Szakmai beszamolo a ,,Hisztidin-gazdag fehérjék fémkoto sajatsagainak modell-

vizsgalata oligopeptid fragmensek fémkomplexeivel” c. OTKA palyazathoz (PF 63978)

A kutatas célja

A vallalt kutatds tagabb értelemben proteinek hisztidinben gazdag fémkoté-helyeinek
kismolekulatomegli peptidek fémkomplexeivel torténd modellezését célozta meg, melyen
beliil a {6 irany az Un. hisztidin-gazdag glikoproteinek (HRG) fémkdotd sajatsdgainak jobb
megismerése volt. A HRG egy olyan, egy polipeptid lancbol all6 glikoprotein, mely szamos
gerinces (pl. ember, egér, baromfi, nyul, patkany, szarvasmarha) vérplazmajaban megtalalhato
jelentés mennyiségben (~1.5 uM az emberben). Az emberi HRG (hHRG) multidomén
szerkezetll, kozponti részén prolin-dis szakaszok altal kozrefogott hisztidin-gazdag régidval
(HRR), mely a hisztidin egységek nagy tobbségét tartalmazza. A His-Pro gazdag régio
elsésorban jol megdrzott 6t aminosavbal allo (G)HHPH(G) egységekbdl épiil fel és a HRR 12
ilyen tandem moédon ismétlédé motivumot tartalmaz. A HRG moduléris szerkezete, s ezen
keresztlil szamos ligandummal torténd kolcsonhatdsa, szdmos fizioldgias funkcid betoltését
teszi lehetové. Igy pl. a HRR a nagyszamu hisztidin jelenléte miatt erds fémionkotd
sajatsagokkal rendelkezik, melynek komoly jelentdsége van a fehérje miikodésében. A fehérje
funkcidinak részletesebb megismeréséhez elengedhetetlen a makromolekula fémkotd
sajatsagainak feltarasa, ami a HRR peptidszekvencidinak, illetve azok fémkomplexeinek
tanulményozasaval megvalosithatd. A projekt tehat a HRR ismétlddé egységein alapuld
oligopeptid fragmensek, valamint ezekkel rokonithatdé egyéb hisztidin-gazdag szekvencidk
szilardfazisa  szintézisét ¢és azok atmenetifém-komplexeinek oldategyensulyi- és

oldatszerkezeti vizsgalatat foglalta magéaban.

A projekt eredményei

1) Eldallitottuk a hHRG HRR szakaszdnak tandem modon ismétldédé 5 aminosavas
alapegységét (Ac-HHPHG-NH,, HP1), illetve az alapegység dimerjeként felfoghato
dekapeptidet (Ac-HHPHGHHPHG-NH,, HP2). Az N- ¢és C-terminalis poziciokban
alkalmazott védelem célja a nativ molekuldban meg nem jelend potencialis koordinécios
helyek blokkolasa volt. A két ligandum cink(Il)- és réz(Il)ionokkal vald kolcsonhatasat, a
képz6dd komplexek Osszetételét, stabilitdsat és szerkezetét feltard széleskori vizsgalatok
képezik tulajdonképpen a projekt f6 gerincét. A két ligandum koordinacids sajatsagainak
Osszehasonlitdsa ugyanis lehetdséget teremtett arra, hogy fontos informéciokat nyerjiink az

alegységek szamanak fémmegkotd képességre gyakorolt hatdsardl, melyek a nativ



molekuladban még fokozottabban érvényesiilhetnek. A rendszerek jellemzésére pH-metrias
titralasokat, UV-Vis, CD, SRCD, ESR és NMR spektroszkopiai modszereket alkalmaztunk.

A HP1 — cink(I) rendszerben pH ~ 5 f6l6tt a Zn(HP1) az egyetlen szamottevé mennyisében
jelenlevd komplex, melyben a ligandum hdrom hisztidin imidazolja koordinalédik a
fémionhoz [2]. Egyéb, termindlis pozicidkban védett peptidekhez hasonldéan pH 7,1 {olott
csapadék levalasat figyeltiik meg, mely a tovabbi vizsgalatokat megakadalyozta. A Zn(HP1)
komplex stabilitasa (IgK = 4,16), Gsszevetve egyéb, harom hisztidint tartalmazo peptidek
cink(Ilkomplexeivel [1,4], arra utal, hogy a prolin jelenléte a két szomszédos hisztidint
tartalmazd szekvencidban csokkenti a képz6d6é komplex stabilitdsat. Ezt a kovetkeztetést
megerdsiti a modositott HRG alegységnek tekintheté HPHH ligandum cink(II) komplexére
meghatarozott allando is (lasd 3) szakasz) [S]. A cink(Il) ionokat és a HP2 ligandumot
tartalmaz6 rendszerben kiilonboz6 protonaltsagi allapoti mono-komplexek (ZnHx(HP2), x =
3-0) képzddnek, melyek a potencialis donorcsoportok nagy szama miatt izomerek formajaban
vannak jelen az oldatban [9]. Ezt az NMR-spektroszkopiai vizsgalatok eredményei is
alatamasztjadk. A Zn(HP2) torzskomplexre meghatarozott jelentdsnek mondhat6 stabilitas
(IgK = 6,30) négy, vagy tobb nitrogén donor koordinacidjat valosziniisiti. Azaz, a ligandumok
koordinacids modja alapvetden mas a dekapeptid és a pentapeptid ZnL komplexeiben. A HP2
— cink(Il) rendszerben mér 1:1 fém-ligandum aranynal is, de féleg fémion felesleg
jelenlétében, Zn,(HP2) Osszetételii kétmagvli komplex is képzddik, mely pH 6 koril az
uralkodo részecske. Ez 6sszhangban van a nativ HRG kordbban megfigyelt sajatsagaval, mely
szerint tandem egységenként egy cink(Il)ion, azaz 6sszesen 10-12 fémion megkdtésére képes.
A Zn(HP2) + Zn = Zny(HP2) folyamatra szamolhato stabilitdsi allando (Igk = 3,93) a
masodik fémion {3Nj,} tipust koordindciés modjat valosziniisiti. A kétmagva komplex
brutto stabilitasi dllandoja (Igf = 10,23) azonban a HP2 ligandumban fellépd jelentds mértékii
extra stabilizacios hatas (A) fellépését mutatja a HP1 ligandum Zn(HP1) komplexéhez képest
(A =1gBrmymp2) — 2 % 1gBzampr) = 1,91). Ez a hatéds azért figyelemreméltd, mert a nativ HRG

1épcsdzetes cink(I) megkdtésében is kooperativ hatast figyeltek meg. Szinkrotron Radidcios
CD spektroszkopia (SRCD) alkalmazasaval is kovettik a két ligandum cink(II)
koordinacidjat. A két dipeptid fémionokat nem tartalmazod mintadkban felvett spektruma
poliprolin II szerkezetnek megfeleld, mely rendkiviil hasonl6 a HRG His—Pro-gazdag
doménjének spektralis sajatsdgaihoz. Cink(II) koordinacidé hatidsara az SRCD spektrumok
alakjanak megvaltozasa poliprolin I-szerli szerkezet kialakuldsat mutatja, mely a prolin peptid

kotés cisz — transz konformacid valtasaval kovetkezik be. A legfontosabb megfigyelés



azonban az, hogy Zn,(HP2)-re jellemz6 spektrum eltér a Zn(HP1) spektrum kétszeresétol.
Valo6szintisithetd, hogy a HP2-hoz kotodo elsé fémion a lehetséges kotohelyek koziil foként a
centralis (H)HPHGH szegmenshez kapcsolddik, amely mintegy elokésziti a masodik fémion
koordinacids helyét. Ez magyarazhatja a tapasztalt extra stabilizaciot is.

A HP1 — réz(Il) illetve HP2 — réz(Il) rendszerekben a cink(Il) tartalmu oldatokkal
analog folyamatok jatszodnak pH ~ 7-ig [9], de a réz(Il)komplexek természetesen jelentdsen
nagyobb stabilitassal birnak. Emlitést érdemel a komplex izomerek jelenléte a dekapeptid
egymagvu komplexei esetében, valamint a Cu(HP2) részecske kiemelkedo stabilitasa (1gK =
10,03). A Cuy(HP2) komplexben a masodik réz(Il)ion kotédésekor a cink(II)-nél is
megfigyelt extra stabilizal6 hatéds 1ép fel. Magyarazata ezuttal is az elsé fémion koordinacidja
altal eldidézett konformacio valtozas, mely eldsegiti a masodik fémion megkotodését. A HP1
— réz(Il) rendszerben ligandum felesleg alkalmazésakor jelentds mennyiségli bisz-komplex
képzodést is megfigyeltiink (CuH(HP1), és Cu(HP1);), melyekben ESR vizsgalatok valamint
T1 proton relaxdcios NMR mérések is a ligandumok oldallanci nitrogénjeinek kizarolagos
koordinacigjat bizonyitottadk. Réz(Il)ionok jelenlétében pH 7 folott is vizoldhatd komplexek
képzddnek mindkét ligandummal, ellentétben a cink(Il) tartalmti mintdkkal, melyekben a
csapadékképzodés meggatolta a vizsgalatokat. A HP1 — réz(Il) rendszerben pH 7 folott
lejatszodo deprotonalddasi folyamatok bonyolult izomer oligomer szerkezetek kialakulasahoz
vezetnek. Az UV-Vis, CD és ESR spektrumokon megfigyelt valtozdsok amidnitrogének
fémion-koordinécidjat mutatjak a lugos tartomanyban kialakulé komplexekben. Ellentétben a
HP1 ligandummal, a HP2 molekula kdzponti része tartalmaz egy HGH(H) szegmenst, amely
a réz(Ilion szamara {Nim,N amie,N amid,Nim} tipust, kiemelkedd stabilitdst biztosito
koordinacids kornyezetben valdé megkotddést tesz lehetdvé. A semleges pH-n 1:1 fém-
ligandum aradny mellett dominans Cu(HP2) komplexbdl két erdsen atfedd deprotonalddasi
folyamat révén alakul ki a fentebb leirt szerkezetli CuH ,(HP2) részecske, melynek
képzddeésével jaro szerkezeti atrendezddést az UV-Vis, CD és ESR-jellemzdk megvaltozasa is
igazolja. Hasonlo kooperativ folyamatok vezetnek mas His-X-His (X # Pro) szekvenciat
tartalmazd peptidek esetében is a megfeleld, amidnitrogének altal koordinalt
réz(Ikomplexek képzédéséhez [3]. Erdemes megemliteni, hogy a ligandum szerkezetébdl
fakadéan a CuH ,(HP2) komplex tobbféle izomer formajaban is jelen lehet az oldatban,
melyekben a ligandum vagy a fentebb emlitett {Nim,N amid,N amid>Nim} Vagy {Nim,N amid,N
amie,H20} kotésmoddal koordinalodik a réz(Il)ionhoz. A pH ~ 9,5 f6lott uralkodova valo
CuH_3(HP2) komplex kialakulasahoz vagy egy tjabb amidnitrogén vagy egy fémionhoz

kotott vizmolekula deprotonalddéasa vezet, ami izomer szerkezeteket eredményez.



2) Fenti munkdk folytatasaként eldallitottuk a hHRG HRR harom ismétlodo egységét
tartalmazé Ac-KHHPHGHHPHGHHPHGK-NH, peptidet. A terminalis poziciokba beépitett
pozitiv toltést hordozo lizinek a cink(Il)tartalmt rendszerekben tapasztalt csapadékosodast
hivatottak megakadalyozni. A ligandum cink(II) és réz(II)ionokkal torténd kolcsonhatasanak
vizsgalata még folyamatban van. Ezek eredményei reményeink szerint tovabbi informacioval
szolgéalhatnak, illetve megerdsithetik a rovidebb peptidek tanulmdnyozasa soran levont
kovetkeztetéseinket a fémionok kooperativ megkdtddésével és az ezt eldsegitd peptid
konformécio6 valtozassal kapcsolatban.

3) Kiilonbo6z6 tipustt HRG-k 6sszevetése alapjan ugy tlinik, hogy hisztidineket a hHRG HRR
régidja tartalmazza a legkoncentraltabban. A hHRG ismétl6dd alapegysége ((G)HHPH(G))
megtalalhaté pl. szarvasmarhabol vagy nyulbdl izolalhaté fehérjékben is, azonban a nyul
HRG egyéb ismétlddé egységeiben egyes hisztidinek helyett prolin szerepel (HPPHG és
PPPHG), ami a fémionok megkdtése szempontjabol kevésbé kedvezé. Igy az ilyen
szekvenciak helyett célszertinek latszott a (G)HHPH(G) olyan modositott aminosav-sorrendii
verzioit eldallitani és vizsgalni, melyek extra informaciét nydjthatnak a hHRG fémionokkal
valé kolcsonhatasanak jobb megismeréséhez (lasd még a 4) szakaszt). Egy ilyen modositott
szekvencia a terminalis poziciokban védett tetrapeptid Ac-HPHH-NH,, mely a szomszédos
hisztidineket és a prolint forditott sorrendben tartalmazza. A ligandum kolcsonhatasat
kiilonboz6é atmenetifém-ionokkal (Cu®*",Zn*" Ni*") vizsgaltuk [5]. A HP1 ligandumhoz
hasonl6éan a harom oldallanci hisztidin koordinacidjaval kialakuldé ZnL komplex az uralkodo
részecske semleges pH kornyékén. Deprotonalédasaval parhuzamosan csapadék levalasa
indul meg pH ~ 7 folott, igy a ligos pH-tartomanyban nem végeztiink méréseket. A ZnL
részecske stabilitasa (IgK = 3,99) valamelyest elmarad, a HP1 azonos komplexétdl, az eltérés
azonban igen csekély. Az Ac-HPHH-NH, és HP1 ligandumokkal kapott eredményeket
Osszevetve ugy tlinik, hogy a prolin harom hisztidin kdzotti helyzetének nincs jelentds hatasa
jelenlétében is a HP1-nél tapasztaltakkal megegyezd folyamatok jatszoédnak le 6-os pH-ig. A
harom hisztidin koordinacidjaval kialakulo Cul. komplexek stabilitdsa nagyon hasonlo, és a
CuHL = CuL + H" folyamatokra vonatkozé pK-értékek is csaknem megegyeznek a HP1 és
Ac-HPHH-NH; esetében. Utobbi ligandum CuH_;L komplexének képzddését jellemzdé pK
azonban ~1 logaritmus egységgel kisebb, és — ellentétben a HP1 ligandummal — a folyamatot
intenziv CD-effektus megjelenése kiséri. Ez amidnitrogén deprotonalodasat és koordinaciojat
valdszintisiti a CuH_|L részecskében, ellentétben a HP1 azonos komplexében feltételezett viz

deprotonalodassal. A jelenség magyardzata csak az aminosav-sorrenddel magyardzhatd, s az



eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a HP1 HHPH szekvencidja altal biztositott
{3Nin} koordinaciés moéd — hasonloan az Ac-HHGH-OH peptidhez [1] — késlelteti a
szerkezeti atrendezddést, azaz, egy amidnitrogén belépését és az egyik imidazol tdvozasat a
koordinacids szférabol.

4) Az Ac-HPHPH-NH, illetve Ac-KHPHPHQ-NH, szekvencidk -eldéallitasaval olyan
ligandumokat nyertiink, melyekben a lehetséges oldalldnci fémkdotéhelyek szama és mindsége
a korabbiakkal azonos, azonban nincsenek szomszédos hisztidinek [6]. A heptapeptidben a
termindlis lizin és glutamin szerepe a csapadékképzddés megakadalyozasa volt
semleges/ligos pH-tartomanyban. Semleges pH kornyékén mindkét ligandum a harom
hisztidin imidazol révén koordinalddik a cink(II) illetve réz(Il)ionokhoz. A pentapeptiddel
képzd6dd ZnL és CuL komplexek stabilitasa kozel egy nagysagrenddel nagyobb (1gKz,. = 5,01
¢és 1gKcy = 8,11), mint a HP1 azonos komplexeié. A prolint tartalmaz6 szekvencidkban a
szomszédos hisztidinek jelenléte ugyanis csokkenti a makrokelatokat tartalmazd {3xNipn}
koordinacidju komplexek stabilitasat. Mindez megerdsiti azt az 1) szakaszban tett
megallapitast, mely szerint a hHRG két ismétlodo alegységébdl felépitett HP2 peptidben az
elsd fémion megkotddésének kedvezményezett helye a kozponti HXHXH, konkrétan a
(HHHPHGH szegmens lehet. A heptapeptidet tartalmazé mintdkban pH ~ 7-ig a lényegi
folyamatok a pentapeptid esetében tapasztaltakkal megegyeznek, viszont lugos pH-
tartomanyban sem torténik csapadékképzodés. Figyelemre méltd, hogy réz(Il)ionokkal is csak
pH ~ 10 folott kovetkezik be egy amidnitrogén deprotonalddasa és koordinacioja. A két
ligandum vizsgalata nem csak a HRG — fémion kolcsonhatas feltérképezéséhez szolgaltatott
hasznos informaciokat, de az Ac-KHPHPHQ-NH; vegyiilet az els6 olyan, terminalisan védett,
rovid peptidszekvencia, mely pH 7 kornyékén egyszerre képes meggatolni az amidnitrogén
koordinaciodt és csapadékképzodést akar réz(I)-, akar cink(Il)iont tartalmazo6 rendszerekben.
5) A Haemophilus ducreyi-bdl izolalt Cu,Zn szuperoxid-dizmutaz hisztidinben gazdag N-
terminalis HoN-HGDHMHNHDTK-OH szekvencidja ugyancsak tartalmaz egy HXHXH
szakaszt, emellett azonban egyéb donorcsoportokat is, igy 0sszesen kilenc potencialis fémion
megkdtésére alkalmas terminalis és oldallancbeli donorcsoporttal rendelkezik. Réz(Il)- és
cink(IT)ionokkal torténd kdlcsonhatasanak részletes vizsgalata alapjan megéllapithatd, hogy a
molekula cink(IT)ionok szamara egy, mig réz(Il)ionok szamdra harom nagy-affinitast
fémkotohellyel rendelkezik. A pH 6-7 tartomanyban dominans ZnHL komplexben 2D NMR
vizsgalatokkal (COSY és TOCSY) hat donorcsoport fémion-koordinacidoban vald részvételét
sikeriilt kimutatni, mely vagy egy {NH2,3Nim,Smet,COO asp} koordinacids szféraju diszkrét

részecskében, vagy a ZnHL Osszetétellel leirhatd, egymassal kozepesen gyors



ligandumcserében levé izomer komplexekben lehetséges. A pH 8 koriil dominans ZnL
komplexben kimutathaté nyolc koordinalédé donorcsoport mar egyértelmilen csak izomer
komplexek jelenlétével magyarazhato. Noha a kotési izomerek képzddése fliggetlen cink(II)
kotohelyek meglétére utalhat, fémion felesleg alkalmazasakor nem sikeriilt kétmagvua
cink(Ilkomplexek képzodését kimutatni. A HP2 ligandum a targyalt peptidnél joval kisebb
affinitassal koordinédlodik az elsé cink(I)ionhoz, mégis alkalmas egy masodik cink(II)ion
megkdtésére, ami nagy valoszinliséggel az 1) szakaszban targyalt konformacid valtozasnak
koszonhetd. Réz(Il)ionok feleslege esetén a H_N-HGDHMHNHDTK-OH ¢és a HP2 is képes
oldallanci donorcsoportjai révén pH ~ 6-ig két (elobbi akar harom) fémiont megkdtni.
Magasabb pH-n amidnitrogének is részt vesznek a két (harom) réz(Il)ion koordinacidjaban.

6) Terveink kozott szerepelt a hHRG HRR tandem modon ismétlodd egységét és
cink(IT)ionokat tartalmaz6 rendszerek kolcsonhatasat megvizsgalni egy olyan ligandummal,
mellyel a nativ HRG fiziolégias funkcidi kifejtése soran kapcsolatba 1ép. Valasztasunk
kezdetben a heparan-szulfdt vagy heparin monomer egységére esett, mellyel a HRG sejt
feliileti heparan-szulfattal valo kolcsonhatéasat terveztiik modellezni. A monomereket azonban
kereskedelmi forgalombdl rendkiviil magas aruk miatt nem tudtuk beszerezni, eldallitasuk
pedig olyan szintli szerves-szintetikus munkat igényelt volna, melyre a projekt keretei kozott
nem volt lehetdség. Az irodalombdl jol ismert a HRG HRR szakaszénak kolcsonhatdsa a
hemmel, illetve annak oxidalt forméjaval, a heminnel. A fehérje HHPHG egységenként ~ 1
hem megkotésére képes. Bar a kolcsonhatas fizioldgias szerepe nem ismert, az befolyasolja
egyéb fémionok, igy pl. a cink(Il) megkotodését, s igy kozvetve a HRG funkcidinak
kifejtésére is hatdst gyakorol. A cink(Il)ionokkal valé kompeticio megismerése érdekében
UV-Vis vizsgélatokat kezdtiink a HP1— és HP2—hemin biner, valmint a HP1—cink(II) 1:1 +
hemin és HP2—cink(II) 1:2 + hemin terner rendszerekben, melynek soran a hemin kromofor
Soret-savjanak valtozasat kovetjiik. A mérésekbdl a két ligandum, illetve a ligandum-cink(II)
rendszerek és hemin kolcsonhatasarol probalunk kvantitativ informaciokat nyerni. A fenti
problémaék okozta késlekedés miatt a vizsgalatok még folyamatban vannak.

7) A HP1 — réz(Il) rendszer részletes vizsgalata soran (lasd 1) szakasz) azt tapasztaltuk, hogy
lugos pH-tartomanyban, de kiilondsen pH ~ 11 folott, olyan valtozdsok mennek végbe,
melyek a d-d elektronatmenet jelentds mértékli ,.kék™ eltolodasat eredményezik a mintak
elektrongerjesztési spektrumaban. A valtozasok iddbeli tendencidt mutattak, igy a folyamatot
mind UV-Vis spektrofotometridval, mind pedig adott idékozonként az oldatokbdl vett mintak
HPLC-analizisével kovettiik. A HP2 — réz(Il) rendszerben 1:1 aranynal egyaltalan nem, mig

1:2 arany esetén hasonlo jellegli, de joval kisebb mértékii valtozast tapasztaltunk. Ennek oka a



két peptid alapvetden eltérd kdtésmodja a ligos pH-tartomanyban képz6dé komplexekben. A
HPLC analizis a HP1 peptid fragmentalodasat mutatta; a vegyiilet ~ 90 %-a bomlott el 20 o6ra
alatt pH = 11,1-nél. A képz6do fragmenseket ESI-MS modszerrel két rovidebb peptidként —
Ac-HH-OH ¢és PHG-NH, — azonositottuk, melyek a magas pH-n kialakuldé komplexben kotott
ligandum “His és ‘Pro egységei kozotti peptidkotés hidrolitikus hasaddsa révén
keletkezhetnek. Az eredmények azért rendkiviil érdekesek, mert irodalmi adatok azt mutattak,
hogy a HRG sokak altal igazolt antiangiogén/antitumor hatdsanak kifejtéséhez a HRR-nek ki
kell szakadnia a proteinb6l. Noha a ligandum hidrolizise csak lagos kdzegben kdvetkezett be,
¢és a fémionok szerepe a HRR tdvozasat eredményezd proteolizisben nincs igazolva, kizarni
sem lehet azt, hogy a HP1 — réz(Il) rendszerben tapasztaltakhoz hasonld folyamatoknak koze
lehet a HRR-régio fehérjébdl torténd kiszakadasdhoz. Az eredményeket 0Osszefoglalo

kozlemény jelenleg szerkesztés alatt all [8].
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