien mutatja (a kordbbiakhoz hasonléan) a {NH;,N;,} makrokelat kialakuldsat. A
CuL komplex egy eddig még le nem irt dimer komplexen (CupH ;L) keresztiil alakul at
a CuH.,,L részecskébe. Az irodalmi ellentmondédsok leginkdbb ennek a komplexnek a
szerkezetét érintik.
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Az anal6g Ni(IT) komplex NMR vizsgalata egyértelmiien egy {NH,N—N",Ni;,} makrokeldtot
tartalmazo koordindciora utal e komplexben, s az imidazol gylirti csak a kovetkez6lépésben,
az {NH,, N N N} tipusi MH_;L részecske képzddése sordn szorul ki a koordindcids
szférabol. Magasabb pH-n a pirrolos nitrogén fémkoordindcié nélkiili deprotonaldédasét
tapasztaltuk [13].

XIII. A ribozimok az RNS hasitdsdra képes 4ltalanos sav/bdzis katalizist biztosité RNS
molekuldk. Ezen fémionok részvétele nélkiili folyamat kémiai modellezésére mar sok kisérlet
tortént, azonban ezekbdl, az igen csekély katalitikus hatds miatt, érdemleges kovetkeztetés
nem vonhaté le a nativ ribozimokra nézve. Munkdnk sordn egy bisz(ciklén) szarmazékot
allitottunk el6 (L17). Elgondolasunk szerint ennek kétmagvu cink komplexe bazis-szelektiv
modon képes megkotddni két szomszédos uridinhez, ezzel a molekula triazin centruma kozel
keriil a foszforsavdiészter kotéshez, s remélhetdleg dltaldnos sav/bazis katalizist biztositva a
ribozimokhoz hasonlé médon, eldsegiti az RNS hidrolizisét. A varakozasunknak megfelelden
L17 nagy stabilitdsi kétmagvd Zn,l. komplexet képez a semleges pH tartomdnyban. E
kétmagvi részecske koordinativ és H-hidas kotések révén rendkiviil stabilis, pH 7-10 kozott
egyeduralkod6 terner komplexet képez az UpU-val (egyensilyi méréseinket az UpU nem
hidrolizis érzékeny 2’-O-metil szarmazékaval végeztiik el), ugyanakkor az ApA-val nem
alakit ki terner komplexet. Tovabbi kinetikai vizsgalataink szerint Zn,L jelentOsen
meggyorsitja az UpU, de semmilyen hatdst nem gyakorol az ApA hidrolizisére. Ennek
magyarazata, hogy a Zn,L-UpU terner komplexben a triazin centrum ténylegesen képes a
folyamat katalizisét, feltételezhetéen a 2°-OH — foszfordn intermedier — tdvoz6 csoport
iranyu proton-transzfer eldsegitésével [14].
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XIV. A VI pontban emlitett H. ducreyi Cu,Zn-SOD enzim N-termindlis fragmensével
kapcsolatos vizsgdlataink folytatdsaként eldallitottuk az A. pleuropneumoniae Cu,Zn-SOD-
janak hasonlé N-termindlis peptidjét (HADHDHKK-NH, ), s vizsgaltuk réz(Il) és cink(II)
kotd képességét. Azért vdlasztottuk ezt a szekvencidt, mert egy hisztidinnel kevesebbet
tartalmaz L8 peptidnél, aminek — ha a chaperon funkciéra vonatkoz6 feltételezésiink igaz —
nem szabadna tiikr6zodnie fémkotd képességében. Eredményeink szerint, annak ellenére,

hogy ez a szekvencia egy His alegységgel kevesebbet tartalmaz, egy nagysdgrenddel



erésebben koti a réz(IT) iont (Cu** + H,L = CuH,L, log K = 12.68), mint az analég H. ducreyi
Cu,Zn-SOD fragmens. Ez a rendkiviili fémion-affinitds hasonlé a réztartalmu bakteridlis
metalloproteinekéhez. Ez tovabbi igazoldsat adja, hogy ez a rovid, hisztidinben gazdag N-
termindlis szakasz ’chaperon’-ként mikodve szerepet jatszik a fehérje rézfelvételében, ill.
fémion-csapdaként miikodve annak megtartasdban. Ugyanakkor a cink(II) ionokhoz t&bb mint
két nagysdgrenddel kisebb affinitdst mutat (ZnZJr + H,L = ZnH,L, log K = 6.58), mint a H.
ducreyi Cu,Zn-SOD fragmense. Eszerint az N-termindlis fragmensnek a cink-felvéltelben
betoltott szerepe biztosan nem altalanosithatd a hisztidinben gazdag N-termindlis toldalékot
tartalmaz Gram-negativ bakteridlis Cu,Zn-SOD enzimek csalddjara. Ugyanakkor a semleges
pH-n egyeduralkodé {NHj,3Ni,} koordinaciéji réz(Il) complex még a VI. pontban
emlitettnél is nagyon SOD-aktivitdst mutat, ami tovdbb erdsitheti az N-termindlis domén
alternativ funkcidjanak lehetéségét, mint atmeneti, kis aktivitasa katalitikus centrum [15].
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XV. A nagyobb méretli oligopeptidek bioldgiai mddszerekkel torténd eldéllitdsara hasznalt
GST fuziés fehérje gatolja a katalitikus funkcié vizsgalatiat. Ezért kisérleteinkben olyan
vektort valasztottunk, melynek segitségével fuzids rész nélkiil fejezhetok ki a peptidek. Ekkor
azonban a képzddd peptid detektdldsa jelentett gondot, ill. a baktérium protedz enzimjei
elemésztették a célpeptideket. Ilyen jellegli kisérleteink soran egy nagyobb peptidet, a Colicin
E7 nukledz HNH motivumat, aktiv doménjét (kb. 5 kDa) dllitottuk elé egy kisméretii
fehérjéhez az ubikvitinhez (kb. 10 kDa) fiziondlva. A rekombindns Ub-HNH fehérjét E.coli
baktériumbdl sikeriilt nagy mennyiségben kifejezniink. A fehérje tisztitdsdra harom 1épéses
eljarast dolgoztunk ki, amellyel tovabbi vizsgdlatokra is alkalmas tisztasdgu fehérjeoldatot
kaptunk. A cink(Il)-Ub-HNH fehérje kolcsonhatast CD vizsgalataink igazoltdk. Bar az Ub-
HNH fiziés fehérjérol igazoltuk cinkkotd képességét, a DNS-kotd és hidrolitikus
kisérletekben ez a fehérje nem bizonyult aktivnak. Ezért megprébaltunk egy olyan eljarast
kidolgozni, melyben a rekombindns Ub-HNH fehérjét E.coli baktériumban nagy
mennyiségben fejezziik ki, pairhuzamosan egy olyan protedz enzimmel, mely in vivo lehasitja
az ubikvitin részt a termelddott fehérjérol. De csak az ubikvitint sikeriilt nagyobb
mennyiségben kinyerniink. Igy arra kényszeriiltiink, hogy az Ub-HNH fehérjét és a protedzt
kiilon-kiilon kifejezve, tisztitds utdn a sejten kiviil végezziik el a proteolitikus hasitast. Ezzel a
modszerrel sikeresen elddllitottuk magat a HNH fehérjét, melyet szintén SRCD és
tomegspektrometrids vizsgélatoknak vetettink ald. A cink(IDkotés igazoldsa utdn
fluorimetrids, valamint gél-shift és nukledz tesztekben vizsgaltuk hatdsit a DNS-re.
Eredményeink azonban negativnak bizonyultak. Hogy a HNH peptid, bir a megfeleld
szerkezetet mutatja, mégsem mikodOképes, annak tulajdonitottuk, hogy nem kot a DNS-hez.
Ezért eldéllitottuk a HNH motivumot a C-termindlis részén tartalmazé ColE7 nukledz domén



6 kiilonb6z6 mutdns véltozatit, melyek részben vagy egészben tartalmaztdk magit a
nemspecifikus DNS-k6td helyet is. Azonban csak a teljes méretii doménnel sikeriilt nukledz
aktivitast kimutatni. Ez arra utalt, hogy a fehérje N-termindlis része sziikséges a HNH
motivum aktivitdsdhoz, ami eldrevetiti a tovabbiakban egy biztonsigos, biotechnoldgiai vagy
terdpids célokra is haszndlhaté mesterséges nukledz elddllitdsanak lehetdségét [16].
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