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1. Bevezetés és célkitiizés

Az oxigén metabolizmusa soran szuperoxid gyokanion (O2) képzddik, mely a reaktiv oxigén
szarmazékok legjelentsebb képviselje. A O kbzvetlenul vagy kozvetve is képes karositani a
biomolekulékat, mely oxidativ stressz kialakuldsdhoz vezet. A molekularis oxigén megjelenésével
korilbelul egyidében jelentek meg a kiilonbdzé antioxidans hatasu enzimek is. Ezek koziil a
szuperoxid dizmutaz (SOD) enzimek ma is kiemelkedé fontossaguak a kulonféle életformak
felhalmozodasukhoz kothetd karos hatasokat. A SOD enzimek kozponti centrumukban olyan
fémionokat tartalmaznak, melyek egy elektronos oxidacioja/redukcidja kdnnyen megvalosul. A
fémcentrumok reakcioba Iépnek a O -nal, ennek eredményeként a fémionok két oxidéacids
allapota egy redoxiciklusban folyamatosan &talakul egyméasba. A kozponti fémion oxidalt és
redukalt formaja egyarant reagal a gyokanionnal és sor keriil a Oz hatékony bomlasara. igy egy
dizmutalési ciklus soran két ekvivalens O~ bomlik el a SOD enzimek altal katalizalt reakcioban
és termékkent oxigén és hidrogén-peroxid képzodik. Kiilonb6z6 bioldgiai rendszerekben mas és
méas kozponti fémion talalhaté a SOD enzimekben. A szakirodalomban széles kdrben
tanulmanyozott vas-, mangan és réz-cink SOD-okon kivil nikkel tartalmi SOD (NiSOD) enzimek
is léteznek.

A NiSOD enzimet a 1990-es évek kozepén fedezték fel a felsoroltak kozil utolséként.? A NiSOD
enzimek szerkezetiikben és aminosav szekvenciajukban is jelentésen kiilonboznek a tobbi SOD
enzimtdl. Megallapitottak, hogy a NiSOD enzim homohexamer, vagyis hat monomer egységbdl
épul fel, melyek mindegyike egy nikkeliont tartalmaz. A peptidek N-terminalistol szamitott elsd
hat aminosava tartalmazza az 6sszes olyan funkcids csoportot, amely a fémion koordinalasaban
részt vesz és a SOD aktivitasért felelds. Ezt a szekvenciat nikkel-koté huroknak nevezziik.® Az
eddigi tanulmanyok részletesen leirjak a NiSOD enzimek felépitését, azonban a dizmutalasi
reakcié pontos mechanizmusa nem tisztazott.

A PhD munkdm soran célul tiiztik ki, hogy megvizsgaljuk a nikkel-k6t6 hurokban talalhat6
fontosabb donorcsoportok szerepét a fémion megkdtésében és a O, nikkelkomplexek altal
katalizalt bomlasaban. Ennek érdekében a NiSOD enzim els6 kilenc aminosavabdl felépiilé modell
(WtNiSOD: HCDLPCGVY) tébb mutansat vizsgaltuk kiilonb6z6 termodinamikai és
szerkezetvizsgalati modszerekkel. A hisztidin, a ciszteinek és az N-terminalis aminocsoport az

elsédleges fémkotdhelyei a nativ NiSOD enzimet modellezé peptidfragmensnek, igy munkank
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soran hisztidin - cisztein, cisztein - hisztidin, cisztein - penicillamin és hisztidin - arginin
pontmutaciot tartalmazo, valamint az N-terminalis aminocsoport metilezésével kapott, kilenc
aminosavbol allé modelleket vizsgaltunk.

A NiSOD enzim hat fémion megkotésére alkalmas, azonban a szakirodalomban eddig kdzolt és az
elobb felsorolt modellek is csak egy fémion megkotésére képesek, igy munkank soran célunk volt
egy olyan peptid vizsgélata is, amely tébb fémion megkotésére is képes.

Tovabbi célul tiiztik ki, hogy részletesen tanulmanyozzuk a wtNiSOD ¢és az el6z6leg felvazolt
peptidek nikkelkomplexeinek reakcidjat a O, -nal . A szakirodalomban széles kdrben alkalmazott
SOD-aktivitas mérési mddszerek alkalmazasanak szamos hatranya van, ezért egy Uj SOD aktivitas
mérési madszer fejlesztését is terveztiik, mely sordn részletesebb képet kaphatunk ezen peptidek
nikkelkomplexei és a O, kdzott lejatszodd reakcio kinetikajardl és mechanizmusarol.
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2. Irodalmi el6zmények
2.1. Az oxidativ stressz

Az oxidativ stressz egy olyan jelenség, amelyet a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) termelése és
felhalmozodasa kozotti egyenstulyhiany okoz a sejtekben és szovetekben, amit a szervezet nem
képes szabalyozni. Bar a ROS-ok szamos bioldgiai szempontbol fontos szerepet toltenek be kis
koncentracidban (pl.: sejtjelzés), felhalmozodasuk kiilonbozd szervi rendelleneségekkel hozhatd
Osszefiiggésbe. A ROS-ok altaldban az oxigén-anyagcsere melléktermékeként keletkeznek,
azonban a kornyezeti stresszforrasok (pl.: az UV-sugarzas, az ionizald sugarzas, a szennyezo
anyagok, a nehézfémek) és a xenobiotikumok jelentés mértékben hozzajarulnak a megnovekedett

ROS-termelédéshez.*

Az oxidativ stresszel Osszefiiggésbe hozhatd betegségek két csoportba sorolhatok. Az elsd
csoportba a daganatos elvaltozdsok és a cukorbetegség tartozik, melyek esetében a vazizom
mitokondriumai a megnovekedett ROS-termelés f6 helyszinei.® Ezekben az esetekben kimutattak,
hogy az extracellularis gliikbzkoncentracid koros megemelkedése a mitokondirialis ROS-termelés
novekedését okozza. Ezt mitokondridlis oxidativ stressznek is nevezziik, ami terdpias beavatkozas
nélkiil tdémeges vazizomsorvadashoz vezethet.® A masik csoportba sorolhatok a kronikus gyulladas,
a HIV fert6zés, az érelmeszesedés, az ischaemias-reperfuzios karosodas és az alvasi apnoe. Ezen
szint vagy az intracelluléris glutationszint valtozasai gyakran olyan kéros valtozasokkal tarsulnak,
amelyek a jelatviteli kaszkadok és/vagy a génexpresszid szabalyozasi zavarara utalnak. Ezeket

gyulladasos oxidativ allapotoknak is nevezik.>’

Az oxidativ stressz altal kivaltott DNS-karosodas az egyik f6 oka a daganatos megbetegedések
kialakulasanak. A DNS-oxidacié egyik melléktermékeként hidrolizalt DNS-bazisok keletkeznek,
melyek a fiziologiai transzkriptomikai profil megvaltoztatasaval és génmutaciok eldidézésével
gatoljak a normalis sejtnovekedést.® Az oxidativ stressz egyéb modosulasokat is okozhat a DNS-
szerkezetében, példaul bazis- és cukorléziokat, DNS-fehérje keresztkotéseket, szaltoréseket és
bazismentes helyeket. A dohanyzas, a kornyezeti szennyezd anyagok €s a kronikus gyulladas
oxidativ DNS-kéarosodast eredményezhetnek, amelyek hozzajarulhatnak a tumor kialakulasahoz.’
Ezeken kiviil bizonyos életmodbeli tényezOk okozta oxidativ stressz is hozzajarulhat a rakos
megbetegedésekhez, példaul osszefiiggést talaltak az étrendi zsirfogyasztas €s a kiilonb6zo rakos

megbetegedések okozta haldlozasi rata kozott. '
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Statisztikai adatok alapjan a vilag vezeté halalokai kozé tartoznak a sziv- és érrendszeri
megbetegedések. Ezek koziil szdmos esetben az oxidativ stressz elsddleges vagy masodlagos
kivaltdo oknak tekinthetd.!! A legjelentdsebb megbetegedés az érelmeszesedés, mely az artériak
érfalanak lokalis megvastagodasaval jar. Ezekben az esetekben valdszinileg az erek bels6
hamrétege (endotél) sériil és erre valaszként monocitak halmozodnak fel az érfalon. Bar a magas
plazma koleszterinszintet Osszefliggésbe hozzak az érelmeszesedéssel, az ereket elzard plakkok

kialakulasédhoz valdjaban a kisstirtiségii lipoproteinek oxidacidjara van sziikség.'?

Az oxidativ stressz szerepet jatszik kiilonféle neurologiai betegségek kialakulasaban, mint példaul
a Parkinson-kér, az Alzheimer-kér, az amiotréfids lateralszklerdzis, a szklerdzis multiplex, a
depresszio és a memoriavesztés. Az Alzheimer-kor esetében szdmos kisérleti és klinikai kutatas
kimutatta, hogy az oxidativ karosodas kulcsszerepet jatszik az idegsejtek pusztuldsaban és a
demencia progressziojaban.’> A B-amiloid egy toxikus peptid, amely gyakran megtalalhato az
Alzheimer-korban szenvedd betegek agyaban. Ez a mdédosulat szabadgyokok hatasara termelddik,
¢és ismert, hogy legalabb részben felelés az Alzheimer-kor kialakuldsa és progresszidja soran

megfigyelt neurodegeneracidért.'*

Szamos kutatas ramutatott, hogy a szisztémas és lokalis kronikus gyulladas altal eléidézett
tiildobetegségek, mint példaul az asztma és a kronikus obstruktiv tiidébetegség (COPD),
osszefiiggésben allnak az oxidativ stresszel.!> Ismert, hogy az oxiddnsok fokozzak a gyulladast a
kiilonb6z6 kinazok aktivalasan keresztiil, amelyek olyan utvonalakat és transzkripcios faktorokat

érintenek, mint az NF-kappa B és az AP-1.

A reumatoid arthritis egy kronikus gyulladasos rendellenesség, amely az iziileteket és a kornyezo
szoveteket érinti. A gyulladas helyén 1év6 szabad gyokok fontos szerepet jatszanak a szindroma
kialakulasaban és a progresszidjaban, amit az érintett betegek iziileti folyadékaban megnovekedett

izoprosztan- és prosztaglandinszint is bizonyit.'¢

Az oxidativ stressz szamos, a vesefunkciot érintd betegségben is szerepet jatszik, mint példaul a
vesegyulladas és a veseelégtelenség. Ezek kovetkeztében magas lehet a vizelet fehérjeszintje,
illetve a méreganyagok — amelyek normalis esetben a vizelettel tavoznak — felhalmozddnak a
vérben. Az oxidativ stressz kronikusan hat a vese szoveteire, ennek eredményeként gyulladas
alakul ki. Ez a hegszovetek felhalmozodasaval jar, amely karositja a szervfunkciokat és

potencialisan veseelégtelenséghez vezethet.!”
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Lathat6 tehat, hogy az oxidativ stressz szamos kronikus és akar halalt okozd betegség
megjelenéséhez vezethet. Az oxidativ stressz allapot kialakulasaért a reaktiv oxigén szarmazékok
felhalmozodasa tehetd feleldssé, igy fontos ismerniink ezen részecskék tulajdonsagait. A kovetkezo
alfejezetben a ROS-ok legjelentdsebb képviseldinek képzodését, valamint fizikai-kémiai és

bioldgiai hatasat targyalom.
2.2. A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)

Biologiai rendszerek anyagcsere-folyamatai soran reaktiv oxigén szarmazékok képzodnek, melyek
megndvekedett koncentracidja dsszefliggésbe hozhatd szamos, az el6z6 alfejezetben részletezett
megbetegedéssel. A ROS-ok csaladjaba tartozik a szuperoxid gydkanion (O,™), a hidrogén-peroxid
(H20.), a hidroxil gyok (OH") és a szingulett oxigén (10,).!® Ezen szarmazékokat a legtobb esetben
karos hatasaik miatt tartjuk szamon, de megfelelden kis koncentracidoban sziikség van rajuk a
szervezetben. Nélkiilozhetetlenek a korokozokkal szembeni védekezésben és az intracellularis

jelatviteli kaszkadokban.*

2.2.1. Szuperoxid gytkanion (O2™)

Biologiai uton a szuperoxid gyokanion két f6 forrasbol keletkezhet: a mitokondrialis 1égzési
lancbol és a fagocita nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-oxidazbol (NADPH-oxidaz).!* A O,
képzédhet a sejtlégzés utjan, lipoxigenazok (LOX) és ciklooxigendzok (COX) altal az
arachidonsav-anyagcsere soran, valamint endotél- és gyulladdsos sejtek altal.?* Ezen feliil az
oxigén négy elektronos redoxi reakcidja, mint a bioldgiai ,,égés” részfolyamatai soran szintén

keépzddik O™, melyet a (2.2.1.1) egyenleten lathatunk.

e~ ., e +2Ht e”+H*t-H,0 e”+H?t
0, » 0,7 — H,0, OH® H,0 (2.2.1.1)

Az oxidativ stressz okozta megbetegedések jelentds részét a szuperoxid karos hatasainak
tulajdonitjak, mivel szdmos részecskével reakcioba léphet tovabbi karos gyokot generalva, de
kozvetleniil is karosithatja a biomolekulékat. Osszefliggésbe hozték a Parkinson-kor és a rakos
megbetegedések kialakulasaval, illetve fontos szerepe van a DNS-kéarosodasban is.?! A szuperoxid

anion jotékony hatésarol is szolnak tanulméanyok, példaul gatolhatja a rakos sejtek novekedését.?

A szuperoxid gydkanion egy kis méretii anion, mely vizben oldédik és négy vizmolekula erds
hidrogénkotésekkel szolvatalja.”> A hidroperoxil (HO,) a Oy protonalt formdja, mely gyenge

savnak tekinthetd 4,8-es pK, értékkel. Ezen pH alatt a HO; a dominans részecske, amely oxidéalo-
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és redukaloszerként is viselkedhet; spontan bomlasanak termékei a hidrogén-peroxid és az oxigén
a (2.2.1.2) reakcidegyenlet alapjan képzddnek, a madasodrendii reakcid sebességi allanddja
kspom = 8,3 X 105 M_1S_1.24

HO, + HO, — H,O, + Oy (2212)

A diszproporcids reakcié sebessége pH = 4,8-en a leggyorsabb, ahol a HO, és O, ekvimolaris
mennyiségben van jelen. A reakcid a (2.2.1.3) egyenlet szerint jatszodik le, melynek sebességi

allanddja kspont = 9,7 x 10’ M1s1.24
HO, + 0O,y +H" — H,0, + O5 (2213)

A lugos pH-tartomanyban O,™ van jelen, ami ilyen koriilmények kdzott meglehetdsen stabil. Egyes
redukalt fémiont (pl.: Fe?*, Mn?") tartalmazo komplexek gyors oxidativ addiciés reakcioba
Iéphetnek a O, -nal és eldsegithetik a diszproporcidjat. Illyen komplexek talalhatéak meg a
szuperoxid dizmutaz (SOD) és szuperoxid reduktdz (SOR) enzimekben. Az 1. dbraa O," pH-fiiggd
bomlasanak, valamint a CuZnSOD enzim altal katalizalt reakcidjanak sebességi allandoit

hasonlitja dssze, mely alapjan lathat6, hogy a SOD enzimek jelentésen gyorsitjdk a O, bomlasat.?*

10°
108
107 §
10° 48

105 §

Kecales M-1sec

10% &

10° &

102
123 456 7 8 910111213

pH
1. abra: A szuperoxid gyokanion spontan bomlasanak (négyzet) és a CuZnSOD enzim altal
katalizalt bomlasanak (kor) pH-fliggd sebességi alland6i®*
A Oy kémiai és bioldgiai hatdsainak vizsgalatdhoz sziikséges, hogy stabil és reprodukalhato

modszer alljon rendelkezésre az eldallitasra. A szakirodalomban megtalalhatd legtobb modszer

8



Bonczidai-Kelemen Déra eqyetemi doktori (PhD) értekezés

molekularis oxigénbdl (O,) allitja eld, amely torténhet elektrokémiai redukcioval®, fotokémiai
aton®® vagy fémoxidok feliiletén?’. Széles korben azonban szuperoxid sok aprotikus oldoszerekben
torténod oldasaval allitjak elé a szuperoxid gyokaniont. A felhasznalas fiiggvényében alkalifém-
(pl.: NaO,, KO,) vagy alkalifoldfém-sokat (pl.: Ca(O.).) hasznalnak, de léteznek kvaterner
ammoéniumion alapi szuperoxid sok is, mint a tetrabutilammonium-szuperoxid (TBAS) és a
trimetilfenilammonium-szuperoxid (TMAS).?® A szuperoxid sok koziil a kalium-szuperoxid terjedt
el legszélesebb korben elonyos tulajdonsagai miatt (pl.: nagyobb tisztasag). Mas szuperoxid
sokhoz képest jobb az oldhatosaga szerves oldoszerekben, ami koronaéter jelenlétében tovabb
novelhetd.? Az aprotikus olddszerek koziil a dimetil-szulfoxid (DMSO) az egyik legelterjedtebb,
mert nem 1ép reakcidba a O, -nal és nagyobb oldott szuperoxid anion koncentracid érhetd el.
Emellett a DMSO gydgyaszati alkalmazasai is ismertek, ami tovabb noveli az alkalmazasanak
eldnyeit.’® A szintetikus Gton eldallitott DMSO az USA-ban és Europaban elfogadott oldoszer a
gyogyszerek eldallitdsa soran. Emellett alkalmazott terapias modszer a fajo holyag szindroma
(intersticialis cystitis) kezelésére a hugycsovon a hugyhdlyagba juttatott DMSO, amely csokkenti
a gyulladast.’! Vizes oldatokban a szuperoxid gyokanion élettartalma jelentGsen kisebb, mint
aprotikus olddszerekben.”’ Ugyanakkor szamos tanulméany szamolt be vizes oldatokban O,
képzddésérol, példaul: hidrogén-peroxid és natrium-hidrogén-karbonat reakcidjaban®’, erdsen
lugos oldatban perjodat és az oldott oxigén reakcidjaban’?, xantin-oxidaz és xantin reakciojaban®,
A Ks-vitamin elektrokémiai Uton redukalhatd, ami képes katalizalni az oxigén molekulak
redukcidjat O2-da.*® A természetes vizben oldott egyes szerves anyagok elnyelik az ultraibolya
(UV) sugarzast és gerjesztett allapotba keriilnek, majd a gerjesztett részecske egy elektront ad at a
vizben oldott oxigénnek és O, -t képez.*® Egy tanulmény szerint szuperoxid gyokanion éllithatd
el6 natrium-hidroxid és hidrogén-peroxid reakcidjaban. Ekkor natrium-peroxid keletkezik, amely
a hidrogén-peroxid feleslegével reagalva szuperoxidot eredményez. Bar szilard natrium-
szuperoxid nem preparalhat6 ki ezzel a modszerrel, de a kis koltségvetésii kiindulasi anyagok és a

vizes kozeg igéretessé teszi az alkalmazasat.’’

A biokémiai reakciok tanulmanyozasan kiviil a szuperoxid gyokanion szamos esetleges
felhasznalasi modjat vizsgaltak: veszélyes vegyianyagok, példaul halogénezett szénhidrogének
megsemmisitésére®®, hidrofob szennyezdanyagok és nemvizes fazisu folyadékok lebontasara®;
koztitermékként oxidativ gyogyszermetabolizmusok képzOdésében?’, valamint széles korben

hasznaljak szerveskémiai reakciokban®!' .
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2.2.2. Hidrogén-peroxid (H20)

A hidrogén-peroxid tiszta formaban halvanykék szinti folyadék, mely jol elegyedik vizzel és
konnyen 4tjut a sejtmembranon.** Erés oxidaloszer, mely vizre és oxigén molekulara bomlik.
Tulajdonsagai miatt széles kdrben hasznaljak az egészségiigyben antibakterialis és antimikrobialis
szerként.* A hidrogén-peroxid az emlésok szervezetében enzimatikus és nem enzimatikus
folyamatban is képzddhet. A mitokondrialis 1€gzési titvonalban az oxigén redukcidjaban képzodo
szuperoxid anionbol H,O, keletkezik.*® A szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimek képesek a O, -t
detoxifikalni a mitokondrialis térben, valamint a citoplazmaban és az extracellularis térben is jelen
vannak.*” A SOD enzimek a dizmutélasi ciklusban a fémion oxidacidjaval egy id6ben hidrogén-
peroxidda redukaljak a szuperoxid aniont. A H,O,-nak az emlésok szervezetében a redoxi
jelatvitelben és a szabalyozasban van szerepe.*® A reaktiv oxigén szdrmazékok koziil a legstabilabb
és igazoltan részt vesz a fehérjefunkcid szabalyozasaban.* A hidrogén-peroxid nagyobb
koncentracioban karosithatja a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz enzimet, ezaltal
akadalyozza a glikolizis masodik szakaszat.”® A hidrogén-peroxid a képzédésének helyétdl, a
koncentracidjatol, valamint képzddésének és bomlasdnak kinetik4jatol fliggden jelatviteli
molekulaként miikodhet vagy oxidativ karosodast okozhat a biomolekuldkban.** A H.O. nem
enzimatikus lebontasa a Fenton-reakcion keresztiil torténik, az enzimes eltavolitast pedig a
katalazok, a glutation-peroxidazok és a peroxiredoxinok végzik.’! Megfeleld koriilmények kozott

a hidrogén-peroxidbol hidroxilgyok vagy hipoklérossav képzédhet.>

2.2.3. Hidroxil gyok (OH")

A hidroxil gydk a legreaktivabb a ROS-ok kozott. Rovid felezési ideje van (~107 s), igy keletkezési
helyéhez kozel fejti ki kdros hatésat, de szinte minden szerves molekuldval reagal.>® A hidroxil
gyok in vivo tobb kiilonbdz6 utvonalon képzddhet. Ezek koziil a Fenton-reakcid a legjelentdsebb,
mely sordn dtmenetifém ionok (f6ként a Fe?") és hidrogén-peroxid reakcidjaban képzddik a OH'.
Ezzel szorosan 6sszekapesolodik a Haber-Weiss ciklus, mely egy Fenton-reakciobol és a Fe**-ion

1.5* Tovabba OH" képzddhet bizonyos koriilmények
kozott a HoO, homolizisével, illetve a vizmolekula ionizal6 sugarzas altali hasadasaval.* A hidroxil
gyok a DNS-ben 1évé mind a négy purin- és pirimidinbazist képes oxidalni, ezaltal jelentés DNS-
karosito hatasa van.>* ¢ A fibrinogén polimerizacidja fibrinné a véralvadas fontos 1épése. Azonban

felfedezték, hogy Fe**-ionok jelenlétében képz3dé OH" oldhatatlan fibrinszer(i csapadékot hozhat
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létre, melynek lerakodasat szamos degenerativ betegség (pl.: cukorbetegség, érelmeszesedés, rak)

esetében megfigyelték.**

2.2.4. Szingulett oxigén (*O2)

A 'O, kémiai vagy fotokémiai utvonalakon energiaatadassal képzddhet tobb kiilonbdzo
energiaallapota oxigénszarmazékkal egyiitt.>” A nagy energiaju sugarzasok (pl.: rontgen- vagy y-
sugarak) a viz- vagy oxigénmolekula ionizdciojaval hoznak létre gyokos ROS szarmazékokat,
amelyek 'O, képzddéséhez vezethetnek. Ezen kiviil a mieloperoxidaz altal termelt hipoklorit és a
hidrogén-peroxid reakcidjaban’®; a lipid-peroxidok vagy peroxidaz gydkok Russel-mechanizmus
szerinti lebontdsaban®, a szuperoxid gydkanion és hidrogén-peroxid reakcidjaban®® vagy a
peroxonitrit anion bomlasakor®® szintén kialakulhat a 'O, részecske. A szingulett oxigén elektrofil
tulajdonsagt és megtamadja a vegyiiletek n- kitéseit, ennek eredményeként az addicios reakcidban
a C-C kettés kotés atrendezddése jatszodhat le. Ezaltal az n-alkénekkel hidroperoxidot, az 1,4-
addicios reakcioban pedig endoperoxidot képez. Ezen kiviil oxidativ mddon karositja a

biomolekulékat, példaul az aminosavakat, a nukleinsavakat®?

és a lipideket®, valamint kdzvetett
modon egyéb ROS-okat generalva is kifejti karos hatasait. Az aminosavak koziil az aromas
hisztidin, tirozin €s triptofan, valamint a kén tartalmu cisztein és metionin kiilondsen érzékenyek a
10, 4ltali oxidaciéra. Az aminosavak oxidativ modosuldsai a fehérjék tulajdonsagainak
megvaltozasat, ezaltal az enzimaktivitds csokkenését és a sejtszerkezet felbomlasat

eredményezik.%

2.3. Szuperoxid dizmutaz (SOD) enzimek

crer

crer

ismert SOD enzim egy metalloenzim, melyek egyelektronos oxidacios - redukcios atalakulasuk
soran két ekvivalens O,-ot alakitanak at egy-egy ekvivalens hidrogén-peroxiddéa és oxigénné
(2.3.1) és (2.3.2) egyenletek alapjan.®> Ezen kiviil a O, spontan bomlasa is lejatszodik a vizes
kozegben (2.3.3) egyenlet szerint.

M@®+D+ 4 0,°7 - M™ + 0, (2.3.1)
M™* 4+ 0,"" 4+ 2H* -» MO+D+ 4 H,0, (2.3.2)
20,"" + 2H* - H,0,+ 0O, (2.3.3)

11
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Harom nagy SOD enzim csaladot kiilonboztetiink meg a kdzponti fémion mindsége és a fehérje
komplexek altalanos szerkezete alapjan. Ilyen médon megtaldlhatdak vas- vagy mangan-tartalmi,

réz-cink- és nikkel-tartalmu SOD enzimek.

2.3.1. Vas- és mangéan szuperoxid dizmutéz (FeSOD és MnSOD) enzimek

A foldi élet kialakulasakor a redukald kozeg minimalis mennyiségli molekularis oxigént
tartalmazott. A nagy kéntartalom jelentds mértékben befolyasolta a fémek oldhatosagat, ezaltal a
bioldgiai hasznosulasukat is.%® A FeSOD-ok ezen okokbol kifolyolag az elsé SOD enzimnek
tekinthetSek és a mai napig a leggyakoribbak az aerob és anaerob baktériumtorzsekben.®” Tovabba
magasabb rendli él6lényekben, archedkban®®, egysejtli él6lényekben® és ndvényekben” is
azonositottak FeSOD enzimeket. A mangan tartalmii SOD enzimek szintén megtaldlhat6ak
ezekben az él6lényekben, de dltalanossagban a FeSOD az alacsonyabb, mig a MnSOD a magasabb
rendl élonyékben fordul eld, példaul az emberi mitokondriumban is. A FeSOD és MnSOD kdozel
50%-o0s szekvenciahomoldgiat mutat, az aktiv helyeik kozel azonosak, de a mangan szubsztitualt
FeSOD és vas szubsztitualt MnSOD a legtobb esetben inaktiv.”! Azonban azonositottdk a SOD
enzimeknek egy olyan csoportjat, melyek vasat €s mangant is képesek koordinalni és ugyanazon
ligandum vas- és mangan-komplexe is rendelkezik SOD aktivitassal.”> A FeSOD és MnSOD
egyarant eléfordul dimer- és tetramer formaban. A homodimer kb. 45kDa tomegii, ahol minden
monomernek van egy a-hélix N-terminalis doménje valamint egy C-terminalis doménje, amely
egy a-hélixekkel koriilvett haromszalt B-lemezbdl 4ll.7* A fémionokat az egyes monomerekben
egy fesziilt trigonalis bipiramis geometridban koordinalja harom hisztidin és egy aszparaginsav
aminosav, valamint egy vizmolekula vagy OH -ion.”* Mindkét enzim esetében a fémionok
oxidacios szama +2-es és +3-as kozott valtozik a dizmutalasi ciklusban, azonban a redoxipotencial
jelentésen eltér a két fémion esetében. Ezt a tényez6t a kiilonbdzo Fe- és MnSOD enzimek
dizmutalasi reakciojaban a peptidlanc bizonyos aminosavainak kolcsonhatasaval lehet
kikiiszobolni, a 69-es és 146-os pozicidban levd hisztidin és/vagy glutamin aminosavakkal

kialakitott hidrogén kotések révén.”

2.3.2. Réz-cink szuperoxid dizmutaz (CuzZnSOD) enzimek

A Fold légkorének redukalordl oxidalora vald megvaltozasa novelte a réz és a cink
biohasznosithatosagat. Ez az enzimcsalad réz- és cinkionokat tartalmaz és ugy vélik, ezek a
legmodernebb formai a SOD enzimeknek.! A CuZnSOD-ok széles korben elterjedtek,

megtaldlhatoak a novény- és allatfajokban’®, valamint az emberi sejtmagban, a citoplazméaban’’, a
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mitokondriélis intermembran térben, a kloroplasztban és még az extracellularis matrixban is. A
CuZnSOD-ok baktériumokban is eldfordulnak, de sokkal alacsonyabb szinten expresszalodik és
csak bizonyos Gram-negativ fajokban talalhatok meg.” A réz-cink tartalma SOD enzimek nem
talalhatéak meg archeakban és egysejti €l6lényekben, ami szintén alatamasztja ezen enzimek
késobbi kialakulasanak elméletét. A szarvasmarha vordsvértestbdl izolalt CuZnSOD volt az elsd
SOD enzim, amirdl leirtdk, hogy katalizalja a O, bomlasat.*® A CuZnSOD-nak két izoforméja
létezik: a dimer forma, az intracellularis CuZnSOD (SODI1), amely foként a citoplazmaban,
valamit a tetramer forma, az extracellularis CuZnSOD (SOD3), amely az extracellularis térben
talalhato meg.®! A SOD1 és SOD3 gén kiilonbdz6 génben kodolodik: az emberi SOD1 gén a 21.%2,
mig a SOD3 gén a 4. kromoszoéman lokalizalhat6.®> A SOD1 dimerként két alegységbdl épiil fel,
melyek egyenként 153 aminosavbol allnak és mindkét alegység aktiv centrumaban talalhat6 egy-
egy Cu(I)- és Zn(ID)-ion.®* A cinkiont harom hisztidin és egy aszparaginsav, mig a réziont négy
hisztidin koordinalja. Ezek koziil az egyik hisztidin hidként koti Ossze a két fémiont az imidazol
gyliri nitrogénjein keresztiil.> A Cu(Il)-ion kdrnyezetében tovabba talalhatd még két vizmolekula
is. A szuperoxid gyokanion bontasaban a rézionok vesznek részt, mig a cinkion a fehérje megfeleld
szerkezetének kialakitasaért felelds, valamint fokozza az enzim aktivitasat.’* A dizmutlasi

ciklusban a réz oxidacios szama +2-es és +1-es kozott valtozik.

2.3.3. Nikkel szuperoxid dizmutéz (NiSOD) enzim

A kiilonbdz6 Streptomyces fajokbdl izolalt SOD enzim nikkeliont tartalmaz az aktiv centrumban,
ez a legkésobb felfedezett SOD enzimcesalad.> A NiSOD alacsonyabb rend él61ényekben, tengeri
cianobaktériumokban és algakban fordul elé. Ugy gondoltak, hogy a SOD enzimekben a fémion
redoxipotencialjanak a fémkomplexek és a O," kozdtti oxidacios és redukceios reakcidjanak (2.3.1.
és 2.3.2. egyeneltek) potencidlja kozé kell esnie (~ 360 mV, pH=7). Ez a feltétel a Fe-, Mn- ¢s
CuZnSOD-ok esetében teljesiil (300 £ 100mV), az egyelektronos redoxi reakcidkban a
fémcentrumok vesznek részt. [lyen modon a Fe?'-, Min?*- és Cu?*-ionok akvakomplex formaban is
rendelkeznek SOD-aktivitassal *¢, mig a Ni(H20)s*** standard redoxipotenciélja (> +2V) ezt nem
teszi lehetove, ezért varatlan a Ni(Il)-ion SOD enzim fémcentrumaként valé megjelenése. Azonban
megallapitottak, hogy a nikkel-k6td huroknak nevezett szekvenciabol (HCDLPCGVY, amelyet a
szakirodalomban gyakran wtNiSOD rdviditéssel is jeldlnek, ahol a wt elétag az angol wild-type
kifejezésbol szarmazik) allo peptidnek, amely a NiSOD enzim N-terminalis végét alkotja, 286 mV
a redoxipotencialja a nikkelionnal képz6d6 komplexében, amely redoxipotencial

finomhangolaséaért féként a Ni-S- kolcsonhatas a felelds.®’
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A NiSOD enzim vizes oldatokban homohexamerként van jelen. A hexamer gomb alakil, amelynek
kiilsé atméréje 72 A, belsd atmérdje pedig 23 A (2A. abra), a belsd iireg az olddszer molekuldk
szamara atjarhat6. Az egyes alegységek 117 aminosavbol épiilnek fel, melyek nagy része egy négy
hélixbol allo szerkezetbe rendezddik, valamint az N-terminalis végén talalhaté a kilenc
aminosavbol allé nikkel-koté hurok (2B. abra). Az egyes alegységeket elsé sorban hidrofob
kolesonhatasok stabilizaljak, a hatarfeliileten talalhaté aminosavak nagy részének hidrofob
oldallanca van. Az egyes alegységek hélixei a kornyezd alegységek aktiv centrumaval allnak

kolcsonhatasban, igy stabilizalva annak szerkezetét (2C. abra).®®

2. abra: A NiSOD enzim szerkezete a kiilonbdz06 szinteken. A: A NiSOD enzim goémbszerii
szerkezete. B: Egy alegység négy hélixbdl és a nikkel-ko6td hurokbol all6 része. C: Az A-
val jelolt alegység nikkel-koté hurkanak szerkezetét a C és F jelolésii alegységek
stabilizaljak %

A NiSOD peptidlanc N-termindlis végének szekvenaldsa soran megallapitottdk, hogy jelent6sen
eltérd aminosav készlete van, mint az el6zéekben ismertetett SOD csalddoknak.? A Fe/MnSOD-ok
és CuZnSOD-ok szerkezetiiket tekintve szamos kozds tulajdonsaggal rendelkeznek: hisztidin és
aszparaginsav aminosavakbol szarmazo N- és O -donoratomok koordinaljak a fémiont, melyhez
egy tovabbi vizmolekula vagy hidroxid-ion is kotédik.” 35 Ezzel szemben NiSOD enzimben N- és
S™-donoratomok koordinaljak a fémiont: a Ni(Il)-ionhoz az N-terminalis aminocsoport, az elsd
amid nitrogén, valamint a masodik és hatodik helyen 4ll6 cisztein tiolat-csoportjai kotddnek, igy
siknégyzetes geometria alakul ki. A tiolat-csoportok jelenléte az aktiv centrumban példa nélkiili a

tobbi SOD enzim korében, mivel érzékeny az oxidaciora, azonban szamos nikkel-tartalmi enzimre
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jellemzd a Ni-S™ koordinacio fiziologias koriilmények kozott.®? A vizsgalt nikkel-tartalmu fehérjék
koziil azonban csak a redoxi-aktiv enzimekre jellemz6 a tiolat koordinacio, ezért feltételezik, hogy
a redoxi-aktiv nikkel-centrumok kialakuldsanak feltétele a Ni-S~ koordinativ kotés jelenléte.®
Megallapitottak, hogy az 6todik helyen 1évo prolin szerepe kulcsfontossagu a cisz-konformacio
kialakulasdhoz, a Cys6 koordinacidja csak ebben a szerkezetben valosulhat meg.”® A dizmutaléasi
ciklusban a Ni(I)-ion oxidalodik Ni(Il)-ionna egy protoncsatolt elektrontranszfer mechanizmus
szerint. Az enzim oxidalt allapotaban az elsé helyen 1év6 hisztidin imidazol nitrogénje axialis
pozicioban koordinalodik a Ni(Ill)-ionhoz, ezaltal négyzetes piramisos geometria alakul ki. Ezen
megfontolasok szerint javaslatot tettek a dizmutélési ciklus mechanizmusara az eddig megismert

SOD-ok alapjan, amelyet a 3. dbra mutat be.”
NH O2
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3. 4abra: A NiSOD enzim dizmutalasi ciklusanak mechanizmusa.”®

NH

A 3. 4bran A-val jelolt Ni(Il)-komplex siknégyzetes geometriaju. A dizmutalasi ciklus els6
1épésében egy O, koordinalodik a fémionhoz, melyet hidrogén kotéssel stabilizal egy amid
hidrogén és a kilencedik helyen 1évé tirozin fenolos hidroxilcsoportja (B komplex). Az
adduktumbdl ezutdn egy hidrogén-peroxid tdvozik mikdzben megvéltozik a nikkel oxidacios
allapota és a Hisl imidazol nitrogénjének axialis koordinacidjaval négyzetes piramisos komplex
alakul ki (C komplex). A kovetkezo 1épésben egy tjabb O, koordinacidjaval egy oktaéderes

szerkezet alakul ki, melyben a gydkaniont ismét az amid hidrogén és a tirozin fenolos hidrogénje
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rogziti a D-vel jelolt formaban. A dizmutalasi ciklus utolsd 1épésében egy oxigénmolekula

tavozasaval visszajutunk a siknégyzetes Ni(II)-komplexhez.*
2.4. NiSOD enzimmodellek

A NiSOD enzim N-terminalis végének els6 kilenc aminosava (HisCysAspLeuProCysGlyValTyr)
alkotja a nikkel-kotd hurkot. Ezek koziil az elsé hat aminosavbdl (HCDLPC) all6 peptid nikkel-
komplexérdl megallapitottak, hogy a NiSOD enzimre jellemz6 koordinaciés moddal és SOD
aktivitassal rendelkezik.”! Ez a tény megkérddjelezi az el6z0 alfejezet végén felvazolt reakcidséma
helyességét a dizmutalasi reakcid6 mechanizmusara. A szakirodalomban eddig a NiSOD enzim
szamos modelljét vizsgaltak annak érdekében, hogy felderitsék az egyes aminosavak szerepét a

fémion megkotésében, a megfeleld szerkezet kialakitasaban és a dizmutélasi reakcioban.

Neupane és munkatarsai HoN-XCDLPCG 06sszetételii peptidek nikkelkomplexeit vizsgaltak, ahol
az X hisztidint, aszparaginsavat vagy alanint jelolt. A hisztidin cseréje nem befolyasolta jelentsen
a peptid Ni(II)-k6t6 képességét, azonban a SOD aktivitasuk csokkent a pontmuticidval: az
aszparaginsav tartalmu modell esetében ez kis mértékil, mig az alanint elsé helyen tartalmazo
mutans esetében egy nagysagrendi csokkenés volt tapasztalhaté a McCord-Fridovich médszerrel
meghatarozott /Cso értékben. Az elsé helyen aszparaginsavat és alanint tartalmazé mutdnsok
esetében a Ni(Ill)-komplexben nem valdsulhat meg a nitrogénatom axialis koordinécioja, ami a 3.
abran lathaté reakcidoséma szerint a dizmutalasi ciklus kialakulasanak feltétele. Ezzel
alatamasztottak, hogy az axialis ligandum hianya nem eredményez SOD inaktiv komplexet, de
jelenléte optimalizalja a NiSOD aktiv helyét a katalizishez.”! Vizsgaltak, hogy az N-terminalis
aminocsoport acilezése hogyan befolyasolja a komplexképzodést és a SOD aktivitast. Ez a
szerkezeti mddositas jelentdsen csokkentette a peptid nikkel-kotd képességét. Ezen 9 tagh peptid
Ni(Il)-komplexét KO,-dal oxidaltak és ESR spektroszkopia segitségével vizsgaltak a szerkezetét.
Megallapitottak, hogy a komplex oxidalt formajaban axialis helyzetben tiolat-csoport(ok)
talalhato(k).”> Hasonloé megfontolas alapjan egy 12 aminosavbol 4116, N-termindlisan acilezett
szarmazékot is tanulmanyoztak és megallapitottak, hogy ez a modell katalitikus szempontbol
inaktiv, ugyanis KO, hatdsara a tiolat-csoportok oxidacioja kovetkezett be.”> Egy masik
tanulményban a masodik helyen 1év6 cisztein amid nitrogénjét egy szekunder aminnal
helyettesitették, ekkor a peptid a Ni(Il)-ionnal fiziologias pH-n egy dimert alkotott, amelyben két
peptid a tiolat-donorcsoporton keresztiil tetraéderes geometriat alakit ki (4 S7)-koordinacidval. A

komplex azonban nem mutatott SOD aktivitast, ahogy az N-terminalisan acilezett szarmazék sem,
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igy megallapitottak, hogy a tiolat-csoportok oxidéacidja megel6zhetd, ha amin- és amid-tipusa

nitrogén is részt vesz a fémion koordinalasaban.**

ANiSOD enzimben a fehérjelanc kdlcsonhatésai miatt a Ni(III)-Nin kotés megnyulik, ami a kisebb
tagszamu peptidek esetében alapallapotban nem lehetséges. Ezért kiilonb6z6 elektronkiildd és -
szivo csoportokkal (metil-, tozil- (Tos), 2,4-dinitrofenil (DNP)) funkcionalizaltak az imidazol
pirrol-tipust nitrogénjét. Megallapitottak, hogy a metilezett szdrmazék esetén erésebb, mig a Tos-
és DNP-csoportokat tartalmaz6é modellek esetében gyengébb a Ni(IIl)-Nin kdlcsonhatas. Ezt a
SOD aktivitas értékek is tikrozik: a metilezett szarmazék esetében egy nagysdgrenddel nagyobb,
mig a Tos- és DNP-tartalmi mutdnsok esetében egy nagysagrenddel kisebb ICs értéket kaptak.”

Az aminosav lancokbdl all6 modelleken til az utobbi idében egyre nagyobb hangsulyt kapnak azok
a kis molekulatomegli vegyiiletek, amelyek nagy stabilitassal képesek kotni a fémiont (jelen
esetben a nikkeliont) és jelent6s a SOD aktivitasuk. Eldallitottak egy amino-karboxamido-ditionat
tipusu ligandumot, amely tartalmazza azokat a funkcids csoportokat, amelyek a NiSOD enzimben
a fémion megkotéséért és a SOD aktivitasért felelések. A Ni(II)- és Ni(Ill)-komplexeinek
koordinacids modja megegyezik a NiSOD enzim redukalt és oxidalt formajaban megszokottal. A
dizmutalasi reakcié mechanizmusdnak tanulméanyozasakor valdszintsitették, hogy mig a Ni(I)-
komplex oxidacidjakor a fémionhoz koordinaloédik a szuperoxid gyokanion, addig a Ni(IIl)-

redukcidjakor ez a kdlcsonhatas nem alakul ki a fémion és a Oy™ kozott.”®
2.5. A nikkel biologiai szerepe és koordinacios kémiaja

A nikkel biologiai fontossagat még nem sikeriilt igazolni az emberi szervezetben, azonban a
nikkelhidny negativ hatassal lehet az allatok fiziologiai allapotara. Foként haziallatokon végzett
kisérletek igazoltak, hogy a nikkelhiany novekedési zavart, alacsony plazma gliikéz szintet okoz
és megvaltoztatja a mikrotapanyagok (pl.: vas, kalcium, cink) felszivodasanak mértékét.”” A nikkel
szamos novény és mikroorganizmus szamara létfontossagii nyomelemnek szamit. A névények
nikkel-felvétel és -tolerancia mértéke sz¢les tartomanyban valtozik, a kiilonbozo fajok és élohelyek
esetében. A nikkelr6l kimutattak, hogy serkenti a novények novekedését, azonban a magasabb
rendi novényekben felhalmozddva csokkenti a fotoszintézist.”® A természetben szdmos nikkel
tartalma enzim talalhat6 a NiSOD enzimen kiviil. Az els6ként felfedezett nikkel-tartalmi enzim az
ureaz volt, amely katalizalja a karbamid szintézisét. Egyes hidrogenazok vas mellett nikkelt is
tartalmaznak, ahol a nikkeliont négy cisztein tiolat csoportja koordinalja, ezek koziil kett6 kétfogu

ligandumként koti 6ssze a nikkel- és vascentrumokat.” Az acetil-CoA szintiznak is van nikkel és
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vas centruma. Ebben az esetben a nikkelt két tiolat-csoport és két amid nitrogén koordinalja, ahol
a két tiolat kétfogu donoratomként egy tovabbi nikkelionhoz kotddik, amely hidként koti 6ssze az

elsd nikkeliont egy ijabb kétfogh tiolaton keresztiil a vascentrummal. '

A nikkel oxidacios szama 0 és +4 kozott valtozik a komplexeiben, de Iéteznek negativ oxidacios
szamu nikkelt tartalmazo komplexek is (pl.: [Ni(CO)s]* , ahol a nikkel oxidé4cios szdma -1). Ezen
komplexek koordinaciés szama 3 és 7 kozott valtozhat, ami valtozatos sztereokémiai
tulajdonsagokat tesz lehetévé: sikharomszog alaku, siknégyzetes, tetraéderes és oktaéderes
geometria is kialakulhat. A nikkel +2-es oxidacids allapota a legstabilabb vizes oldatokban,
komplexeiben a koordindcios szdma altalaban 6 vagy az alatti. Ezek leggyakrabban siknégyzetes
(4-es koordinacid) vagy oktaéderes (6) geometriajuak, de van példa tetraéderes (4), trigonalis
bipiramisos (5) és négyzetes piramisos (5) szerkezetekre is. A legtobb esetben a siknégyzetes
komplexek szine a vorostdl a sargaig terjed és diamagnesesek, mig az oktaéderes komplexek zold
vagy kék szinliek és paramagnesesek. Ha a ligandumtér kellden alacsony szimmetriaju €s nagy
er6sségll, a d palyadk felhasadasa olyan modon tdrténhet, hogy az elektronok az alacsonyabb
energiaju palyan parosodhatnak, igy a siknégyzetes geometria lesz kedvezményezett az okta¢deres
szerkezettel szemben.!?! AlapvetOen a tetraéderes térszerkezettel szemben is kedvezményezett a
siknégyzetes elrendez6dés az ilyen tulajdonsagi ligandumok esetén, azonban ha ezek nagy

térkitoltésiiek a sztérikus gatlas miatt mégis tetraédes térszerkezetii komplexek képzodhetnek.
2.6. A peptidek koordinacios kémiaja

A peptidek koordinacios kémiaja rendkiviil valtozatos, amit a kapcsolodé aminosavak szama és
mindsége (foként a koordinaciora hajlamos oldallanccal rendelkezé aminosavaké), valamint a
fémion mindsége egyiittesen alakit ki. Mivel a NiSOD enzim fémion megkdtésért felelds szakasza
hisztidin és cisztein aminosavakat tartalmaz, a tovabbiakban ezen peptidek komplexképzo

sajatsagait fejtem ki.
2.6.1. A hisztidin tartalm( peptidek koordinacios kémiéja

A hisztidin aminosav rendkiviil j6 komplexképzd, azonban a hisztidin tartalmi peptidek esetében
a koordinacidos modot a szekvencidban elfoglalt helye és a hisztidinek szdma nagy mértékben
befolyasolja. A hisztidin imidazol oldallinca az aminosav komplexeiben (5,6)-tagi csatolt
kelatrendszer kialakulasat teszi lehetévé: az Ottagu, aminosavszeri (NHa, COO) és a hattagu,

hisztaminszer(i (NHz, Nim) koordinacion keresztiil.'*
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Az N-terminalis hisztidint tartalmazd peptidek esetén az aminocsoport és az imidazol
nitrogénjének  kotddése a fémionhoz hisztaminszerli koordinacidt tesz lehet6vé.!*
Ligandumfelesleg esetén Dbiszkomplexek kialakulasa tapasztalhatd, ami az egyszerll
oligopeptidekhez képest jelentds stabilitasnovekedést okoz.!** 1% Ez a koordinacios mod szamos
fémionnal megvaldsul, beértve a legtobb kétértékii atmenetifém iont. A kétfogu koordinacié nem
teliti a fémion koordinacios szférajat az ekvimolaris rendszerekben, ami a komplexek hidrolizisét
vagy imidazol-hidas dimer részecskék megjelenését eredményezi. A dimer komplexek csak azon
fémionok esetében alakulnak ki lagos pH-tartomanyban, amelyek képesek deprotonalni az amid
nitrogént. A legegyszeribb példa a HisGly és Cu(Il) rendszer, ahol savas pH-n hisztaminszeri
komplex alakul ki, a pH novelésével azonban (NH2, N-, COO") koordinacié alakul ki, amit egy
masik peptid imidazol nitrogénjének koordinacidja kiegészit, igy alakitva ki a [Cu,l.H.]

sztochiometriaju dimer részecskét.!%

A masodik helyen hisztidint tartalmazo6 peptidek esetén a f6 koordinaciés mod az (NHz, N7, Ni),
ami egy (5,6)-tagu csatolt kelatrendszert eredményez. Ezen komplexeknek nagy stabilitasa van
Cu(Il)-ionok esetén, melyet oldategyenstlyi ¢és szerkezetvizsgalati modszerekkel is
alatamasztottak.'”"1” A haromfogu koordindcié azonban még mindig nem teliti a fémionok
koordinacios szférajat. Ennek a csoportnak a legegyszeriibb képviseldje a GlyHis, amelynek
Cu(II)-, Ni(II)- és Pd(Il)-komplexeinél imidazollal athidalt tetramer részecskék megjelenését irtak
le.!'® Késébb a dipeptid Au(Ill)-komplexénél is igazoltdk a tetramer format rontgendiffrakcio
segitségével.!'! A peptidek amid nitrogénjének deprotonalasara csak néhany fémion képes, a

GlyGly esetén a Cu(Il)-, Ni(Il)- és Pd(Il)-ionok. Azonban az Xaa-His dipeptideknél a Co(Il)- és

rrrrr

koordinécidjarol.!> 113

A harmadik helyen hisztidint tartalmazé peptidek termodinamikailag az egyik legstabilabb
komplexeket alkotjak a Cu(Il)- és a Ni(II)-ionokkal. Ennek oka, hogy mar savas pH-n megtorténik
a hisztidin és az N-terminalis aminocsoport kozti két amid nitrogén deprotonalddasa és
koordinacidja a fémionhoz. Igy egy (5,5,6)-tagt csatolt kelatrendszer alakul ki (NHz, N*, N, Nim)
koordinacios moddal, ezaltal a fémion koordinacios szféraja telitett lesz. Ez a koordinacios mod
Cu(Il)- és Ni(II)-kotoé sajatsagat. Emiatt ezt a kotésmodot albuminszerii koordinacionak vagy
ATCUN-motivumnak (Amino Terminal CuNi Binding Site) is nevezik.''"* Az eddig targyalt

poziciokkal ellentétben itt mar nem, vagy csak nagyon kis mennyiségben (és nagy ligandum
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felesleg esetén) jelennek meg biszkomplexek. Az albuminszerii koordinaciés méod Co(1l)-
komplexek esetén nem alakul ki, a pH ndvelésével az imidazol pirrol tipusu nitrogénjének
deprotonalodasa jatszodik le, amelyhez fémion koordinacié nem tarsul.''> A Co(Il)-ionhoz
hasonléan a Zn(I)-ion sem képes deprotonalni az amid nitrogént ezekben a fehérjékben, mig a
masodik helyen hisztidint tartalmazo6 peptidek esetében ez a folyamat lejatszodik.!'® Palladium(1I)-
és arany(Ill)-ionokkal szintén kialakul az (5,5,6)-tagli csatolt kelatrendszer az amid nitrogének
deprotonalodasaval és koordinacigjaval, amely nagy stabilitasi komplexek képzodését

eredményezi.'’

A szekvencia negyedik vagy attdl tdvolabbi helyén hisztidint tartalmazoé peptidek esetében megnd
a koordinacids izomerek szama. Ezekben a komplexekben az N-terminalis aminocsoport és a
hisztidin is horgonycsoportként viselkedhet. Az Xaa-Yaa-Zaa-His tetrapeptidek esetén savas pH-n
makrokelat komplexek alakulnak ki a Cu(Il)- és a Ni(Il)-ionokkal (NH>, Nim) koordinacié mellett.
A pH novelésével az amid nitrogének deprotonalédnak €s két, majd harom kelatgytriibdl allo
rendszer alakul ki. Ekkor a hisztidin imidazol nitrogénje szolgal horgonycsoportként és megsziinik
az aminocsoport koordinacioja.!'® " Egy tovabbi tanulméanyban vizsgaltik a peptidek Cu(II)-
komplexeit a Gly,His ligandumok esetén, ahol az n 3 és 5 kdzott valtozott. Megallapitottak, hogy
a [CuL]" komplexben a fémion koordinacidjaban az N-terminalis aminocsoport, a karbonil oxigén
és az imidazol nitrogénje vesz részt makrokelat rendszerben, melynek stabilitasa csokken a
peptidben 1évé aminosavak szamanak novekedésével. A pH novelésével az amid nitrogének
deprotonalodasa és koordinacidja valosul meg az els6 amid nitrogéntdl kiindulva, azonban
bizonyitottak, hogy az aminocsoport koordinicidja nem sziinik meg a [CuLH.]* Osszetétell
komplexben sem. A koordinacios mdd a harom kiilonb6z6 tagszamu peptid komplexeinél azonos
volt a [CuL]", [CuLH.i] és [CuLH.,] ~ részecskékben, azonban az utols6 deprotonalddasi 1épésben
a penta- és hexapeptid komplexében megsziinik az imidazol koordinacié, mig a GlyGlyGlyHis
esetében a [CuLH.3]*" dsszetételli komplexben az imidazdlium axialis pozicioban kapcsolddik a
fémionhoz.'*® Ha a hisztidin kellen tavol helyezkedik el az N-terminalis aminocsoporttol,

dinuklearis részecskék is létrejohetnek a két potencialis horgonycsoport részvételével. !

A két vagy tobb hisztidint tartalmazoé in. multihisztidin peptidek szamos formajat vizsgaltak mar
a szakirodalomban, mert sokuknak fontos biolégia szerepe van a kiilonféle emberi
megbetegedésekben, példaul a neurodegenerativ rendellenességekben vagy tumorokkal

kapcsolatos fiziologiai folyamatokban. Ezek koziil a prionfehérje és az amiloid-p fehérje
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peptidfragmensei allnak a kutatasok kozpontjaban, mert az elobbi a prionbetegség (mas néven
fert6z6 szivacsos agyveldgyulladas), mig az utdbbi az Alzheimer-kor kialakulasdban vesz részt.
Ezen peptidek esetén leggyakrabban a Cu(ll)-komplexeiket jellemezték, de vannak példak
Ni(ID)-, Pd(1I)-, Zn(I)- és Cd(II)-komplexekre is.'?* A legegyszeriibb multihisztidin peptid a His-
His dimer, melynek Cu(Il)-komplexében harom kiilonb6z6 koordinacios modot irtak le a pH-
fliggvényében monomer és dimer formédkban.'?® A glicin és hisztidin aminosavakbol felépiil6
tetrapeptidek ~ kiillonb6z6  szekvenciaji  képviseldinek  Cu(Il)-komplexeit  jellemezték
(HisGlyHisGly, HisHisGlyGly'?*; GlyHisGlyHis'*®) és megallapitottdk, hogy valtozatos
koordinacidos moddal rendelkeznek a kiilonb6z6é pH-kon, melyben amino-, deprotonalt amid és
imidazol nitrogén koordinacidé valosul meg. Az ismétlodé Gly-His alegységekbdl felépiild
oktapeptid (GlyHisGlyHisGlyHisGlyHis) komplexképzo sajatsagait vizsgaltdk Cu(Il)- és Ni(Il)-
ionok esetén.'?® Komplexeiket tekintve a két fémion esetén bizonyos tendencidk figyelhetéek meg.
A Cu(Il)-ion altalaban lokalisan két, hdrom vagy négy aminosavon beliil koordinalodik, valamint
az ekvatorialis és axialis donorcsoportok felcserélodhetnek. A pH valtoztatasaval a kiilonb6zo
lejatszodhat ugyanazon peptid esetében. Ezzel szemben az egynél tobb hisztidint tartalmazo
peptidek Ni(I)-komplexeinél két £6 koordinacids modot allapitottak meg fiziologias pH-n, melyek
mindegyike siknégyzetes geometriaji: a csak imidazol koordinaciot, vagy a GlyGlyHis

tripeptidnél leirt (NHz, N, N, Ni) kotésmodot. '

Az N-terminalisan védett peptidek fémion affinitasa jelentdsen csdkken az aminocsoport gatolt
koordinacidja miatt, azonban a hisztidin imidazol nitrogénje horgonycsoportként szolgalhat a
fémionokkal kialakulo komplexekben.'?” Az egy hisztidint tartalmazo, N-terminalisan védett
peptidek esetén a hisztidin szekvencidban betoltott helye €s az elbtte 1évo aminosavak mindsége
(nem deprotonalhat6 peptidkotést kialakité aminosavak pl.: prolin vagy szarkozin) alapvetéen
meghatarozza a komplexek koordinacios modjat és stabilitasat.'”® A két vagy tobb hisztidint
tartalmazo N-terminalisan védett peptidek esetén tobb tényezd is befolydsolja a komplexek
stabilitasat. Az imidazol-fémion koordinacio a Cu(ll)-, Ni(Il)-, Zn(Il)-, Cd(I)- és Co(I)-
komplexek esetében is megjelenik enyhén savas és semleges oldatokban, azonban a pH
novelésével az amid nitrogén deprotonalodasa és koordindcidja nem tortént meg a Cd(ID)- és
Co(II)-komplexekben.!?* 130 A hisztidinek szdmanak novelésével nd az imidazollal koordinalt
komplexek stabilitasa és szélesebb pH-tartomanyban dominalnak ezek a részecskék, igy az amid

nitrogén  koordincidja  visszaszorulhat.”! A  hisztidinek tavolsaginak  vizsgalatakor
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megallapitottak, hogy abban az esetben a legstabilabbak a komplexek, ha a hisztidineket egy

aminosav valasztja el.!3% 133

2.6.2. A cisztein tartalmu peptidek komplexképzé sajatsagai

A cisztein tartalmu peptidek kiemelkedo biologiai jelentdségiiek, melyek koziil a leggyakoribbak
a kék rézfehérjék, a cink-ujj fehérjék, a vas-kén fehérjék ¢s a metallotioneinek. A hisztidinhez
hasonléan a ciszteinnek is erdsen koordinald donorcsoportja van, azonban a tiolat-csoport
szelektivebb kotést tesz lehetdvé.!** A cisztein tartalmi peptidek esetén szintén valtozatos
koordinacids kémidju komplexek alakulhatnak ki az aminosav szekvenciaban bet6ltott helyzetének
¢és a fémion mindségének fliggvényében, azonban a tiolat-csoportok ezen feliil képesek kén-hidas
komplexeket is kialakitani. A tiolat-csoport oxidaciora érzékeny, igy a redoxi-aktiv fémionokkal
(pl.: Cu(ID)- és Fe(Ill)-ionok) képesek redoxi reakcioba [épni és diszulfidhidas peptidek jelenhetnek

meg.

Az N-terminalis ciszteint tartalmazd dipeptid esetén stabil biszkomplexek alakulnak ki Ni(II)-,
Cd(II)-, Zn(IT)- és Co(II)-ionokkal. Az ottagu kelatgytriiben (NH,, S°) koordinacio talalhato és az
amid nitrogén deprotonalédasa és koordindcidja visszaszorul ezekben az esetekben.!3> Nagyobb
fémion-ligandum koncentracié arany esetén a Ni(Il)-ionnal tobbmagvi komplexek is

kialakulhatnak, melyben a tiolat-csoportok hidként kotik 6ssze a fémcentrumokat.

A C-termindlis ciszteint tartalmazé peptidek esetében a Ni(Il)-ion indukalja az amid nitrogének
deprotonalodasat és koordinacigjat di- (AlaCys, GlyCys, PheCys) és tripeptidekkel (GlyGlyClys,
AlaAlaCys) kialakulo komplexeiben.'*® A dipeptidek Ni(II)-komplexeiben a koordinacios szféra
nem telitett, lehetdséget teremtve tobbmagvi részecskék kialakuldsara. Ezzel szemben a
tripeptidek esetén a deprotonalt amid nitrogének koordinacidjaval (NH», N, N, S7) a koordinacios
szféra telitett €s siknégyzetes geometria alakul ki. A Cd(II)-, Zn(II)- és Co(II)-ionok ezzel szemben
a (S, O) koordinaciét részesitik elonyben és biszkomplexek alakulnak ki az elobb emlitett di- s

135

tripeptidekkel.

A masodik helyen ciszteint tartalmazé peptidek (NHz, N°, S7) koordinacios modu komplexeket
alakitanak ki a Ni(Il)- és a Pd(Il)-ionokkal, ahol a peptidvaz elsé amid nitrogénje deprotonalodik
¢és koordinalodik. Ez a haromfogu koordinacidos mad lehetové teszi dimer részecskék kialakulasat
a kén donoratomokon keresztiil. A Xaa-Cys peptidek esetében a Zn(Il)- és Co(Il)-ionok nem

képesek deprotonalni az amid nitrogént.
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A hisztidin tartalma peptidekhez hasonléan a Xaa-Yaa-Cys szekvencia is kiemelt stabilitasu
komplexeket képez a Ni(Il)-, Pd(II)- és Pt(Il)-ionokkal. A (NH2, N-, N, S7) koordinacids mod teliti
a fémionok koordinacios szférajat és siknégyzetes komplexek alakulnak ki az emlitett

fémionokkal.'?’

A biologiailag fontos peptidek a legtobb esetben tdbb ciszteint is tartalmaznak, igy a
szakirodalomban szdmos kistagszdmi modellpeptid vizsgéalatra taldlhatunk példat. Kulon és
munkatéarsai CXC motivumot tartalmazé modellvegyiiletek komplexképzd sajatsagait vizsgaltak
Ni(I[)-, Zn(Il)- és Cd(Il)-ionnal. Megéllapitottdk, hogy a tiolat-csoportok az elsddleges
fémionkd&tohelyek és a képzddd ML, dsszetételti komplexekben (4S7) koordinacids mod alakul ki.
A Ni(IT)-komplexekben azonban lugos pH-tartomanyban az amid nitrogének deprotonalddasaval
és koordinaciojaval a (257, 2N") kotésmod jelenik meg.'*® Lukdcs és munkatarsai vizsgaltak,
hogyan befolyasolja a két ciszteint tartalmazo peptidek komplexképzoé sajatsagait a ciszteinek
kozotti tavolsag a CX,C (n=1-3) dsszetétell ligandumok esetén Zn(I1)-, Cd(II)-, Pb(Il)- és Ni(II)-
ionokkal. Megallapitottak, hogy biszkomplexek alakulnak ki Zn(Il)-, Cd(Il)- és Pb(II)-ionokkal,
azonban a Ni(Il)-komplexek esetén polinuklearis részecskék képzdédnek az Ac-SCCS-NH,,
Ac-CSC-NH; és Ac-CSSC-NH; peptidekkel. A tobbmagvi komplexekben a fémionokat tiolat-
csoportok kotik 0ssze és a képzodésiikre vald hajlam a ciszteinek kozotti tavolsag csokkenésével
n6é. Az Ac-SCCS-NH: peptid esetén 11-es pH alatt nem jelenik meg mononuklearis komplex, a
tavolsag novelésével azonban a peptid nitrogének deprotonalddasa és koordinacidja valosul meg,

igy az egymagvu [NiLH.,] dominancigja ng.'*
2.6.3. Vegyes kétohelyii (hisztidin és cisztein) peptidek komplexképzo sajatsagai

A hisztidint és ciszteint tartalmazo peptideket széleskoriien tanulmanyoztak a kiilonb6zo bioaktiv
fehérjék modellezesére. A szekvenciat tekintve a legegyszerlibb képviselok a HisCys és CysHis
dipeptidek. Glockel és munkatarsai ezen dipeptidek, valamint N- és/vagy C-terminalisan védett
mutansainak Zn(II)-komplexeit vizsgaltak. A legnagyobb stabilitasti [ZnL] komplex a CysHis
ligandummal alakul ki, de altalanossagban a peptidek cinkkoté képessége a kdvetkezd sorrendben
csokken: szabad N- és C-termindlis > C-terminalisan védett > N-terminalisan védett > N- és C-
terminalisan védett. A szekvencia tekintetében kis mértékii kiilonbség tapasztalhaté az azonos
véddcsoportokat tartalmazd HisCys €s CysHis peptidek esetében a Zn(Il)-komplexek stabilitasara
vonatkozéan. Monomer és biszkomplexek megjelenése szempontjabol a nyolc ligandum két

csoportra oszlik: az Ac-CysHis-OH, H-CysHis-NH,, Ac-CysHis-OEt és Ac-HisCys-OEt
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dipeptidekkel biszkomplexek is megjelennek (bar nem jelentdés mennyiségben), mig a tobbi
esetben csak kiilonb6z6 protonaltsagi fokt monomer részecskék képzddnek. A [ZnL] dsszetételit
komplexekben haromfogu koordinacidt feltételeznek, ahol az imidazol nitrogén €s a tiolat-csoport
mellett az N-terminalis aminocsoport vagy a C-terminalis karboxilat kotddik a fémionhoz a
védbesoportok fliggvényében, a koordinacios szférat pedig egy vizmolekula egésziti ki.'** Szintén
ez a kutatocsoport vizsgalta a hisztidin és/vagy cisztein tartalmu ciklikus dipeptidek cink(II)-koto
képességét. A komplexek stabilitasa a c-GlyHis < ¢-HisHis < ¢c-GlyCys < ¢-CysHis < ¢c-CysCys
sorrendben n6, ami alatimasztja a tiolat-csoportok stabilizalo hatasat a Zn(II)-komplexekben. A
Zn(II) / c-CysHis rendszerben monomer és biszkomplexek is megjelennek, ahol a tiolat-csoportok

és az imidizol nitrogének koordinalodnak a fémionhoz.'*!

A nagyobb tagszamt peptidek esetén a hisztidin és cisztein aminosavak szdma, az egymashoz
viszonyitott tavolsaga, a C- és N-terminalis végektl vald tavolsaguk, valamint a tovabbi
aminosavak és a fémion mindségének fiiggvényében széles korben valtozhatnak a képz6dd
komplexek koordinaciés modjai. S6vagod és munkatarsai ezen két aminosav tartalmu peptidek
szamos képviseldjét tanulmanyoztak. Az AAHAAC-NH, és AHAAAC-NH; peptidek Ni(Il)-,
Zn(I)-, Cd(1D)-, Cu(Il)- és Pd(I)-ionokkal képz6dd komplexeit vizsgaltak. A harmadik helyen
hisztidint tartalmazo peptid albuminszert szekvenciat tartalmaz az N-terminalis régioban, aminek
kiemelt Ni(Il)- és Cu(Il)-affinitasa van. A Ni(Il)-ion esetén ekvimolaris oldatban monomer
komplexek képzddnek, ahol (NHz, N7, N7, Ni) koordinacio alakul ki, azonban a fémion : ligandum
2:1 koncentracid aranyu rendszerében valdszinisithetd, hogy a deprotonalt tiolat-oldallancok egy
masodik fémionhoz koordinaldédnak egy kétmagvu komplexben. A peptid Cu(Il)-komplexében
szintén az el6zdleg leirt koordinacios mod alakul ki ekvimolaris oldatban, ami védi a tiolat-
csoportokat a redoxireakciotol, azonban fémion feleslegében a Ni(Il)-komplextdl eltéréen nem
kétmagvu részecskék képzodnek, hanem redoxireakciok jatszodnak le. A Zn(II)- és Cd(II)-ionok
nem képesek deprotondlni az amid nitrogént és biszkomplexek képzddnek, ahol az imidazol
nitrogének ¢és a tiolat-csoportok koordinaljadk a fémiont. Az AHAAAC-NH; ligandum esetén
hasonld koordinacios mod jellemzé a Ni(Il)-, Zn(II)- és Cu(Il)-komplexeknél, azonban a
donorcsoportok eltérd sorrendben kotddnek a fémionhoz. A Ni(Il)- és Zn(Il)-ionok komplexeiben
az aminocsoport ¢és imidazol koordinécidjat a tiolat makrokelat kotodése egésziti ki, majd a pH
novelésével a deprotonalt amid nitrogén koordinacidja valosul meg. Ezzel szemben a Cu(Il)-ion
esetén savas pH-tartomanyban az (NH», Nim, N7) kotésmod alakul ki, majd lugos tartomanyban

deprotonalodik €s koordinalddik a tiolcsoport. A Cd(Il)-ionok ezen peptid esetén sem képesek
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indukalni az amid nitrogén deprotonalodésat, igy biszkomplexek képzddése lesz jellemzd. A
Pd(I)-ionok altalaban nagyobb affinitast mutatnak az amid koordinaciéra a tiolat-csoportok
koordinacigjaval szemben, azonban mindkét peptid esetén a tiolat-csoportok az elsédleges
kotohelyek, a fennmaradd koordinacios helyeket az amino-, imidazol- és egy amid nitrogén

foglaljak el.!4> 143

Chekmeneva és munkatarsai a HIV virus egyik inihibitoranak modelljét (HysCysLysPheTrpTrp)
vizsgaltak. A hexapeptid Zn(Il)-ionokkal képez komplexet, melyet esetleg Cd(II)- és Pb(II)-ionok
helyettesithetnek, igy ezen harom fémion komplexképzd sajatsdgait vizsgaltak differencial
impulzus polarografia (DPP) segitségével. A Cd(I)- és Zn(II)-komplexek fiziologids pH-n foként
ML, biszkomplex formaban vannak jelen, kis mértékben azonban a monomer részecskék is
kimutathatoak. Kiilonbozo kisérleteket végeztek annak felderitése érdekében, hogy a Cd(II)-ion
képes-e kiszoritani a Zn(II)-ionokat a koordinacios szférabol. A komplexek stabilitasi allandoi nem
kiilonbdznek jelentdsen a két fémion esetén, a kisérleti eredmények pedig alatamasztottak, hogy a
Cd(II)- és Zn(I)-ionok kompeticiés reakciokban parhuzamosan képeznek komplexeket a

peptiddel. A Pb(II)-ion esetében azonban nem tapasztaltak komplexképzodést.'*

A metanobaktinok Cu(I)-koté oligopeptidek, melyek a kiilonb6z6 metanotrof baktériumok
¢életképességének megdrzéséhez sziikségesek. Yousef és munkatarsai modositott amb (analdg
metanobaktin) peptidek Zn(II)-, Ni(Il)- és Cu(Ill)-koté képességét vizsgaltdk ionmobilitas-
tomegspektrometria (IM-MS) segitségével. Az alapvegyiiletben a N- és C-terminalis aminosavakat
HisCys motivumokkal moédositottak (Ac-His-Cys-Gly-Pro-Tyr-His-Cys-OH), mely a cink-ujj
fehérjék elsddleges fémkotd helyei (2His-2Cys). Ezen heptapeptid C-termindlis végén 1€vo
hisztidin és cisztein cseréjével vizsgaltak hatasukat a komplexképzddésre. A Zn(I1)- és Ni(Il)-ionok
hasonlo preferenciakat mutatnak az Ac-His-Cys-Gly-Pro-Tyr-Xs-Cys szekvenciak irant, ahol az Xs
hisztidin vagy glicin. A Cu(II)-ion azonban az Ac-His-Cys-Gly-Pro-Tyr-His-X7 (X7 = cisztein vagy
glicin) peptidekkel képez stabilabb komplexet a masik két fémionhoz képest. Kiilonosen a C-
terminalis ciszteint tartalmazo modell Cu(Il)-komplexe kiugroan nagy stabilitast széles pH-
tartomanyban. A ligandum tébb fémion koordinalasara is képes, amik intermolekularis diszulfid

hid kialakulasaval dimerizalodnak.'#>: 146

Sénéque és munkatarsa a CP1 peptid (amely a klasszikus BPa cink-ujj fehérjék modellje)
mutansainak Zn(Il)- és Co(Il)-komplexeit vizsgaltak. A 20-26 aminosavbol felépiil6 oligopeptidek

CXXC szekvenciat tartalmaznak az N-terminalis kozelében, illetve a C-terminalis kdzelében 1évo
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két hisztidin ciszteinnel vald cseréjével kaptak két tovabbi ligandumot. Ezen peptidek Zn(II)-
komplexeiben a ZnL részecske domindl fiziol6gias pH-n, ahol a deprotonalt tiolat-csoportok és az
imidazol nitrogének koordindljdk a fémiont (valtozé aranyban a szekvencidban szerepld
hisztidinek szamanak fiiggvényében). A Co(Il)-komplexek stabilitasa mindharom peptid esetén
kisebb volt, mint a megfelelé Zn(I)-komplexek stabilitasa. Vizsgaltak a Zn(II)-komplexek
fémcsere sebességét EDTA-oldattal és megallapitottak, hogy azon ligandumok esetén, ahol a
hidrofob oldallancu hisztidineket ciszteinnel helyettesitetették gyorsabban alakultak ki a Zn(ID)-
EDTA komplexek. A két hisztidin és két cisztein tartalmu peptid Zn(II)-komplexének stabilitasi
allandoja négy nagysagrenddel nagyobbnak adodott, mint a csak tiolat-koordinacioji komplexre

meghatarozott érték.'¥’
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3. Kiserleti kdrilmények
3.1. Felhasznalt vegyszerek

Az altalunk hasznalt vegyszerek és oldoszerek kereskedelmi forgalomban megtalalhatoak,
kdzvetlenal, tisztitas nélkil kerultek felhasznalasra. Az oldategyensulyi vizsgalatok soran hasznalt
NiCl;-toérzsoldat a VWR International altal gyartott >99.95% tisztasagi NiClz x 2 H20-b6l késziilt
haromszorosan ioncserélt vizben val6 oldassal. A fémtdrzsoldat koncentracidjat komplexometrias

titralassal EDTA-mérboldat segitségével hataroztuk meg.

Az &ltalunk vizsgalt peptideket a Synpeptide Co. (Shanghai, Kina) cég szintetizalta, melyeket
tovabbi tisztitas nélkil hasznaltunk fel, a peptid torzsoldatok koncentraciéjat pH-potenciometrias
titralassal hataroztuk meg. A NiSOD enzim N-terminalis végének els6 kilenc aminosavabol allo
peptid szerkezete a 4. abran lathatd, mig a dolgozatban vizsgalt peptidek szerkezete az 5. és 6.

abran szerepel.

A SOD-aktivitas vizsgalatok soran hasznalt xantin és xantin-oxidaz vegyszerek a Sigma-Aldrich
Co., mig a nitrokék-tetrazonium-klorid (NBT) a Merck Kft. terméke. A gyorskinetikai vizsgalatok
sordn a Sigma-Aldrich Co. altal forgalmazott kalium-szuperoxidot (KO,) és 18-koronaétert,
valamint a Molar Chemicals Kft. dimetil-szulfoxid (DMSO) old6szerét hasznaltuk. A fizioldgias
pH-tartomany biztositasara 4-(2-hidroxi-etil)-piperazin-1-etanszulfonsav (HEPES) puffert

alkalmaztunk, amely a VWR International terméke.
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5. &bra: A dolgozatban vizsgalt kilenc aminosavbol &ll6 peptidek szerkezete. A
szerkezetekben piros szin jeloli a wtNiSOD alapvegyiilet szerkezetétdl kiilonb6z6
funkcios csoportokat és aminosavakat.
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6. abra: A NiSOD enzim nikkel-k6té hurkanak lizinnel kapcsolt dimerjének szerkezete.

3.2. pH-potenciometria

rrrrr

/////

H_,L+ H* = HL (3.2.1)
H _ [H;L]
K" = T LI (3.2.2)

A stabilitdsi allandok pH-potenciometrids meghatarozasanak feltétele, hogy a ligandum
protonalodasi folyamatai a fémion jelenlétében eltolddjanak, igy a komplexképzO6dés hatasara
megvaltozik az oldat pH-ja. A fémion (M™) és hidrogénion (H*) kdzott kompeticids reakcio alakul

ki, mely a (3.2.3) egyenlettel adhat6 meg:
nHL 4+ M™* = ML, ™™+ £ nHt (3.2.3)

A folyamatra felirhat6 brutté komplexképzddést altalanosan a (3.2.4) egyenlet irja le (a részecskék

toltését az egyenlet nem tartalmazza):
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pM +qL+rH & ML H; (3.2.4)

ahol M: a fémion; L: a ligandum teljesen deprotonalt formaja; H: a hidrogénion; p, g és r:

sztochiometriai egyutthatok.

A pH-potenciometria segitségével a képzodd komplexek sztochiometriaja €s stabilitasi allandoi is
meghatarozhatok, amit a (3.2.5) egyenlet definial:

[MpLgHy|

qur = [M]P[L]9[H]* (3-2-5)

A kisérleti adatok ismeretében a ligandum protonalodasi allandoit, valamint a képz6dé komplexek
stabilitasi allandéit a SUPERQUAD® és a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékén fejlesztett PSEQUAD szamitdgépes program segitségével hataroztuk meg. A
szamolasokhoz az alabbi primer adatokra van sziikség: a ligandum, a hidrogénion és a fémion
analitikai koncentracidja; a vizionszorzat; a titral6oldat pontos koncentrdcidja; az egyedi
részecskék pontos vagy kozelitd stabilitasi allandoi; illetve a térfogat — pH adatparok. A program
a stabilitasi 4llandokat mindaddig kozeliti, amig a Z(Vmer-Viszamion)? 05szefliggésre minimumot

talal. Ehhez a program a bemend adatok ismeretében Newton-Raphson iteraciot végez.

A Kkiindulasi paraméterekre felirhatdé mérlegegyenletek (3.2.6-3.2.8) alapjan megkaphatjuk a

stabilitasi allandok értékeit:

em = [M]+ ZpiBpqr [MIF LI [H]] (3.2.6)
o, = [L1 + ZiL1piBoqr MI LI HI] 3.2.7)
ey = [H] + Z19iBpqr[MIY [LI[HI] (3.2.8)

A kozelités pontossagat az illesztési paraméterrel (|Vmer-Vszamion| tlagértéke) jellemezhetjik. A
szamolas végén a program megadja a stabilitasi allandok értékeit és azok hibait, illetve az illesztési

paraméterek atlagat és az egyes pontok eltérését a mért és szamitott titralasi pontok kozott.

A stabilitasi allandok ismeretében MEDUSA™ program segitségével szerkesztettiik meg az egyes

crer

A pH-potenciometrias titralasokat vizes oldatokban, 25°C-on végeztiik, az allando hémérsékletet
ultratermosztattal  biztositottuk. A pontosan ismert koncentracioju KOH-mérdoldatot

(~ 0,2 mol/dm?) Hamilton-fecskenddvel felszerelt Mol-AcS mikrobiretta adagolta. A pH mérése

30



Bonczidai-Kelemen Déra egyetemi doktori (PhD) értekezés

Metrohm 6.0234.110 kombinalt (vegelektroddal tortént, amely MOLSPIN pH-méréhoz
csatlakozott. Az elektrod egypontos kalibralasa 0,05 mol/dm?® koncentraciéju kalium-hidrogén-
ftalat oldattal tortént 25°C-on, melynek pH-ja ilyen kdrulmények kozott 4,005. A titralas sorén a
kevertetést magneses keverdvel biztositottuk, az inert gaztér eléréséhez a mintaoldat folott argont

aramoltattunk at.

A titralt mintadkban alland6é 0,2 mol/dm*® KCI ionerdsséget alkalmaztunk. A mintédk kiindulési
ligandum koncentracidja 1,2 x 102 — 2,1 x 10 mol/dm? volt, bennik a fémion : ligandum
koncentracié ardny 1:2 és 2:1 kozott valtozott. Az elektrolit koncentracidja megegyezik a
kiindulasi térfogata 4 ml volt, a ligoldat adagolasat olyan médon valasztottuk ki, hogy az egy
ekvivalens lagfogyasztd folyamatra atlagosan 10-12 pont jusson a titralasi gorbék megbizhatd
kiértékelése érdekében. A mért pH difflzids potenciallal térténé korrekciojara az lrving és

munkatarsai altal javasolt modszert alkalmaztuk.>!

A vizsgalt peptidek tisztasagat szintén pH-potenciometrias titralasok segitségével hataroztuk meg,
melyek alapjan a peptid torzsoldatok koncentraciéjabdl meghataroztuk a latsz6lagos molaris
tomegeket. Ezek alapjan a peptidek 75 - 65 %-os tisztasaguak és trifluoracetat szennyezot
tartalmaznak. A szilard fazisi peptidszintézis soran a gyantahoz kotott peptidet, valamint az egyes
aminosavak oldallancainak védGcsoportjat trifluorecetsav segitségével tavolitottdk el. Ennek
eredményeképp a konnyen ionizalhaté funkcids csoportok (terminalis aminocsoport, hisztidin
imidazol nitrogén) protonalddnak. Ezt a pozitiv toltést a trifluoracetat anion semlegesiti, emiatt
szennyezOként jelenik meg a szilard peptidekben. Fontos megjegyezni, hogy a trifluoracetat

jelenléte a nikkel(Il)ionokkal torténé komplexképzodési folyamatokat nem befolyasolja.
3.3. UV-lathat6 spektroszkdpia

A nikkel(Ikomplexekben a fémion két leggyakoribb koordinaciés szama a 4-es és 6-0s. A
nikkel(ll)ion 6-os koordinaciés szamu komplexeket alakit ki gyengeterti ligandumokkal, melyek
oktaéderes geometrigjlak €s nagy spinszamuak. Ebben az esetben h&rom, viszonylag Kkis
intenzitast (emax < 30 Mcm?) d-d &tmenet valésulhat meg, melyek —a rajuk jellemz6 hulldmhossz
tartomannyal egyiitt feltlintetve — névekvo energia szerint a kovetkezoek:

- 3Ayy(F)—3Toy(F) : 770 — 1430 nm

- 3Ay(F)—>3T(F) : 500 — 910 nm

- 3Ay(F)—3T1(P) : 370 — 520 nm
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Ezeken kivil még egy negyedik atmenet is megjelenhet egy vall formajaban a 3Axg(F)—3T14(F)
atmenetre jellemzO abszorpcidos savon, amely egy kis intenzitasti spintiltott atmenet

kovetkezménye.

A 4-es koordinacids szdmu nikkel(Il)komplexek esetében két kiillonboz6 geometria is kialakulhat.
Erds teri és kelléen kis szimmetridji donoratomokkal (pl.: peptidek amidnitrogénje) rendelkezd
ligandumok esetében siknégyzetes, kis spinszamu komplexek képzddnek, melyeknél a maximalis
elnyelési hulldamhossz 400-550 nm kozott, nagy intenzitassal (emax ~ 50-500 M1cmt) jelenik meg.
A tetraéderes nikkel(11)-komplexek spektrumaban még nagyobb intenzitasu savok jelennek meg
(emax ~ 102 - 10° M-tcm™) 500-900 nm hulldmhossz tartomanyban. %2

Az UV-lathatd spektrumokat a peptidek és a nikkel(Il)komplexeik esetében Agilent Technologies
Cary 8454 UV-VIS diddasoros spektrofotométer segitségével rogzitettiik 250-800 nm hullamhossz
tartomanyban. A mintdkban a ligandum Kkoncentracija megegyezett az oldategyensulyi
vizsgalatok soran alkalmazottakkal (~ 2 mM), a fémion : ligandum koncentraci6 aranyat 1:2 és 2:1
kozott valtoztattuk. A spektrumok felvétele kiilonb6z6 pH értékek mellett tortént, ehhez a pH-t
1,000 cm uthosszusagu kvarckiivettaban allitottuk. Az adatok feldolgozasa a miiszert gyartd cég

altal biztositott szoftver és MS Excel tdblazatkezeld program segitségével tortént.
3.4. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképia

A cirkuléris dikroizmus soran a sikban polarizalt fény kdlcsénhatasba 1ép az optikailag aktiv
anyaggal. A sikban polarizalt fény felbonthaté egy jobbra és egy balra cirkuléarisan polarizalt
fénysugarra, melyek azonos fazisuak és amplitiddjiak. Az optikailag aktiv anyagok eltérd
kolecsonhatasba 1épnek a sikban polarizal fény két Osszetevojével, ezaltal a kilépd fénysugar
elliptikusan polarizaltta valik, azaz a mintan val6 athaladas utan a komponensek abszorpcidja és
intenzitasa eltéré lesz. Ezt a kiilonbséget nevezik Cotton-effektusnak, amely a (3.4.1) egyenlettel

irhato le:
AA = Apgr + Ajopy = log(Uo/Ipar) — log(lo/Liopy) = Ae *c %1 (3.4.1)

ahol A az abszorbancia, lo a belép6 fény intenzitasa, lpar €S ljonb az egyes komponensek kilép6
intenzitasa, 4e a moléris abszorpcids koefficiensek kilénbsége, ¢ a koncentracio, | a kivetta
Uthossza. A hullamhossz fuggvényében dbrazolva a kétféle fénysugar molaris abszorpcidjanak
kulonbségét (de = eval — €jobb) Kapjuk a cikrularis dikroizmus (CD) spektrumot. A CD spektrumok

altaldban tobb informéciét tartalmaznak, mint az UV-lathaté spektrumok, mert az
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elektronatmenetek viszonylag keskeny savokkal jelentkeznek és ritkdn fednek &t egymassal,

valamint az atmenet eldjele is szerkezeti informéaciokat hordoz.

A fémkomplexek optikai aktivitasat az okozhatja, ha maga a ligandum is rendelkezik aszimmetria
centrummal, vagy ha ez az aszimmetria centrum a fémion koordinaciojanak hatasara alakul ki. A
néhany aminosavbdl allé peptidek fémionokkal (pl.: nikkel(Il)ion) alkotott komplexeinek CD
spektroszkopids vizsgalataval a maltban szamos kutatdcsoport foglalkozott, igy fontos altalanos
kovetkeztetések talalhatok a szakirodalomban.’®® 134 A kiilonbozé di- és tripeptidek
tanulmanyozasa sordn megallapitottadk, hogy a komplex CD spektrumaban a nem koordinalédé
oldallancok hatasa 6sszeadddik. A Cotton-effektus egy X-Y-Z peptid fémkomplexének esetében,

adott hulldamhosszon a (3.4.2) egyenlet alapjan szamithato:
Af"% = Al + Aef"C + Aef¢? (3.4.2)

A héarom alaninb6l all6 tripeptid estében kialakul6 komplex CD intenzitdsa egy adott
hullamhosszon megegyezik azon harom komplex intenzitasanak 6sszegével, ahol egy alaninbdl és
két glicinbdl épiilnek fel a peptidek. A glicin (G) aminosav optikailag inaktiv, igy a Cotton-effektus
kialakuldsdhoz nem jarul hozza. Ezen eredmények dsszehasonlitasakor megallapitottak, hogy az
optikailag aktiv alanin a peptidvaz kiilénb6z6 pozicidiban eltéré mértékben jarul hozza a Cotton-
effektushoz az AeS*C > AeSS% > Aef%C sorrendben. Ez azzal magyarazhat6, hogy a kozponti
fémionhoz kapcsolodd donorcsoportok kiilonb6z6 mértékben tovabbitjak a kiralis informaciot

(kisérleti tapasztalatok alapjan a hatas az NH,< COO™ <N sorrendben nd).1%

A CD spektroszkopias vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Szerves Kémia Tanszékén talalhatd
JASCO-810 tipust készuléken végeztik. A mintdk koncentréacioja, valamint a fémion : ligandum
koncentracio arany a pH-potenciometrias mérésekkel megegyezé volt (~ 2 mM). A pH-fiiggdé CD
spektrumokat szobahémérsékleten, 0,100 és 1,000 cm uthosszusagu kovettdkban vettik fel
200-800 nm hullamhossztartomanyban. Az adatok kiértékelését a gyart6 altal mellékelt szoftverrel,

valamint MS Excel tdblazatkezel6 program segitségével végeztiik el.
3.5. ESR spektroszkadpia

Az elektronspin rezonancia (ESR) spektroszkdpia széles korben elterjedt szerkezetvizsgalati
modszer a paramagneses fémionok, illetve a parositatlan elektronokat tartalmazé molekulak
esetében. A mintat erés magneses tér jelenlétében vizsgaljuk, mely soran az anyag-fény

kolcsonhatasbol eredé abszorpcid az elektronspinek kdvetkezménye. Az ESR spektrumokon
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megjelenhet hiperfinom szerkezet, melyet az okoz, hogy a magok magneses momentumabol

szarmaz6 magneses tér hatassal van a parositatlan elektronok magneses momentumara.

A spektrumokbdl nyerheté elsédleges informacidé a g értéke, valamint a hiperfinomesatolasi-
allandd (A), melyek a (3.5.1-3.5.2) egyenletek alapjan adhat6 meg:

gi= ghx o (3.5.1)

H)

Aylem™1] = 2222 (35.2)

hxc

ahol: go a kiilsé standard értéke, Ho és H, a standardban és a mintaban mért magneses térerd értéke

[Gauss], a a csatolasi allandé [Gauss], ¢ a fénysebesség, h a Planck-allando.

Ha ezen paramétereket Osszehasonlitjuk ismert rendszerek megfeleldé ESR paramétereivel
informaciokat nyerhetiink a koordinalod6 donoratomok szamarél és mindségér6l. Abban az
esetben, ha a parositatlan elektron nem nulla magspinti donoratommal (pl.: nitrogén) Iép
koélcsbnhatasba, a rezonanciajelekben tovabbi felhasadasok jelenhetnek meg, amit
szuperhiperfinom-kélcsonhatasnak neveziink. Ez a kolcsonhatas lehetéséget ad a kiilonbozo

poziciokban koordinalédo donoratomok megkulénboztetésére.

Az altalunk vizsgalt nikkel(ll)komplexeket ESR spektroszkdpia segitségével nem lehet vizsgalni,
mivel a siknégyzetes geometridju nikkel(l1)komplexek nem paraméagnesesek. A komplexek SOD-
aktivitasanak feltétele azonban, hogy a fémion egyelektronos oxidacioja/redukcidja végbemenjen,
mely esetlinkben a nikkel(ll)-nikkel(l1) atmenetet jelenti a dizmutalasi reakcidban. Ezért
igazolnunk kell a paramagneses nikkel(ll1)ion megjelenését. Ehhez a mintak az alabbiak szerint
késziltek: 0,2 ml, 0,001 mol/dm? koncentraciéju komplex oldathoz 0,05 ml dimetil-szulfoxidban
(DMSO) oldott kalium-szuperoxidot (KO,) adtunk. Az ESR spektrumokat a HUN-REN TTK
Szerkezetkutatdé Kozpontban Dr. May Noéra Veronika segitségével rogzitettiik. A mérések soran egy
BRUKER EleXsys ES500 spektrométert hasznaltunk, a spektrumokat 77 K hoémérsékleten
rogzitettik.

3.6. NMR spektroszkopia

A mag magneses rezonancia spektroszkopia széles korben hasznélt szerkezetvizsgalé modszer
szerves ligandumok és diamagneses fémionokkal képzett komplexeik esetében. Az NMR

spektrumokbol kinyerhet6 elsddleges informaciok a kémiai eltolodas, illetve a jelek intenzitasa €s
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finomszerkezete. Ezeket befolydsolhatja az adott minta pH-ja és az egyes donorcsoportok

fémionhoz val6 koordinalodasa.

Az 1D H NMR és 2D (*H-13C HSQC) spektrumokat Bruker Advance 400 MHz késziiléken
rogzitettik, a kiértékelés sordn TopSpin 3.2 és MestreNova 8.1 szoftvereket hasznaltunk. A
WtNiSOD-Pen jelolésti peptid esetében a ligandum 0,005 mol/dm® koncentraciéju oldatat
vizsgaltuk, illetve a nikkel(Il)ionnal képzett 1:1 koncentracié aranyud komplexét 7.8 pH értéken
tanulmanyoztuk. A ligandumot deutérium-oxidban oldottuk és NaOD segitségével allitottuk be az

oldat pH-jat a Ni(Il)-iont tartalmaz6 oldat hozzaadasa utén.
3.7. ESI-TOF-MS tomegspektrometria

A pH-potenciometria segitségével meghatarozhat6 a képzddé komplexek sztochiometriaja €s
stabilitasi allandoi, azonban a dimer és polimer szerkezetli komplexek jelenlétérdl nem minden
esetben kapunk egyértelmii bizonyitékot. Ezekben az esetekben jol alkalmazhatd modszer a
tomegspektrometria, mellyel az adott komplex molekulattmege pontosan megadhaté a
tomeg/toltés (m/z) értékek alapjan. A peptideket tisztitott formaban kaptuk és hasznaltuk fel, igy
csak a nikkel(ll)ionnal képzett komplexeit vizsgaltuk tomegspektrometria segitségével. A vizes
oldatokat elektronporlasztasos ionizacioval alakitottak gaz halmazallapotiva, majd a kismértékii
fragmentéacié érdekében a képz6dd részecskék lagy ionizacion mentek keresztiil. A jelek
hozzarendelése a kapott m/z értékek alapjan tortént, melynek soran a szamolt és mért

izotopeloszlast vetettik dssze.

Az ESI-TOF méréseket a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén talalhatd
Bruker maXis Il MicroTOF-Q tipust Qg-TOF-MS készulékkel végezték a tanszék munkatarsai. A
spektrumokat a Bruker DataAnalysis 4.4 szoftverével értékeltik ki, az izotopeloszlast az
IsotopePattern szoftverrel szamitottuk ki, melyet szintén a Bruker cég forgalmaz. A komplexek

tdmegspektrumait negativ modban rogzitették.
3.8. Tomegspektrometerrel kapcsolt kapillaris elektroforézis (CE-MS)

A kiilonboz6 fémion : ligandum koncentracio aranyu rendszerekben a részecskék elvalasztasara
alkalmas mddszer lehet a kapillaris elektroforézis, majd a keészlilékhez csatolt tomegspektrométer
lehetévé teszi az elektroferogramok egyes csucsainak izotopeloszlasanak meghatarozasat. Az

elektroforetikus elvalasztasi mddszerek azon alapulnak, hogy az oldott anyagok az elektromos
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térben kiilonb6z6 sebességgel vandorolnak. Ezt a sebességet a részecskék toltése és sugara,

valamint az alkalmazott hordozé oldat viszkozitasa befolyasolja.t*

A CE-MS méréseket a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék munkatérsai
végezték a wtNiSOD-dim ligandum és a nikkel(IT)ion kiilonb6z6 arany(i rendszereiben. A
kapillaris elektroforézis 7100 Agilent készulékkel tortént, mely diddasoros detektorral van
felszerelve. A hozza kapcsolt tomegspektrométer egy maXis Il UHR ESI-QTOF MS késziilék,
melyet a Bruker forgalmaz. A méréoldat 9-es pH-ju, 0,05 mol/dm? koncentraci6ji ammaénium-
acetat oldat volt, a mintdk 1 mg/ml koncentracioban tartalmaztak a peptidet és 0,9:1, valamint 2:1
fémion : ligandum koncentracio aranyban késziiltek. A tdmegspektrumok kiértékelése a Bruker
Compass DataAnalysis 4.4 szoftverével késziilt, az izotopeloszlast az IsotopePattern szoftverrel

szamitottuk ki.
3.9. A SOD aktivitas mérése

A szuperoxid dizmutaz (SOD) enzimek a szuperoxid gydkanion diszproporcidjat katalizaljak. Az
enzimek muikodését utanzo fémkomplexek ,.hatékonysagat” a dizmutalasi reakcioban a SOD
aktivitasukkal lehet jellemezni és dsszehasonlitani. Ehhez vizsgalni kell a szuperoxid gyokanion
sebességi egyitthatot. A Oz~ koncentracidjanak mérésére tobb modszer is ismert a
szakirodalomban. Impulzus radiolizis segitségével kézvetlen modon mérhet6 az ion mennyisége,
azonban a technika korlatozott hozzaférhetésége és a vizsgalat soran keletkez6 inhomogén
reakciotér miatt ritkdn hasznalatos. A szélesebb korben elterjedt McCord-Fridovich modszer
alkalmazésa sorén in situ torténik a gydkanion generélasa, mely soran a xantin a vizben oldott
oxigénnel reagél és xantin-oxidaz katalizalja a folyamatot. A reakcié soran a O," folyamatosan
termelédik és elreagal a nitrokék-tetrazonium-klorid (NBT) festékmolekuldval, mely a
folyamatban diformazanna alakul. Ez a valtozas 560 nm-en jol detektalhatd és a kapott kinetikai
gorbe egy egyenessel illeszthetd. A mérés inditasa utan a 4. percben hozzéadjuk a mintahoz a
vizsgalni kivant komplexet, ekkor kompeticio alakul ki a gyokanion irant, mivel az NBT és a
komplex is reagal vele. A két reakcio sebessége azonban eltérd és a modszer azt feltételezi, hogy
a vizsgalt komplex gyorsabban reagél a szuperoxid anionnal, mint a festékmolekula. igy az addig
linedris (nulladrendti) kinetikai gorbén egy torés jelenik meg és a tovabbiakban kisebb
meredekségii egyenessel kozelithetd a valtozds. A maddszer soran a mintakhoz mindig azonos

térfogatban, de eltérd koncentracioban adjuk hozza a komplexet tartalmazo oldatot. A két egyenes
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meredekségébol adott komplex koncentraciéo mellett az inhibicid mértéke meghatarozhato. Ha
abrézoljuk az inhibiciét a komplex koncentraciojanak fliggvényében egy telitési gorbét kapunk,
melynek illesztése utan a gorbe egyenlete alapjan meghatéaroztuk az 50%-os inhibiciéhoz tartoz6
komplex koncentraciokat. Ez az I1Cso érték, mely segitségével a kiilonbozé fémkomplexek SOD
aktivitasa 0sszehasonlithato: minél kisebb ez az érték, annal hatékonyabban bontja a komplex a
02" -t. Az ICx érték és az NBT koncentracioja alapjan a katalizisre jellemzo sebességi allando is
meghatarozhat, melynek értéke a festékmolekula koncentréacidjatdl fliggetlen, ezéltal a SOD
enzimek aktivitasaval is 6sszevethetdek.®’

A SOD aktivitas vizsgalatokat Agilent Technologies Cary 8454 UV-VIS diddasoros
spektrofotométer segitségével végeztiik el 1,000 cm Gthosszusagu kvarc kiivettaban. A mintakban
az NBT koncentracidja 4,7 x 10° mol/dm?, a xantiné 2 x 10 mol/dm? volt, mig a komplex
koncentracidja az aktivitasuk fliggvényében 5 x 10" mol/dm? és 8 x 10 mol/dm? koz6tt valtozott
a kuvettaban. Az adatok feldolgozésa a spektrofotométerhez biztositott szoftverrel, a kinetikai
gorbék illesztése MS Excel programmal, mig az inhibicids gorbék illesztése Origin programmal
tortént.

Az elobb ismertetett moddszernek vannak hatranyai, ezért a SOD aktivitds mérésére
kutatécsoportunk fejlesztett egy Uj modszert, melyben UV-detektorral felszerelt szekvencialis
stopped-flow késziilékkel torténtek a vizsgalatok. Ebben az esetben dimetil-szulfoxidban (DMSO)
oldott kalium-szuperoxiddal (KO) allitottuk el6 a szuperoxid gyokaniont, melynek mennyiségét
260 nm-en kozvetleniil mértiik 2,000 mm Wthosszisagua mérdcellaban, 25 °C-on. A
modszerfejlesztést részletesen a Kisérleti eredmények és értékelésiik fejezetben (4.3.2. alfejezet)
ismertetem. A stopped-flow mérések Applied Photophysics SX-20 készilékkel, az adatok
feldolgozasa a cég altal biztositott szoftverrel torténtek. A kinetikai gorbék illesztése Scientist

program segitségével valdsult meg.1®
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4. Kisérleti eredmenyek és értékelésik

A NiSOD enzim N-terminalis végének elsé kilenc aminosava alkotja az ugynevezett nikkelkoté
hurkot, amelyben minden olyan donorcsoport megtalalhatd, amely a fémion koordinalasaért és a
SOD aktivitasért felelds. Ezért munkank soran ezen szekvencia szamos mutansat vizsgaltuk annak
érdekében, hogy felderitsiik az egyes aminosavak szerepét a fémion megkotéseben és a dizmutalasi
reakcioban, illetve, hogy az egyes modositasokkal elényosebb tulajdonsagokkal rendelkezo
komplexeket allitsunk el6. A kisérleti eredményeinket és értékelésliket harom szakaszban
targyalom. Az els6 szakaszban a vizsgalt peptidek és nikkel(Il)ionnal képz6d6 komplexeinek
termodinamikai és szerkezetvizsgalati modszerekkel kapott eredményeit mutatom be. A kovetkezo
részben a dizmutalési reakcioban képz6dé nikkel(IIT)komplexek szerkezetére vonatkozd
eredmények és azok értékelése szerepel. Az utolsé alfejezet pedig a nikkel(I)komplexek SOD-
aktivitas vizsgalatdt mutatja be a szakirodalomban széles kdrben elterjedt McCord-Fridovich
modszer alkalmazésaval, illetve az altalunk fejlesztett szekvencialis stopped-flow technikan
alapulé SOD-aktivitds mérési mddszerrel. A nativ enzimfragmens (HCDLPCGVY) Ni(ll)- és
Ni(lll)-komplexeinek termodinamikai és szerkezeti vizsgalata nem képezi a dolgozat targyat,
azonban a SOD aktivitas vizsgalatokat mar mi végeztilk el. Ugyanakkor az egyes szerkezeti
maodositasok értékelése szempontjabél fontos dsszehasonlitasi alapot ad ez a ligandum, igy ezen

peptid és komplexeinek paraméterei az adott tablazatokban és abrakon megjelenitésre keriilnek.

4.1. A vizsgélt peptidek és Ni(ll)-komplexeik termodinamikai és szerkezeti
vizsgalata

A vizsgalt peptidek két nagy csoportra oszthatok a szekvenciaban szereplé aminosavak szimanak
fliggvényében. A legtdbb, altalunk vizsgalt peptid kilenc aminosavbol all, azonban jellemeztiink
egy 19 aminosavbél all6 modellt is (WtNiSOD-dim), amelyet két wtNiSOD szekvencia C-
terminélis végének lizin aminosavval torténé 6sszekapcsolasaval kaptunk (6. abra). A dimer peptid
tulajdonsagai lényegesen eltérnek a kisebb tagszami mutansokhoz képest, igy ezen ligandum és

Ni(ll)-komplexének sajtsagait kilon targyalom.
4.1.1. A kilenc aminosavbdl felépiil6 peptidek és Ni(Il)-komplexeik

A peptidek komplexképz0 sajatsdgainak felderitése el6tt meghataroztuk a ligandumok

/////

szerkezetébdl adodoan a sav-bazis folyamatokban a terminalis aminocsoport, a hisztidin imidazol
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nitrogénje, az aszparaginsav karboxil oldallanca, a tirozin hidroxilcsoportja, valamint a ciszteinek
és a penicillamin tiolcsoportjai vesznek részt. Néhany sav-bazis folyamat jelentds atfedésben van
egymassal, de a legtdbb titralasi gorbe hat savi disszociacios allandé figyelembevételével volt
illeszthet6. Az aminosav oldallancok karakterét figyelembe véve a legtobb esetben az elso
deprotonalddasi 1épés az aszparaginsav, mig a legnagyobb logKi; érték a tirozin oldallancéhoz
kothetd.

1. tablazat: A vizsgalt kilenc aminosavbol allo peptidek és a nativ enzimfragmens 1épcsbzetes

zzzzz

részecskék toltését elhagytuk a jeldléseknél. (T =25 °C; 1 =0,2 M KCI)

wtNiSOD  wtNiSOD wtNiSOD wtNiSOD  wtNiSOD  wtNiSOD

WINISOD™ e -HH -CC -Pen -NMe -RC

[HeL] 3,58 341(6)  337(6) 34909  378(5)  356(4) -
[HsL] 5,48 54405  535(5) 61009  542(7)  550(3)  3,73(5)
[HaL] 7,20 651(4)  644(4)  786(6)  7,096)  7.36(2)  7,10(5)
[HsL] 8,25 733(4)  733(3) 898(5)  826(6)  830(1)  802(5)
[HsL] 8,92 866(3)  857(2)  936(4)  915(6)  9,19(1)  890(4)
[HL] 9,88 9,89(2)  958(2)  10,25(4) 10,07(5) 10,16(1)  9,85(3)
SlogKi 4331 41,24 40,91 46,04 43,77 44,07 37,60

2 Az adatok a *? hivatkozasbhan talalhatoak.

Az adatok alapjan lathato, hogy az 6sszbazicitas legnagyobb mértékili csokkenése a wtNiSOD-RC
modell esetében tapasztalhato a wtNiSOD ligandumhoz képest, ahol az els6 helyen 1év6 hisztidint
egy arginin helyettesiti. Ezzel a cserével egy pozitiv toltési oldallanc jelenik meg a peptid N-
termindlis végén és a hisztidinhez rendelheté deprotonalodasi 1épés hidnyaval magyarazhat6 a
csokkent 0sszbazicitas.

Tovébbi két peptid esetén lathatd még csokkenés az 6sszbazicitasban, a WtNiSOD-HC és
WtNiSOD-HH ligandumkonal, ahol a hatodik és masodik helyen 1évé ciszteineket egy-egy
hisztidin aminosav helyettesiti. A legkisebb logKi mindkét peptidnél az aszparaginsav karboxilat
csoportjahoz kothetd. A kovetkezd lugfogyasztd folyamatban az elsé helyen 1évé hisztidin

imidazol nitrogénjének deprotonalodasa torténik, amely az imidazolhoz képest fokozott
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savassaggal rendelkezik. Ezt a jelenséget a szakirodalomban mar tobbszor leirtdk a szabad N-
terminalis aminocsoporttal rendelkezd, elsé helyen hisztidint tartalmazo peptidek esetén.?? Az
aminocsoport és az imidazol nitrogén kdzott Iétrejott intramolekularis hidrogénkotés miatt Kisebb
pH-n deprotonalddik a hisztidin imidazolil oldallanca. A kovetkezd deprotonalddasi folyamatok
jelentésen atfedik egymast, azonban az dsszbazicitas mindkét peptid esetén csokken a wtNiSOD-
hoz képest, ami a cisztein hisztidinnel valé helyettesitésének eredménye. Az adatok alapjan a
csokkenés mértéke nem tér el jelentdsen, vagyis a hisztidin aminosav belsé helyzetének
valtoztatasa nincs jelentds hatdssal a sav-bazis folyamatokra.

A wtNiSOD-Pen modell esetében a donorcsoportok depotonalddasi sorrendje nem tér el jelentésen
a WtNiSOD alapvegytlettl: aszparaginsav karboxilatcsoport - imidazol nitrogén - aminocsoport -
tiolcsoportok - tirozin fenolos hidroxilcsoportja. Szakirodalmi adatok alapjan azonban
valosziniisitheté, hogy a penicillamin tiolcsoportja kisebb pH-n deprotonalodik a f-szénatomon
talalhaté metilcsoportok elektronkiildd sajatsiga miatt, mint a hatodik helyen 1évé cisztein
Osszbazicitas sem tér el jelent6sen a wtNiSOD ligandumtol. A wtNiSOD-Pen ligandum pH-fiiggé
UV-lathatd spektrumait is elemeztiik (7. dbra/A) és meghataroztuk az egyes részecskék egyedi
spektrumait (8. abra/A). Az igy kapott adatok jO egyezésben vannak a pH-potenciometriaval

meghatarozott értékekkel és a donorcsoportok el6zdleg felvazolt deprotonalodasi sorrendjével.

Ao,s B 1.0

064 0,8 -:::::
@ fu
Ty [5]
= S 06
8 o4 pH111.63 e
o Eal o
a W04
2 2

02

02
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7. abra: A pH-fiigg6 UV-lathatd spektrumok az A: wtNiSOD-Pen és B: wtNiSOD-CC peptidek
esetén. (Ciig=1mM; [ =2,00mm; T=25°C; 1=0,2M KCI)

A wWtNiSOD-NMe peptid szerkezete a wtNiSOD ligandumtdl kis mértékben tér el, az N-terminalis
aminocsoportjahoz egy metilszubsztituens kapcsolodik. Ez a szerkezeti modositas az 6sszbazicitas

kis mérték(i novekedését eredményezte. Ebbol arra kdvetkeztethetiink, hogy a csoportok
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deprotonalodasa alapvetéen a wtNiSOD ligandumhoz hasonldan jatszodik le az alabbi sorrendben:
aszparaginsav karboxilatcsoport - imidazol nitrogén - aminocsoport - tiolcsoportok - tirozin fenolos
hidroxilcsoportja.
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£~ 2000 . 2000
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= =
1000 ¥ 40004
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8. abra: A kiilonb6z6 protonaltsaga ligandumok egyedi UV-lathat6 spektrumai az A: wtNiSOD-
Pen és B: wtNiSOD-CC ligandumok esetén.

A WitNiSOD-CC peptid a szekvencia elsé helyén ciszteint tartalmaz hisztidin helyett. Ez a csere
jelentésen befolyasolja a sav-bazis folyamatokat is. Az aszparaginsav karboxilat csoportjanak
deprotonal6dasat az egyik cisztein tiolcsoportjanak deprotonalddasa kdveti. Ez a szakirodalmi
adatok alapjan az elsé helyen 1évé ciszteinhez rendelhetd, ugyanis az N-termindlisan ciszteint
tartalmazé peptidek esetében a tiolcsoport fokozott savassagardl szamoltak be.'®® A tovabbi
deprotonalodasi  folyamatok jelent6sen atfednek egymassal, igy pH-fuggd UV-lathato
spektrumokat vettiink fel a ligandumrdl (7. abra/B). A NiSOD enzimmel rokon metallopeptidek
esetében jelentés abszorpcios maximum észlelheté 290 nm kornyékén, ami a tirozin fenolos
hidroxilcsoportjanak deprotonalodasahoz kotheté. Meghataroztuk az egyes részecskék egyedi
spektrumat (8. abra/B) és megallapitottuk, hogy a tirozin fenolos hidroxilcsoportjanak és az egyik
cisztein tiolcsoportjanak deprotonalddasa atfedésben van. Az 6sszbazicitas azonban jelentdsen nott
a wtNiSOD ligandumhoz képest, ami az N-terminalis hisztidin ciszteinnel val6 helyettesitésének

koszonhetd.

A peptidek Ni(ll)-ionnal képzddé komplexeinek stabilitasi allandoit pH-potenciometria
segitségével hataroztuk meg, az adatok a 2. tablazatban taldlhatéak. A fémion koordindlasaban az
N-terminélis aminocsoport, a hisztidin imidazol nitrogénje, a ciszteinek és a penicillamin tiolat-
csoportjai, valamint deprotonalt amid nitrogének vehetnek részt a szekvenciaban talalhato

aminosavak fiiggvényében. A 2. tablazat utols6 soraban szerepld pNi értékek a ligandumok Ni(II)-
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koto képességének Osszehasonlitasara szolgalnak, amelyek a Ni(ll)-ion és ligandum 1:5 aranyu
alapu logaritmuséat jel6lik. Az altalunk vizsgalt rendszerek kdzel ekvimolaris mennyiségben
tartalmaztédk a fémiont és a ligandumot. Azonban a legtébb hasonld téméaban irédott publikacio
cnigny = 10 UM és ciig = 50 uM koncentracioviszonyok mellett kdzdlte a pNi értéket, igy az
6sszehasonlithatosag érdekében mi is ilyen kérulmények kdzott szamoltuk. Ezen érték alapjan egy

peptid annal nagyobb stabilitdsd komplexet képez a Ni(ll)-ionnal, minél nagyobb a pNi értéke.

2. tdblazat: A kilenc aminosavbol allé peptidek Ni(ll)-ionnal képzéd6é komplexeinek stabilitasi
allandoi (logfpqr), zardjelben a 3o standard deviacio értékei szerepelnek. Az egyes részecskék
toltésének jelolésétol eltekintiink. (T =25 °C; 1 = 0,2 M KCI)

WtNiSOD wtNiSOD wtNiSOD wtNiSOD  wtNiSOD wtNiSOD  wtNiSOD

2 -HC -HH -cC -Pen -NMe -RC
[NiHsL] 33,44  31,60(2) 31,38(3) - 33,41(2)  34,84(5) -
[NiH,L] - - 2569(7)  32,39(1) - - -

[NIHL] 22,22  2057(2) 20,44(3) 26,63(3) 22,61(1) 23,39(6)  20,2(1)
[NiL] 1571  1423(3) 11,95(5) 1860(5) 1575(3) 16,78(8)  15,04(4)

[NiHsL] 6,45 4,62(5)  2,16(5) 8,85(5)  586(4)  7,1(2) 5,8(1)

[NiH.L] - - - - 535(5)  -30(1)  -54(1)

pNiP 11,27 10,82 9,76 13,66 10,97 12,36 11,47

@ Az adatok a °2 hivatkozasban talalhatéak. ® pNi = -Ig[Ni(Il)szabea], ahol cnigny = 10 pM;
Ciig =50 uM; pH = 7,6

/////

Ni(ll)-komplexek pH-fiiggdé koncentracio eloszlasi gorbeit, amelyek a 9. abran 0sszegezve
talalhat6ak. A koncentrécié eloszlasi gorbéken legtobb esetben szerepelnek spektroszkdpiai adatok
is, amelyek alatamasztjak a pH-potenciometrias adatok kiértékelésébdl nyert egyensulyi modellt.
Ezek koziil a Amax az UV-lathat6 spektrumok lokélis maximum értékeinek hullamhosszat, az Ax nm
az UV-lathatd spektrumok adott hulldmhosszon vett abszorbancigjét, illetve a AAx nm a CD

spektrumok alapjan az adott hullamhosszon vett abszorbanciakiilonbséget jelolik.
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9. abra: A Ni(Il)/ligandum 1:1 koncentréci6 aranyu rendszerek koncentracio eloszlasi gorbéi a
pH fuggvényében, ahol az L az adott peptidet jeldli, melyek A: wtNiSOD, B: wtNiSOD-HH, C:
wtNiSOD-CC, D: wtNiSOD-Pen, E: wtNiSOD-NMe, F: wtNiSOD-RC.

(cnigy = 1,90 mM; ¢ = 2,00 mM; T =25 °C; | =0,2 M KCI) Az A abra a % hivatkozashol
szarmazik.

Bar a wtNiSOD-HC és -HH 0Osszetételben azonosak, a szekvenciajuk eltéré és jelentGsen
kiilonbozik a komplexképzd sajatsaguk is. A wtNiSOD-HC esetén a komplexképzddés
hisztaminszeri (NHz, Nim) kotésmoddal indul enyhén savas pH-n, a [NiHsL]?*" részecskét
eredményezve, ahol az aszparaginsav karboxilatcsoportja mar deprotonalt forméban van. A pH
ndvelésével a cisztein amid nitrogénjének és tiolcsoportjanak deprotonalddasa és koordinéacioja
kooperativ médon jatszodik le. Az igy kialakuld [NiHL] komplexben a Ni(ll)-ion siknégyzetes
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koordinacids médu, amelyben a (NH2, N, S7) donoratomok talalhatéak meg. Ezzel egyid6ben az
UV-lathatd spektrumokban 450 nm-en egy, a siknégyzetes, diamagneses tulajdonsagu
nikkel(lIl)komplexekre jellemz6 abszorpcios atmenet alakul ki (10. &bra/A). A kovetkezd
lugfogyasztd folyamatban kialakuld [NiL]™ komplexben az elézdleg leirt koordinacios modot a
hatodik helyen 1év6 hisztidin imidazol nitrogénjének kotédése egésziti ki. Ezt a CD spektrumokon
270 nm-en mért intenzitas ndévekedés alatamasztja, amely a Ni(Il) — Nim és Ni(Il) — Namid
toltésatviteli savokra jellemz6 (10. dbra/B). Az ezen a hullamhosszon mért intenzitas ndvekedés a
[NiIL] komplex képzddésével parhuzamosan novekszik és 8-as pH-n éri el a maximumat. Az UV-
lathatd és CD spektrumok alapjan [NiH.1L](H) sztéchiometridju [NiL]- komplex siknégyzetes
geometriaju. Az utols6 sav-bazis folyamatban a tirozin fenolos hidroxilcsoportjanak
deprotonalddasa jatszadik le. A spektroszkdpiai adatok alapjan ez a folyamat nem érinti a fémion
koordinacios szférajat, ami igazolja, hogy ez a csoport nem vesz részt a fémion megkétésében.
Ennek a komplexnek a kizarélagos jelenlétét az ESI-TOF-MS spektrum is alatdmasztjak
(12. dbra/A), amely 11,5-es pH-n keriilt detektélasra.
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10. &bra: A Ni(I1)/wtNiSOD-HC 1:1 aranyu rendszerének pH-fiiggé A: UV-lathato és B: CD
spektrumai. (UV-lathato: ciig = 1,5 mM; CD: cig= 0,9 mM; T =25 °C; 1 =0,2 M KCI)

A WtNiSOD-HH peptid esetén (9. abra/B) a komplexképz6dés a wtNiSOD-hoz hasonldan az
(NH2, Nim) donorcsoportokat érintd hisztamin-szer(i koordinacidval indul, a [NiHsL]?* komplexet
eredményezve. Fontos megjegyezni, hogy csak ugy mint a wtNiSOD-HC esetén az aszparaginsav
oldallanca mar deprotonalt formaban van jelen ebben a komplexben, azonban valoésziniitlen, hogy
részt vesz a fémion koordindlasaban. A kovetkezé deprotonalodds a [NiHoL]* részecskét
eredményezi, amely csak kis mennyiségben van jelen és képzdédése szinte teljesen atfed a [NiHL]

komplex kialakulasaval. Ebben a pH-tartoméanyban sem az UV-lathat6, sem a CD spektrumok nem
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mutatnak jellegzetes valtozasokat (11. abra), igy a [NiHL] varhatoan oktaéderes szerkezetli és
paraméagneses tulajdonsadgl. Az UV-lathatd spektrumok 6,5-es pH felett 320 nm-en jelentds
intenzitas novekedést mutatnak, ami a Ni(I[) — S~ toltésatviteli savnak felel meg. igy a [NiHL]
komplexben feltételezhet6en az N-termindlis aminocsoport, a cisztein tiolat-csoportja, valamint a
ket hisztidin imidazol nitrogénjei vesznek részt. Ennek megerdsitésére NMR vizsgalatokat
végeztiink 7,1-es pH-n 0,1 ekvivalens Ni(ll)-ion jelenlétében és tavollétében. A fémion hozzaadéasa
utdn a paramagneses komplex képzddését alatamasztja az *H NMR spektrumokon lathat6 jelek
jelentés vonalszélesedése. Ezen tilmenden a spektrum aromas régidja drasztikusan megvaltozik: a
hisztidin imidazol nitrogénjének koordinacioja eltolja az imidazol aromas protonjaihoz rendelhetd
jeleket, mig a tirozin aromas protonjainak jelei nem valtoznak, aladtamasztva azt, hogy a tirozin
hidroxilcsoportja nem vesz részt a fémion megkotésében. Az *H NMR spektrumok alapjan
pH = 7,1-en szinte kizarolag a [NiHL] komplex van jelen az el6zoéleg ismertetett koordinacios
maoddal, illetve, hogy a komplex paramagneses és mint olyan, oktaéderes tulajdonsagu. A tovabbi
lugfogyasztd folyamat a [NiL]~ komplexet eredményezi, melynek megjelenése drasztikus valtozast
idéz elé az UV-lathatd és CD spektrumokban. Az UV-lathatd spektrumokon 430 nm-en egy
intenziv sav figyelhet6 meg, amely a diamagneses, siknégyzetes Ni(IT)-komplexek jellegzetes d-d
sdvja. A CD spektrumokon 450 nm-en lathato pozitiv Cotton-effektus arra utal, hogy az els6
deprotonalt amid nitrogén részt vesz a fémion koordinaladsaban, mig az 500 nm Kkoruli kis
intenzitast CD jel a tiolat-csoport koordinacidjara utal. Az adatok alapjan a [NiL] komplex a
(NH2, Nim, N) kelatrendszert tartalmazza, amelyet a tavoli cisztein tiolat-csoportjanak makrokelat
kotodése egészit ki. Kovetkezésképpen az elsé hisztidin imidazol nitrogénjét kiszoritja a
koordinacids szférabdl az elsé deprotonalt amid nitrogén koordinacidja. A pH tovabbi ndvelésével
kialakul6 [NiH.;L]> komplex esetében szintén a deprotonalddd, de nem koordinalédé tirozin
fenolos hidroxilcsoportjahoz kothetd folyamatrdl van sz6. A komplex képzodését az ESI-TOF-MS
mérések is alatdmasztjak (12. abra/B). A wtNiSOD-HC és -HH ligandumok, illetve a Ni(ll)-ion
jelenlétében kialakult [NiH.;L]> komplexek @sszetétele azonos, a komplex &sszegképletéhez

rendelhetd szimulalt tdmegspektrum a 12. dbra C részén lathato.
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11. abra: A Ni(Il)/wtNiSOD-HH 1:1 koncentracio ardnyu rendszerének pH-fiiggé A: UV-lathato
és B: CD spektrumai. (ciig=0,9 mM; T =25°C; 1 =0,2 M KCI)
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12. dbra: A [NiH.1L]* komplexek témegspektrumai az A: wtNiSOD-HC és B: wtNiSOD-HH
peptidek Ni(Il):ligandum 1:1 koncentracié arany( rendszerében. C: a H[CasHs2N14O12SNi]~
osszetételli komplex szamitott izotopeloszlasa. (pH = 11,50)

A WINiSOD-HC és -HH peptidek Ni(ll)-komplexeinek vizsgalatakor két fontos kovetkeztetést
vontunk le: a hatodik helyen 1év6 cisztein befolyasolhatja a Ni(II)/Ni(Ill) par redoxi tulajdonsagait,

mig a masodik helyen Iévé cisztein a NiSOD enzim redukalt formajara jellemz6 geometria
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kialakitasdban kulcsfontossagu. Ezen kivil az 2. tdblazatban lathat6, hogy mindkét peptid kisebb
pNi értékkel rendelkezik a wtNiSOD ligandumhoz képest, vagyis kisebb a Ni(ll)-ko6t6 affinitasuk,
ami a cisztein - hisztidin pontmutacié eredménye. A wWtNiSOD-HC és -HH peptidek Ni(ll)-
komplexeinek eltéré koordinaciés modjat a 13. abra is jelzi, ahol a két modellvegyilet [NiL]
komplexének UV-lathatd és CD spektroszkdpids molaris abszorbanciait hasonlitjuk 6ssze.

}X‘SDD I} 4
2504

—

" 200
[&]

w

§

g 150 tg‘,
w

100+ <

504

0 T T T
300 400 500 600 300 460 560 660
{nm) A(nm)

13. dbra: A Ni(I1)/wtNiSOD-HC 1:1 (fekete) és a Ni(I1)/wtNiSOD-HH 1:1 (piros) koncentracid
aranyu rendszerek esetében képz6do [NiL] komplex A: UV-lathato és B: CD spektroszkopias
molaris abszorbanciainak dsszehasonlitasa.

A WtNiSOD-CC komplexképzodési folyamatai jelent6sen eltérnek a wtNiSOD peptid esetében
leirtaktdl (9. abra/C). A komplexképzddés savas pH-n a [NiH.L] részecske kialakulasaval indul.
Ebben a pH-tartomanyban az aszparaginsav karboxilatcsoportja deprotonalddik, azonban nincs
spektroszkopiai vagy termodinamikai bizonyiték, hogy részt venne a Ni(ll)-ion koordinalasaban.
Az N-terminalis ciszteint tartalmazd peptidek az (NH., S) koordinacids modot részesitik elényben,
azonban a komplexképzddésre meghatarozott egyensulyi allandé nagyobb, mint a Ni(I1)-CysGly
rendszerben szamitott (NH,, S°) koordinacio kialakulasara jellemzé érték (logK = 7,94).1%¢ igy
feltételezésiink szerint (NH,, S, S7) donorkeészleten keresztil koordinalodik a Ni(ll)-ion, amit az

UV-lathatd és CD spektroszkopiai adatok is alatdmasztanak (14. &bra).
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14. dbra: A Ni(I1)/wtNiSOD-CC 1:1 koncentracio aranyu rendszerének pH-fiiggdé A: UV-lathato
és B: CD spektrumai. (A: ciig = 0,52 mM; B: cig=1,11 mM; I =1 mm; T =25 °C; | =0,2 M KCI)

Meghataroztuk a kiilonbozé Ni(Il)-komplexek egyedi UV-lathatd spektrumait, melyek kozil a
[NiHoL] részecskére jellemz6 spektrum két jelentés atmenetet mutat (15. dbra). Az egyika S~ —
Ni(ll) toltésatviteli sdvjahoz (308 nm), mig a masik a siknégyzetes Ni(ll)-komplexek d-d
atmenetéhez (416 nm) rendelhetd. A CD spektrumok alapjan a Ni(II)-ion a Cys1 tiolat-csoportjan
keresztil koordinalodik, azonban a 650 nm-en megjelend sav a tavoli cisztein tiolat-csoportjanak
Ni(Il)-ionhoz valé koordinacidjara jellemzd d-d savhoz rendelheté.’* Igy igazoltuk, hogy a
[NiH.L] komplexben a fémiont a (NH, S(Cys1)) donorcsoportok koordinaljak, melyet a tavoli
cisztein (Cys6) kotddésekor kialakuld makrokelat egészit ki. A pH ndvelésével kialakuld [NiHL]?
komplexben a masodik helyen 1évé cisztein tiolat-csoportja is koordinalodik a fémionhoz
siknégyzetes, (NH,, S-, S, S7) koétésmddu komplexet kialakitva. Ezt az UV-lathatd és CD
spektrumok jellegzetes valtozasai is alatamasztjak. A S- — Ni(II) toltésatviteli sav intenzitasa no,
valamint az egyedi UV-lathatd spektrumon 421 nm-en megjelend intenziv d-d atmenet utal a
siknégyzetes geometriara. Egy tovabbi lugfogyasztd folyamatban egy amid nitrogén fémion
indukalt deprotonalédasa és koordinécidja atrendezi a koordinacids szférat a [NiL]*- komplexben.
A spektroszkopiai adatok alapjan a komplex tovabbra is siknégyzetes elrendez6désii és az elsé
helyen &ll6 cisztein tiolat-csoportjanak koordinacidja megsziinik. A koordinacios szféra
atrendez6dése az UV-lathatd spektrumokon jol kdvetheté. Megjelenik a N~ — Ni(ll) LMCT sévja
270 nm-en, mig a S — Ni(ll) toltésatviteli sdv intenzitdsa csOkken. A fémiont igy az
(NH2, N, S) donorcsoportok koordinaljak (5,5)-tagu csatolt kelatrendszert alakitva ki, melyet a
tavoli tiolat-csoporttal (Cys6) valé makrokelat egészit ki. A [NiL]** komplex igy a NiSOD enzim

redukalt formajara jellemz6é kotésmoddal rendelkezik, kialakulasa azonban a lugos pH-
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tartomanyba tolddik el. Ez a [NiHL]* komplexben kialakul6 (NHz, S-, S-, S7) kotésmdd nagy
termodinamikai stabilitasanak koszonheté, ami gatolja az amid nitrogén deprotonalodasat és
koordinacidjat. Az utolsé lugfogyasztdo folyamatban képzédd [NiH.1L]* komplexben az €l6z6
modellekhez hasonléan a deprotonal6dd, de nem koordinal6dé tirozin fenolos hidroxilcsoport
talalhatd. A pNi érték jelentdsen né a wtNiSOD peptidhez képest, ami a tiolat-csoportok szaméanak
ndvelésével magyarazhatd és Ni(ll)-ion tiolat-csoportokhoz val6 nagyobb affinitasét igazolja a
hisztidin imidazol nitrogénjéhez viszonyitva.

20

15+

10

ex 103 (Mlem?)

1 [NiH,L]

400 500 600
A (nm)

300

15. abra: A Ni(I1)/wtNiSOD-CC 1:1 koncentracié aranyl rendszerének szamitott egyedi UV-
lathat6 spektrumai.

A WtNiSOD-Pen peptid szerkezete kis mértékben tér el a wtNiSOD ligandumtdl és a
komplexképzd sajatsagaik is nagy mértékben megegyeznek (9. abra/D). A komplexképzodés
enyhén savas pH-n a [NiHsL]" részecske képzddésével indul hisztaminszerti koordinacioval
((NH2, Nim) donorkeészlet). A kovetkezé lagfogyasztd folyamatban a [NiHL]™ komplex jelenik
meg. Az UV-lathat6 és CD spektrumok alapjan ez a részecske siknégyzetes geometriaja (16. abra),
melyben a (NH2, Nim, N7, S7(Cys)) donorcsoportok vesznek részt a fémion koordinalasaban. A
NiSOD enzim redukalt formajara jellemzd koordinacios mdd egy tovabbi lugfogyasztd
folyamatban alakul ki a penicillamin tiolat-csoportjanak koordinécidjaval. A penicillamin
koordinacidja szelektiven kovetheté 310 nm-en CD spektroszkdpia segitségével, mert a metil-
szubsztituensek jelenléte nagyobb gerjesztési energiakat eredményez, mint ami a cisztein esetében
tapasztalhat6. Tovabba a peptid D-penicillamint tartalmaz, igy a korabbiaktol eltéréen itt negativ

Cotton-effektus jelenik meg a CD spektrumokon. Ez a hatas az UV-lathaté spektrumokban nem
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jelenik meg. A képz6d6 [NiL]* komplexben tehat (NHz, N-, S, S°) koordinéaciés méd alakul ki,
amire siknégyzetes geometria jellemz6. A komplex szerkezetét UV-lathato és CD

spektroszkopiaval tamasztottuk ala.
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16. abra: A Ni(Il)/wtNiSOD-Pen 1:1 koncentréci6 aranyd rendszerének pH-fiiggé A: UV-lathatd
és B: CD spektrumai. (Ciig = 2,00 mM; I =10 mm; T =25 °C; 1 = 0,2 M KCI)

A wtNiSOD (17. abra/A) és a WtNiSOD-Pen (17. abra/B) Ni(ll)-komplexeinek pH-fiiggé CD
spektrumai a 17. &bran lathatdak dsszehasonlitva. A legszembetlinébb kiilonbség a 310 nm-en
detektalt abszorbanciakulonbségeken lathatd, ahol a penicillamin jelenléte a wtNiSOD Ni(ll)-
komplexétdl eltéréen negativ eldjeli valtozast idéz el az abszorbanciakilonbségben. Ez a hatas
egyedivé teszi a wtNiSOD-Pen peptidet, ugyanis az altalunk vizsgalt modellvegyiletek kozil
egyediil itt figyelheté meg negativ el6jeli valtozas az abszorbanciakilénbsegben 310 nm-en a CD

spektrumokon.
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17. abra: A Ni(Il)/ligandum 1:1 koncentréacio aranyu rendszerek pH-fiiggé CD spektrumai az
A: wtNiSOD és a B: wtNiSOD-Pen modellek esetén. (Cwinisop = 1,5 MM; Cwinisop-ren = 2,00 mM;
=10 mm; T=25°C; 1 =0,2 M KCI) Az A abra a *? hivatkozashél szarmazik.

A [NiL]* komplex szerkezetét NMR spektroszkdpia segitségével is vizsgaltuk. Ehhez *H - 13C
HSQC spektrumokat vettiink fel pH = 7,8-en a ligandumro6l, valamint a Ni(11)/wtNiSOD-Pen 1:1
koncentracio aranyu elegyérdél. Az NMR spektrumokon szamos jel jelentds eltolodasa figyelhetd
meg a Ni(ll)-ion jelenlétében. Drasztikus valtozas lathaté a penicillamin metilcsoportjainak
jeleiben, ami feltehetben a tiolat-csoportok és a peptidvaz amid nitrogénjének koordinacidjanak
koszonhet6. Ezen Kkiviul a hisztidin -CH, jeleit szintén befolydsolja az amid nitrogén
deprotonalddasa és koordinacioja. Ezek a valtozasok alatamasztjak a penicillamin tiolat-csoport és
az amid nitrogén koétodését a fémionhoz.

. 28 23
His-1 (CHy) 29
; o Pen-2 (CH3) 2
I31 27
l32
L 29

Tyr-9 (CH,) %

39 37

325 3.15 3.05 295 285 275 265 255 245 1.38 1.34 1,30 1.26 1.22 1.18 1.14 1.10 1.06 1.02 098
ppm ppm

18. dbra: H - 3C HSQC spektrumok relevans részei a wtNiSOD-Pen esetében. A narancssarga a
ligandum, mig a z6ld Ni(11)/wtNiSOD-Pen 1:1 koncentracid aranyu rendszeréhez tartozo jelek.
(pH =7,8; ciig = 5mM)
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A fiziolégias pH-n dominans [NiL]?>" komplex szerkezetére vonatkozdan egy egyiittmiikodés
keretében tovabbi informéacidkat is kaptunk. Ekkor egy tobblépéses modellezési stratégiaval a
[NiL]> komplex szerkezetét és a fémion koordinacidjanak hatasat vizsgaltuk a peptid
konforméciojara MD és DFT sz&mitdsok segitségével, melyet egy olaszorszagi egyiittmiikodés
keretében Prof. Dr. Eugenio Garribba és Dr. Giuseppe Sciortino végeztek el. A wtNiSOD-Pen
peptid és Ni(Il)-komplexén kivil a wtNiSOD peptidet és Ni(Il)-komplexét is vizsgéltuk. A szabad
peptidek a rendezetlen peptidekre jellemz6é konformécids viselkedést mutatnak, atmenetek
jelennek meg a feltekeredett és linearis konformaciok kozott, de a rendezetlen formék talsalyban
vannak. A Ni(Il)-komplexekben a fémion koordinacitja csokkenti a peptidvaz flexibilitasat. Az
MD szamitasok alapjan a f6 konformaciés izomerben a Ni(ll)-ion siknégyzetes geometriaja stabil
és a 3-9 aminosavak (DLPCGVY) a-hélix konformaciot vesznek fel a 200 ns-os MD szimulacio
soran. Az MD szamitasok alapjan a leggyakoribb konformécios izomerek szerkezete a 19. abran
lathat6. Az adatok alapjan valészinisithetd, hogy a masodik helyen 1év6 aminosav (Cys vagy Pen)
tiolcsoportjanak, valamint az els6 amid nitrogén deprotonalddasat €s koordinacidjat kdvetden az
Nim a fémion axidlis pozicidjahoz kdzel kerll. A legnagyobb populéciéji izomer szerkezetét DFT
modszerrel is optimalizaltuk, amely szamitasok megerdésitették a fémion siknégyzetes geometriajat
és hogy a hisztidin imidazol nitrogénje nem vesz részt a koordindcidéban. A kotéstavolsagok
meghatarozasa alapjan a legszembetiinébb kilonbség a két komplex esetén a Ni(ll) - S (Pen2) és
Ni(Il) - S(Cys2) kodtések hossza kozott van: a penicillamin tiolat-csoportja és a Ni(ll)-ion révidebb
kotést alakit ki, mint a wtNiSOD komplexében a Ni(ll) - S7(Cys2) kotés.

19. dbra: Az MD szamitasok soran 200 ns alatt megjelend konformacios izomerek szerkezete az
A: Ni(I)/wtNiSOD és B: Ni(Il)/wtNiSOD-Pen komplexek esetében
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A Ni(ll)-ion és ligandum 0,9:1 koncentracio aranyu elegyérdl 8-as pH-n ESI-TOF-MS spektrumot
rogzitettiink, mely alapjan igazoltuk, hogy ezen kortilmények kozott kizarélag a [NiL]?* részecske
van jelen a fent leirt koordinaciés moddal. Dimer vagy biszkomplexek képzédését ilyen
korilmények kozott sem tudtuk Kkimutatni. A nem koordinal6dd tirozin oldallancéanak
deprotonalddasa a [NiH.1L]* komplexet eredményezi, mely részecske megjelenése sem az UV-
lathat6, sem a CD spektrumokban nem okoz jelent6s valtozast. Ebbél arra lehet kovetkeztetni, hogy
a fémion koordinacios szféraja valtozatlan marad, valamint a folyamatra jellemz6 1écsézetes
egyensulyi allandé (logKk = 9,89) aldtdmasztja, hogy a tirozin nem vesz részt a fémion
koordinaldsaban. Erdsen lugos oldatban egy tovabbi lugfogyasztd folyamat jatszodik le, ami az
UV-lathatd spektrumokban mérsékelt valtozast indukal. Szakirodalmi adatok alapjan ezt egy
tovabbi amid nitrogén deprotonéalddasa és koordinacioja okozza, igy a penicillamin tiolat-csoportja
kiszorul a koordinécids szférabol és (NHz, N-, N-, S(Cys)) kétésmod alakul ki.*?2 Ez a folyamat a

wtNiSOD komplex esetében nem megy végbe.

A wWtNiSOD-NMe peptid esetén (9. dbra/E) a Ni(ll)-ionokkal valé komplexképzddési reakcio a
[NiHsL]* részecske kialakulasaval indul, amelyben a (NHwme, Nim) donorcsoportok vesznek részt a
fémion megkdtésében hisztaminszert koordinaciés moéddal. A kovetkezd lugfogyasztd folyamatok
a ciszteinek tiolcsoportjainak deprotonaldodasdhoz és koordinacidjahoz kothetk, amelyben a
[NiHL]" komplex alakul ki (NMeH, Nim, S-, S°) donorkészlettel. A pH ndvelésével egy amid
nitrogén deprotonalddasa és koordinacidja kiszoritja az imidazol nitrogént a koordinacids szférabdl
a [NiL]*> komplex kialakulasakor. Ez a komplex a NiSOD enzim redukalt forméjara is jellemz
(NHz, N7, S, S") koordinaciés moddal rendelkezik, megjelenését a CD spektrumok jelentds
atalakulasa kiséri (20. abra/A). A 270 nm-en tapasztalt valtozas a N~ — Ni(ll) toltésatviteli sdvhoz,
mig a 325 nm-en lathatd atmenet a S- — Ni(Il) toltésatviteli savhoz rendelhet6. A komplex
stabilitasa azonban 1,2 log egységgel nagyobb, mint a wtNiSOD azonos formajd komplexének a
stabilitdsa. Ez a hatas a metilcsoport elektronkiild6 tulajdonsagaval magyarazhatd. A kovetkezd
lugfogyasztd folyamatban a tobbi modellhez hasonl6an a deprotonalédd, de nem koordinal6 tirozin
oldallanc jatszik szerepet a [NiH-1L]* komplex kialakulasakor. A wtNiSOD ligandumtél eltéréen
egy tovabbi sav-bazis folyamat is végbemegy, amely a [NiH-.L]* részecskét eredményezi. Ekkor
egy tovabbi amid nitrogén deprotonalddasa és koordinaciodja kiszoritja a masodik pozicioban 1évo
cisztein tiolat-csoportjat a koordinécids szférabdl. A folyamatot a CD spektrumok is igazoljék, ahol

500 nm koriili jelentGs valtozas lathatd az abszorbanciakilénbségekben (20. abra/B).
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20. &bra: A Ni(11)/wtNiSOD-NMe 1:1 koncentrécié aranyl rendszerének pH-fiiggé6 CD
spektrumai pH = 8,3 A: alatt és B: felett kiilon &brazolva. (Cig =2 mM; | = 10 mm; T = 25 °C;
1=0,2 M KCI;)

A WtNiSOD-RC modell esetén a komplexképz6dési folyamatok jelentésen eltérnek a wtNiSOD
ligandum reakcioitol (9. abra/F). A komplexképzdés 5-0s pH-n kezdédik egyidében a [NiHL] és
[NiL] részecskék kialakulasaval. A [NiHL] csak kis mennyiségben van jelen, mig a [NiL] ezutan
széles pH-tartomanyban uralkodd részecske. A CD spektrumok 280 és 320 nm-en jelents
valtozast mutatnak a [NiL] komplex kialakulasakor, melyek az amid nitrogén - Ni(Il) (280 nm) és
a tiolat - Ni(Il) (320 nm) toltésatviteli savokhoz rendelhet6k (21. dbra). A spektroszkopiai adatok
alapjan a [NiL] komplexbena (NHz, N+, S-, S°) koordinacios mod alakul ki siknégyzetes geometriat
eredményezve. A kovetkez6 lugfogyasztd 1épésben a tirozin hidroxilcsoportjanak deprotonalddéasa
a [NiH.1L] komplex megjelenését mutatja, mely a CD spektrumok alapjan nem valtoztatja meg a
fémion koordinécios szférajat. Egy tovabbi sav-bazis folyamat soran a [NiH-.L] részecske jelenik
meg, mely egy tovabbi amid nitrogén deprotonalddaséhoz és koordinacidjahoz kothet. Ez a CD

spektrumokon kis mértékii intenzitdscsokkenést okoz.
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21. &bra: A Ni(11)/wtNiSOD-RC 1:1 koncentracio aranyu rendszerének pH-fiiggé CD
spektrumai. (Ciig =2 mM; I =10 mm; T =25 °C; 1 =0,2 M KClI)

4.1.2. A wtNiSOD-dim peptid és Ni(ll)-komplexeinek jellemzése

A wWtNiSOD-dim peptid esetében a deprotonalhaté donorcsoportok szama jelentésen né az el6z6
részben targyalt modellekhez képest, igy a képz6dé Ni(Il)-komplexek sztdchiometridi eltéréek
lesznek. A ligandum 1épcsézetes protondlddasi allandoit, illetve a Ni(ll)-ionnal képz6do
komplexek stabilitasi allandoit pH-potenciometria segitségével hataroztuk meg, melyeket a 3.
tablazat tartalmaz. A két kilenc aminosavbol felépiil6 fragmens kapcsolasakor a lizin C-terminalis
karboxilcsoportja szabadon marad, ami lehet6vé teszi, hogy a terminalis aminocsoportokon, a
ciszteinek tiolcsoportjain, az aszparaginsav  karboxilcsoportjain, a tirozil fenolos
hidroxilcsoportjain, valamint a hisztidinek imidazol nitrogénjein kivil ez is részt vegyen a sav-
bézis folyamatokban. Ennek koszonhetéen a wtNiSOD-dim peptid esetében a titralasi gorbe

illesztése 13 protonalddasi allando figyelembevételével tortént.

Az adatok elemzése alapjan a legkisebb protonalddasi allandok a lizin és aszparaginsav
karboxilcsoportjaihoz rendelhetdk. A tovabbi deprotonalodasi 1épések a hisztidinek imidazol
gylirlin mennek végbe. Szakirodalmi adatok alapjan ez az N-terminalis hisztidin és az
aminocsoport kozott kialakul6 intramolekularis hidrogén hid hatasa, ami noveli az imidazol
nitrogén savassagat.'?? A kovetkezd 1épésben a terminalis aminocsoportok és ciszteinek tiol-
oldallancai deprotonalédnak, mig a legnagyobb logKi értékek a tirozinok fenolos
hidroxilcsoportjaihoz rendelhetdk.
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ionnal képz6dé komplexeinek stabilitasi allandoi (logfuqr), zardjelben a 3o standard deviacio
értékei szerepelnek. Az egyes részecskék toltésének jelolésétdl eltekintiink. (T = 25 °C;

| =0,2 M KCI)

Részecskék logKi Részecskék 109Bpqr
[HisL] 3,3(1) [NiHsL] 64,6(1)
[HioL] 3,61(1) [NiH,L] 50,5(1)
[Huil] 4,41(1) [NiL] 13,8(1)
[HioL] 5,42(8) [NiHL] 4,7(1)
[HsL] 6,00(7) [NizHsL] 67,5(6)
[HsL] 7,25(6) [NizHaL] 56,8(3)
[H-L] 7,36(5) [NioL] 29,6(3)
[HeL] 7,96(7) [NizH-L] 8,9(1)
[HsL] 8,43(4)

[HaL] 8,74(7)

[HsL] 9,23(3) logKyi2 e 2,9
[H.L] 9,86(4) logKypa - 6,3
[HL] 10,03(2) logKy" ® -2,0

* Knit = Bnics Kni,L = Bnipn/Bri = [NizL] / ([NIL][Ni])

Eldszor vizsgéltuk a peptid Ni(ll)-koté képességét CD spektroszkdpia segitségével HEPES
pufferben pH = 7,6-en. A ligandum oldatahoz részletekben NiCl.-oldatot adtunk 0-2,5 ekvivalens
mennyiségig és felvettik a spektrumokat (22. &bra). A Ni(ll)-ionnal valé komplexképz6dés
jelentés CD aktivitdst eredményez, 1:1 fémion/ligandum koncentracié aranyig harom sav
(330 nm, 478 nm, 544 nm) megjelenését tapasztaltuk. Ezek a S- — Ni(ll) toltésatviteli savhoz
(330 nm, 478 nm) és a d-d atmenethez (544 nm) rendelheték, melyek megerdsitik, hogy a kialakulo
komplex siknégyzetes geometriaju. Tovabb ndvelve a Ni(ll)-ion koncentraciéjat a lathatd
szegmens (478 és 544 nm) enyhe eltolddasa és a 330 nm-en detektalt jel intenzitdsanak névekedése
tapasztalhat6, ami egy Uj komplex kialakulasat jelzi. T6bb, mint 2 ekvivalens Ni(ll)-ion hozzaadasa
utdn a S- — Ni(ll) toltésatviteli sdv intenzitasanak telitése tapasztalhatd, mig a d-d atmenethez
tartozd spektrumrész teljesen &talakul. Ez a hatds egy harmadik fémion koordinécidjat jelzi,
melyben valosziniisithetden a peptidvaz tovabbi amid nitrogénjei vesznek részt a Ni(ll)-ion

megkdtésében.
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22. abra: A: A wtNiSOD-dim ligandum NiCl,-oldattal valo titralasdnak CD spektrumai. A fekete
0 és 1 ekvivalens Ni(Il)/L, a kék 1 és 2 ekvivalens Ni(ll)/L, a piros 2 és 2,5 ekvivalens Ni(ll)/L
mintéknak felelnek meg. B: A 330 nm-en vett intenzitas valtozasa a kiilonboz6é Ni(IT):ligandum
koncentrécio aranyok mellett. (L: wtNiSOD-dim; pH=7,6;¢c.=1,1mM; T=25°C;1=02M

KCI)

Az egyensulyi vizsgalatok megkezdése elétt CE-MS vizsgalatokat végeztiink 0,9 : 1 = fémion :
ligandum koncentraci6 aranyok mellett 9-es pH-n. Az elektroferogramokon harom csucs jelenik
meg, melyekrél MS mérésékkel igazoltuk, hogy az L, NiL és Ni,L részecskékhez tartoznak. Ezen
harom CE csucs tdmegspektrumainak elemzésekor minden esetben megjelent egy masik részecske,
amelyre nagyon hasonld MS csucsok jellemzdek, mint az eldbb felsorolt részecskékre, de két
egységgel kisebb m/z értékkel. Feltételezésiink szerint ez a specifikus tulajdonsag a tirozinok
fenolos hidroxilcsoportjainak ESI altal indukalt deprotonalédasahoz kotheté, amit az
izotopeloszlasok is alatamasztanak. fgy a pH = 9,5 felett megjelené [NizH-L] részecske a
deprotonalodo, de nem koordindlé tirozin oldallancokhoz kothetd.

A WtNiSOD-dim ligandum kiemelked6 nikkel-k6td képessége azzal a feltevéssel magyarazhato,
hogy az els6 fémion koordinéacidja stabilizdlja a ligandum szerkezetét, ami elOsegiti a masodik
Ni(I)-ion megkdtését. Ennek aladtamasztasa érdekében vizsgéltuk a komplexképz6dés kinetikajat,
ehhez az el6z6ekben leirt elegyet kevertiik 6ssze, majd kiilonboz6 inkubalasi id6 eltelte utan vettiik

fel az elektroferogramokat. Az elsé pontot koriilbeliil egy perc keverési id6 utan rogzitettikk. A
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kiilonb6z6 részecskékhez tartozo csucsok intenzitasat az id6 fliiggvényében abrazoltuk, mely a 23.

abran lathato.
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23. dbra: A wtNiSOD-dim ligandum (z6ld) koncentracidjanak csokkenése, valamint a NiL

crer

Ni(ll) : ligandum 0,9 : 1 koncentréaci6 aranyu elegyben. (pH = 9,0; ¢ = 42 uM)

A kiséreti elrendezés korlatai miatt az igy kapott eredmények félkvantitativnak tekinthetdk,
azonban lényeges informaciokkal szolgalnak a komplexképz6dés mechanizmusarol. A Kinetikai
gorbék lefutasa alapjan két fontos kdvetkeztetés vonhato le: a komplexképzodés viszonylag lassu
és a dinukleéris részecske mar ekvimolarishoz kdzeli aranynal is megjelenik. A kapott Kinetikai
gorbéket egy exponencidlis tagot tartalmazd fliggvénnyel illesztve a meghatarozott sebességi
egyltthatok jo kozelitéssel megegyeznek. Az elsérendi kinetikai kizarja, hogy a fémion eldsegitse
a konformécid valtozast, igy feltételezhetd, hogy tobb szerkezeti izomer van jelen egyensulyban,
melyek egyikéhez a Ni(Il)-ion gyorsan koordinalodik. Az els6 fémion kétddése eltolja az izomerek
kozotti egyensulyt, mely egy viszonylag lassi elsérendli folyamat, és tovabbi szerkezeti
atrendezddést indukal a peptid szerkezetében. Ezek alapjan a ligandum szerkezeti atrendez6dése a
sebességhatarozo lépés, a fémion ezutan gyorsan koordinalddik a ligandumhoz. A szerkezeti

atrendezd6dés ténye a komplexképzddés részletes leirdsanal a késdbbiekben kertil kifejtésre.

A komplexek vizsgalatakor minden esetben figyelembe vettlik, hogy a Ni(ll)-ion és a ligandum
kozotti komplexképzodési folyamatok viszonylag lasstak, igy a pH-potenciometrias vizsgéalatok

soran kell6 id6t hagytunk az egyensulyi allapot beallasara. A Ni(II)-ion és ligandum 2:1
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koncentracio aranyu rendszerének pH-fiiggé koncentracio eloszlasi gorbéje a 24. abrén lathato a
450 nm-en kapott UV-lathat6 abszorbanciakkal kiegészitve. A spektralis valtozasok a siknégyzetes

geometriaju Ni(Il)-komplexek d-d atmenetéhez rendelhetdk.
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] . c
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24. abra: A Ni(Il)-ion és a wtNiSOD-dim ligandum 2:1 koncentracio aranyu rendszerének
koncentracio eloszlasi gorbéje, valamint a 450 nm-en vett UV-lathat6 abszorbanciak a pH
fuggvényében. (cnign = 2,4 mM; T =25°C; 1 =0,2 M KCI)

A komplexképz6dés enyhén savas pH-n (NHz, Nim) hisztamin szerii koordinacioval indul a
[Ni>HsL] részecske képzédésével. Ezen komplex megjelenésével atfed a mononukleéris [NiHsL]
komplex kialakulasa is, azonban kisebb mennyiségben van jelen, mint a dinuklearis, azonos
protonaltsagi komplex. Semleges pH felett mar nincs jelen mononukleéris részecske. Egy tovabbi
lugfogyasztd folyamatban egységenként egy-egy tiolcsoport deprotonalédasa és koordinacioja
eredményezi a [Ni-HsL] komplexet, ahol a Ni(ll)-ionok (NH2, Nim, S°) koordinaciét alakitanak ki
siknégyzetes geometriaval, amely jelentds CD aktivitast mutat (25. &bra/A). A pH tovabbi
ndvelésével egy-egy amid nitrogén, valamint a masik két tiolcsoport deprotonalodaséval és
koordinacidjaval a NiSOD enzim redukalt formajara jellemz6 (NHz, N-, S, S°) koordinacidju
siknégyzetes [Ni,L] komplex képzddik. Az egységenkénti két tiolcsoport kiilon lugfogyasztd
folyamatban vald deprotonal6dasat és koordinaciojat a CD spektrumok is alatamasztjak, ahol a pH
novelésével megnd a S— — Ni(II) toltésatviteli savhoz (330 és 480 nm) rendelhetd jel intenzitasa.
A két modell azonos koordinaciés modjat a wtNiSOD és wtNiSOD-dim peptidek Ni(ll)-
komplexeirél késziilt CD spektrumok, valamint a wtNiSOD [NiL] és a wtNiSOD-dim [NiL] és
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[Ni;L] komplexeire meghatarozott molaris abszorpcios spektrumok 6sszehasonlitasaval is
szemléltethetjik, melyek a 25. dbra A és B részén lathatdéak. Ezzel a koordinaciés moddal nagy
stabilitasu kétmagva komplexek alakulnak ki, amit a 1épcsézetes egyensulyi allanddok arénya is
igazol (log(K(NiL)/K(NizL) ~ -2). Ez egyértelmiien jelzi, hogy a kétmagvi komplexek képzodése
kedvezményezett még a fémion és ligandum ekvimoléris oldataban is. A stabilitasi allandok
aranya, valamint a tény, hogy a komplexképzddési folyamat lassu, arra enged kdvetkeztetni, hogy
a ket Ni(Il)-ion kozott kooperacié van: az elsé fémion kotddése konformacio valtozast idéz el6 a
ligandum szerkezetében, ami eldsegiti a masodik fémion koordinaciojat. Ez a jelenség azonban
nem figyelhetd meg savas pH-n (3. tablazat), ahol a protonalt ligandumok esetén valdszintileg nem
valosul meg a sziikséges szerkezeti atrendez6dés a Ni(ll)-ion és a ligandum 1:1 koncentracio
aranyu rendszerében. Az utolsé deprotonalddasi Iépésben a 9,5-es pH felett a [Ni.H-.L] komplex
alakul ki, mely a kilenc tagszdami modellekhez hasonldéan a tirozin aminosavak fenolos
hidroxilcsoportjanak deprotonalodasdhoz kothetd. A spektroszkopiai adatok alapjan a fémionok

koordinalasaban nem vesznek részt ezek a csoportok.
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25. &bra: A: A kiilonb6z6 koncentracio aranyd Ni(l1)/L mintakrol készult pH-fiiggé CD
spektrumok: a Ni(I1)/wtNiSOD-dim 2:1 koncentracio aranyu elegyének spektrumait a szaggatott
vonalak jelzik, 6,28 (piros), 6,82 (kék) és 8,82 (zold) pH-kon; az 1:1 koncentréacid aranyu elegyek
spektrumait a folytonos vonalak jelzik, pH = 7,62-en (lila) a Ni(I11)/wtNiSOD-dim, mig pH = 7,80
(fekete) a Ni(I1)/wtNiSOD rendszerre. B: UV-lathaté molaris abszorpcios spektrumok a
Ni(I1)/wtNiSOD-dim 2:1 (piros) és 1:1 (fekete) koncentracié aranyu rendszereire pH = 7,60-en,
valamint a Ni(I1)/wtNiSOD 1:1 (kék) koncentrécio aranyu elegyére pH = 7,80-en.

4.2. A peptidek Ni(l11)-komplexeinek szerkezetvizsgalata ESR spektroszképiaval

A NiSOD enzimben a Ni(ll)-ion a dizmutalasi ciklus soran Ni(lll)-ionna oxidalodik, amely egy

paraméagneses tulajdonsagu részecske megjelenését eredményezi. Ez alapjan a szerkezete ESR
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spektroszkopia segitségével vizsgalhatd. Az altalunk jellemzett Ni(ll)-komplexeket kalium-
szuperoxiddal és/vagy oxonnal (peroxo-monoszulfation) oxidaltuk és felvettlk az ESR
spektrumokat. A wtNiSOD Ni(lll)-komplexének jellemzéskor megéllapitottdk, hogy az N-
termindlis hisztidin imidazol nitrogénjének axialis koordinacioja jellegzetes felhasadast idéz el6 a
spektrumban (26. abra). Az ESR spektrumok alapjan a Ni(lll)-ion parositatlan elektronja a d 2
palyan helyezkedik el, amit a DFT-szamitasok is alatdmasztottak. A Ni(lll)-ion pérositatlan
elektronja és az | = 1 spinii nitrogén atom kozotti kolesonhatas egy triplett szuperhiperfinom
felhasadast eredményez. Az igy kialakuld Ni(ll1)-komplex szerkezete megegyezik a NiSOD enzim
oxidalt formajanak szerkezetével, vagyis négyzetes piramisos geometria alakul ki.*?

260 280 300 320 340 360
Méagneses tér (mT)

26. abra: A Ni(lI1)/wtNiSOD 1:1 koncentracio aranyu rendszer mért (fekete) és szamitott (piros)
CW X-savl ESR spektruma 77 K-en mérve.*

A WINiSOD-HC és -HH esetében egyik oxidaloszerrel sem sikeriilt értékelhetd Ni(III)-
spektrumokat detektdlni, azonban a szabad O, jelenléte egyértelmiilen kimutathaté a
WtNiSOD-HH peptid Ni(ll)-komplexét és a KO,-ot tartalmazé minta ESR spektruméban. A
WtNiSOD-HC azonos modon készilt mintdjdban a gyodkanion jelenléte nem mutathatd ki
egyértelmiien az ESR spektrum alapjan. A kovetkez6 alfejezetben a Ni(IT)-komplexek SOD
aktivitas vizsgalataval kapott eredményeinket targyalom, melyek ismeretében megmagyarazhato
ez a jelenség. A wtNiSOD-HH komplexe ugyanis kisebb SOD aktivitast, mint a wtNiSOD-HC
modell komplexe, igy a szabad O, hosszabb ideig jelen van a mintadban. Annak, hogy az ESR

spektrumokban nem jelentek meg a Ni(lll)-komplexek tébb oka is lehet: a Ni(ll)-komplexek
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oxidaciotjakor nem alakulnak ki a Ni(l11)-komplexek; vagy a fémion koordinacios kdrnyezete képes
stabilizalni a Ni(lll)-komplexet, azonban olyan kis koncentracidban van jelen, amely ESR
spektroszkopia segitségével nem detektalhatd az altalunk alkalmazott korilmények kozott. A
reakciotermékeket ezért ESI-TOF-MS modszerrel vizsgaltuk és megéllapitottuk, hogy a peptidek
Ni(Il)-komplexei adduktumot képeznek a Oy -nal. A wtNiSOD-HH azonban oxidal6szer
tavollétében adduktumot képez a vizben oldott oxigénnel is (27. dbra/A). Az adduktum egy peroxo-
Ni(ll)-komplex vagy egy Ni(ll)-komplex, amelyben a cisztein tiolat-csoportja oxidalodott
szulfonatcsoportta. A 27. dbran a wtNiSOD-HH Ni(Il)-komplexének tdmegspektrumai kerultek
dsszehasonlitasra oxidaldszer tavollétében (27. dbra/ A) és jelenlétében (27. &bra/ B).
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27. &bra: A Ni(I1)/wtNiSOD-HH 1:1 koncentracié arany( rendszer [NiH.;1L]?> komplexének
ESI-TOF-MS spektrumai. A: A komplex adduktumot képez a vizben oldott oxigénnel
oxidaldszer tavollétében. B: A komplex adduktumot képez a O, - nal KO, hozzaadasa utan.
(pH =11,5)

A wWtNiSOD-CC peptid 10,0-es pH-ja Ni(ll)-komplex oldatét szintén KO-dal oxidaltuk. Az ESR
spektrumok alapjan a rendszerbdl jelentds mennyiségli Oz" fogy el, azonban Ni(lll)-komplex
jelentét vagy gyokképzédést nem sikerilt detektalni (28. &bra). Ennek tobb oka is lehet: az
esetlegesen képz6d6 Ni(ll1)-komplex tal kicsi koncentracidban van jelen, vagy rovid élettartamd;
a Ni(ll)-komplex és a O, kozotti reakcid a peptid bomlasahoz vezet. Ezen kivil az ESR
spektrumokon a NiSOD enzim oxidalt formajara jellemz6 szuperhiperfinom felhasadas az
N-terminalis hisztidin imidazol nitrogénjének koordinaciojahoz rendelheté. A WiNiSOD-CC
esetében a szekvencia els6 helyén 1év6 hisztidin egy ciszteinnel van helyettesitve, igy ez a
legkézenfekvébb magyarazat arra, hogy a Ni(IIT)-komplex megjelenése nem mutathatd ki ebben a

rendszerben ESR spektroszkopia segitségével.
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28. dbra: A fagyasztott KO- oldat CW X-savu ESR spektruma 10-es pH-ja Ni(11)/wtNiSOD-CC
komplex hozzaadasa el6tt (fekete) és utan (piros) 77 K-en.

A kilenc aminosavbol felépiild6 modellek koziil a wtNiSOD-Pen, a wtNiSOD-NMe és a
WtNiSOD-RC peptidek Ni(l11)-komplexeir6l értékelheté ESR spektrumokat rogzitettiink. Az ezen
spektrumokra meghatarozott ESR paraméterek a 4. tablazatban keriiltek Osszehasonlitasra a
witNiSOD megfelel6 paramétereivel egyiitt. A tablazatban a Ni(lll)-komplexekre jellemzd
anizotrop g értékek (gxy.), az axialis helyzetii hisztidin imidazol nitrogénjének csatolasi allandoja
(@V,), valamint az ESR vonalszélesség leirasahoz sziikséges relaxacids paraméterek (wx, oy, ®;)
szerepelnek. A wtNiSOD-dim peptid Ni(lll)-komplexeirdl szintén késziiltek ESR spektrumok,
azonban azok Osszetettsége miatt ezek értelmezését a kilenc tagszamu modellek targyalasa utan

mutatom be.
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4. tablazat: A wtNiSOD, wtNiSOD-Pen, wtNiSOD-NMe és wtNiSOD-RC peptidek Ni(lll)-
komplexeire meghatérozott ESR paraméterek.

Ox Qy 0 a", ™x oy oz

wtNiSOD? 2,289 2,220 2,012 23,7

WINISOD-Pen; 5 507 9951 2013 22.1 198 22.4 4.9
pH=75

WINISOD-Pen; 5507 9941 2014 237 189 357 5.2
pH =9,6

WINISOD-NMe 2277 2231 2012 255 39 32 6

WINISOD-RC 2,002 2002 2105 7 7 34

WINISOD-RC+ 5515 5185 2,035 20 24 27 45
imidazol

a Az adatok a % hivatkozasbol szarmaznak.

A wtNiSOD-Pen Ni(ll)-komplexét KO,-dal oxidaltuk fizioldgias és lugos pH-n. Ekkor az ESR
spektrumban megjelenik az imidazol nitrogén axiélis koordinéciojara jellemz6 szuperhiperfinom
felhasadas (29. abra), bar az ESR paraméterei eltérnek a wtNiSOD Ni(ll1)-komplexét6l. Ennek az
eltérésnek az oka a metil szubsztituensek elektronkiildé jellegébdl fakad, ugyanis befolyasolja az

in situ képz6dé Ni(IlT)-ionon lokaliz&lédo spinsiirtiséget.

240 280 320 360
Magneses tér (mT)

29. abra: A Ni(l11)/wtNiSOD-Pen 1:1 koncentracid aranyl rendszer mért (fekete) és szamitott
(piros) CW X-savu ESR spektruma 77 K-en, 7,5-es és 9,6-es pH-n mérve.
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A WtNiSOD-Pen peptid Ni(ll)-komplexéhez hasonléan a Ni(lll)-komplexr6l is késziiltek MD és
DFT szamitéasok, valamint ezzel pArhuzamosan a wtNiSOD modell Ni(l11)-komplexérél is. Ni(Ill)-
komplexek ESR paramétereinek szamitasara vonatkozoan viszonylag kevés adat all rendelkezésre
a szakirodalomban. Emiatt négy siknégyzetes és négy oktaéderes elrendez6désti Ni(IIT)-komplex
esetén DFT sz&dmitasokat végeztlink arra vonatkozdan, hogy milyen funkciondl és béaziskészlet
alkalmazasaval van lehet0ség nagy pontossaggal szamitani az egyes komplexek ESR paramétereit.
Az MD szamol&sok stabil négyzetes piramisos szerkezetet mutattak, valamint, hogy a penicillamint
tartalmazé modell Ni(lll)-komplexe joval flexibilisebb, mint a wtNiSOD alapvegyulet Ni(lll)-
komplexe. Ezt a 30. abra is alatamasztja, melyen az MD szamitasok soran 200 ns alatt megjelend
leggyakoribb konformacids izomerek szerkezete lathat6 a két Ni(lll)-komplexre vonatkozdan. A
Kisérleti és szamitott spin-Hamilton paramétek alatamasztjak, hogy az o-hélix feltekeredés a
Ni(l1)-komplexekben is megmarad. A DFT szamitasok alapjan tovabba valdsziniisithet6, hogy a
Ni(Il)-komplex egy elektronos oxidacids reakcidja nem indukal gyors konforméacidvaltozasokat,
valamint megerdsitette, hogy a Ni(lll)-ion koruli koordindcids kdrnyezet négyzetes piramisos
geometridja. A Ni(ll)-komplexszel ellentétben az oxidalt formaban a fémion és hisztidin imidazol
nitrogénjének axialis kdlcsdnhatasa erds, a kotéshosszak a WiNiSOD és wtNiSOD-Pen Ni(lll)-
komplexeiben kozel azonosak (2,073 és 2,075 A).

30. abra: Az MD szamitasok soran 200 ns alatt megjelend konformacios izomerek szerkezete az
A: Ni(l11)/wtNiSOD és B: Ni(I11)/wtNiSOD-Pen komplexek esetében
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A wtNiSOD-NMe Ni(ll)-komplexének oxidalasakor az ESR spektrumban megjelent az imidazol
nitrogén axialis koordinacidjara jellemz6 triplett, amivel igazoltuk a Ni(III)-komplex jelenlétét (31.
abra). A wtNiSOD Ni(ll1)-komplexére kapott g értékekhez képest azonban kis mértékii eltérések
tapasztalhatok, mely a metilcsoport elektrosztatikus sajatsagaval magyardzhaté azaltal, hogy
befolyéasolja az in situ képz6dé Ni(I1)-ionon lokalizalddo spinstiriiséget.

260 280 300 320 340 360

Méagneses tér (mT)

31. abra: A Ni(ll1)/wtNiSOD-NMe 1:1 koncentracié aranyud rendszer mért (fekete) és szamitott
(piros) CW X-savl ESR spektruma 77 K-en.

A wiNiSOD-RC Ni(ll)-komplexének oxidalasakor nem sikertilt Ni(lll)-komplex jelenlétét
detektalni abban az esetben, ha csak a Ni(ll)-komplex és a KO, van jelen rendszerben (32. dbra/A).
Ezért imidazol segédligandum jelenlétében is elvégeztiik az oxidaciot, mely esetben kis mértékii
valtozas figyelheté meg az ESR spektrumban (32. abra/B). Azonban a wtNiSOD-CC peptidhez

hasonl6an ebben a rendszerben is kimutathat6 a O, koncentracidjanak csokkenése.
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32. &bra: A Ni(ll1)/wtNiSOD-RC 1:1 koncentraci6 aranyu rendszer mért (fekete) és szamitott
(piros) CW X-savu ESR spektrumai imidazol hozzaadasa A: el6tt és B: utan 77 K-en.

A WiNiSOD-dim Ni(ll)-komplexeinek oxidalasa soran az eddigiekhez képest joval dsszetettebb
ESR spektrumokat kaptunk. Altalanossagban elmondhato, hogy a képzédd Ni(IIT)-komplexek
szerkezete nagy mértékben fuigg a fémion és a ligandum koncentracidinak aranyatél és a pH-tol
(33. abra/A). Abban a rendszerben, ahol mindkét nikkel-ko6t6 hely telitett (2:1 fémion : ligandum
koncentracio arany) a NiSOD enzim oxidalt formajara jellemz6 ESR spektrumot kapjuk
(33. abra/A). Fizioldgias pH-n a Ni(ll)-komplexben a két fémion azonos (NHz, N-, S7, S)
koordinaciés méddal rendelkezik, igy az ESR spektrum alapjan azt feltételezziik, hogy ezen
komplex oxidalasakor mindkét fémion +3-as oxidacios allapotba kerul. A Ni(lll)-ionok d,»
palyajan 1év6 parositatlan elektronjai és az imidazol nitrogének kozott kialakuld kdlcsdnhatés
eredményezi az ESR spektrumon megjelend szuperhiperfinom felhasadast. A meghatarozott ESR
paraméterek jo egyezésben vannak a wtNiSOD Ni(lll)-komplexével. Ezek alapjan feltételezhetd,
hogy a wtNiSOD-dim peptidben a két nikkel-k6t6 motivum fliggetlen fémkotd helyként mitkodik
és mindkét fémcentrum képes elésegiteni a O, -0k bomlasat. Ezen kivul gyenge dipdl-dipol
kolcsonhatas is feltételezheté a két Ni(IIT)-centrum kdzott. Azokban a rendszerekben, ahol a
fémion és ligandum ekvimolaris koncentracidban van jelen, az ESR spektrumok tébb komponens
Osszegeként irhatok le. Ezen komponensek szimulalt, egyedi ESR spektrumait a 33. bra B részén
lathatjuk.
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A e pH B
2/1 11.80 o
/ _ IV WH .

260 280 300 320 340 360 380 260 280 300 320 340 330 380

Magneses tér (mT) Méagneses tér (mT)

33. abra: A: A wtNiSOD-dim Ni(lll)-komplexének mért (fekete) és szimulalt (piros) ESR
spektrumai kiilonb6z6 fémion : ligandum arany és pH esetén. B: A Ni(lll) : wtNiSOD-dim 1:1
koncentracio aranyu rendszerének egyedi szimulalt ESR spektrumai.

Fizioldgias pH-n 1:1 fémion : ligandum koncentracio arany esetében az oxidacié hasonld Ni(ll1)-
komplexeket eredményez (33. dbra/B: a, spektrum), mint ami a 2:1 aranynal lathato (33. abra/B: e,
spektrum). A pH ndvelésével a koordinacios szféra atrendezodése tapasztalhatd. Ezt a hatast
egyértelmiien alatamasztja a 9,18-0s pH-n felvett spektrum, ahol a kiszélesedett ESR jel a két
paraméagneses fémion kozotti antiferromagneses csatolashoz kothet6 (33. abra/B: b, spektrum). A
C, jelzésti spektrumon lathatd szuperhiperfinom felhasadas akkor jelenik meg, ha mindkét imidazol
nitrogén axialis pozicidban koordinalddik a Ni(ll1)-centrumhoz. A d, spektrum esetén az oxidacio
eredmenyeképpen a parositatlan elektron a d,2_,2 palyan helyezkedik el és a donorcsoportok
koordinacidja erds n-viszontkoordinaciot eredményez. Ez a koordinacios mod feltételezheté abban
az esetben, ha a tiolat-csoportok és az amid nitrogén egy megnyult oktaéderes kristalytérben
koordinalédik a Ni(lll)-ionhoz.*% 162 A 33, 4bra A részén lathatd spektrumok illesztésébdl nyert

ESR paraméterek az 5. tAblazatban szerepelnek.
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5. tablazat: A Ni(Il)/wtNiSOD-dim 2:1 és 1:1 koncentracié aranya, kiilonb6z6 pH-ju
rendszereinek oxidalasaval nyert ESR spektrumok meghatarozott ESR paraméterei.

C(“:/'L/ pH  Izomerek Ox Oy 0z aNy/G  aNJG IZ(:;F;O;Z;S
2/1 11,80 e, 2,266 2,199 2,014 20,3 24,8 100
2/1 7,86 a, 2,287 2,219 2,011 19,9 24,8 100
1/1 11,8 c, 2,264 2,205 2,015 14,3 24 67
d, 2,259 2,053 1,945 33
11 10,54 a, 2,289 2,224 2,012 21,0 23,8 50
b2 2,103 50
11 9,18 a, 2,289 2,224 2,012 21,0 23,8 10
b2 2,103 90
1/1 9,02 a, 2,286 2,220 2,012 21,3 23,8 100
1/1 8,01 a, 2,284 2,226 2,012 18,9 24,7 100

2 A b, komponenst izotop g-tenzorral kezeltik.

4.3. A peptidek Ni(ll)-komplexeinek SOD aktivitas vizsgélata

A Ni(ll)-komplexek SOD aktivitasat kétféle mobdszerrel hataroztuk meg: a széleskdrben
alkalmazott McCord-Fridovich modszerrel és az &ltalunk fejlesztett szekvenciélis stopped-flow
technikan alapulé mddszerrel. Az A&ltalunk vizsgéalt peptidek kis mennyiségben &lltak
rendelkezésiinkre, igy nem minden esetben sikerlilt péarhuzamosan vizsgalnunk mindkét

modszerrel a SOD aktivitast.

4.3.1. A peptidek SOD aktivitas vizsgalata a McCord-Fridovich modszerrel

A Ni(ll)-komplexek szerkezete fiziologids pH-n jelent6sen eltér, nem minden esetben a NiSOD
enzim redukalt formajara jellemz6 koordinacios moddal rendelkeznek ilyen kdrilmények kozott.
Ez a McCord-Fridovich féle médszerrel meghatarozott ICsy értékekben is kiildnbségeket okoz. A

kapott inhibicids gorbék kdzll néhanyat a 34. abran mutatok be.
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34. abra: A McCord-Fridovich modszerrel meghatarozott inhibicids gérbék a komplex
koncentraciok fliggvényében az A: wtNiSOD, B: wtNiSOD-HH és C: wtNiSOD-RC modellek
esetében. A pontok a kisérletileg meghatarozott inhibiciét, mig a folytonos vonalak az inhibicid

értékek illesztésébdl kapott adatsort jeldlik.

A meghatérozott 1Cso értékek és a beldliikk szarmaztathato, a festékmolekula koncentraciojatol
fuggetlen, katalizisre jellemz6 sebességi allando értékek a 6. tablazatban talalhatoak. A Ni(ll)-
komplexek koncentracidja széles skalan valtozik, ezért minden koncentracié esetében
ujraszamoltuk a koncentracié eloszlasokat, hogy meggy6zddjiink rola, adott koriilmények kozott a
komplexek nem disszocialnak és a szabad Ni(ll)-ionok vagy a peptidek nem befolyasoljak a SOD

aktivitas vizsgalatokat.
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6. tablazat: A peptidek Ni(Il)-komplexeinek 1Csy értékei és a katalizisre jellemz6 sebességi
allando értékek pH = 7,8-en.

1Cs0 6rték (M) Knecr (M5 D)2
WINISOD 3920,2 6,9x 10°
WINiSOD-HC 37,4203 7,2 x 10*
WINiSOD-HH 341+5 7,9x 103
WINiSOD-CC 742 3,8 x 10°
WtNiSOD-NMe 6,3+08 4.6 x 10°
WtNiSOD-RC 1,7+05 1,6 x 10°

8 kveck = KneT X [NBT] / 1Cs0, ahol knst = 59400 Mgt

A WtNiSOD-HC és -HH esetében a SOD aktivitas jelent6sen romlott a cisztein - hisztidin cserével.
Ez a hatas f6ként a wtNiSOD-HH modellnél figyelheté meg, ahol az 1Cso érték két nagysagrenddel
n6tt a wtNiSOD peptidhez képest. Ez 0sszhangban van a kordbbi megallapitdsunkkal, hogy a
hatodik helyen 1év6 cisztein befolyasolja a Ni(II)/Ni(IIl) par redoxi tulajdonsagait. A wtNiSOD-
HC esetében is egy nagysagrendii novekedés tapasztalhato az 1Cso ertékben. Ezen kivil a Ni(ll)-
komplexek KO,-dal vald oxidacié eredményei szintén 6sszhangban vannak a kapott 1Cso
értékekkel, bar az ESR spektrumok nem mutattdk ki a Ni(lll)-részecskék jelenlétét: az ESR
spektrumokban a wtNiSOD-HH modell esetén a mintadkban a O, -hoz tartoz6 jelet detektaltunk,
mig a wtNiSOD-HC esetén nem. Ezt magyarazhatja a nagyobb 1Cso érték: a wtNiSOD-HH modell
kisebb mértékben képes katalizalni a gydkanion bomlasat, igy az oxidaldszer hozzaadasa utan
hosszabb ideig detektadlhato a mintadban, mint a WtNiSOD-HC modell azonos osszetételii

mintajaban. Lathatd azonban, hogy mindkét komplex képes katalizalni a O, bomlasat.

A WtNiSOD-CC és -NMe Ni(ll)-komplexei esetében ez a SOD aktivitasbeli cstkkenés sokkal
kisebb mértékii, a wtNiSOD komplexével azonos nagysagrendii 1Cso értékkel rendelkeznek. A
wtNiSOD-RC modell azonban jobb SOD aktivitas mutat ezzel a mddszerrel, mint a wtNiSOD.
Ennek egyik lehetséges magyarazata a pozitiv toltésti arginin oldallanc jelenléte lehet, mely
nagyobb affinitdst mutathat a negativ toltési O2"~ irant és iranyitd csoportként gyorsithatja a

fémcentrum és a gyokanion kozott létrejovo kotés kialakulasat.

4.3.2. A szekvencialis stopped-flow technik&n alapulé SOD aktivitds mérési modszer fejlesztése

A McCord-Fridovich féle SOD aktivitas mérési médszernek szamos hatranya van. Habar a O,

elballitasahoz sziikséges xantin-oxidaz kereskedelmi forgalomban kaphatd, azonban valtoz6
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enzimaktivitdsa miatt nehezen reprodukalhatdék a mérési eredmények. Tovabba ez egy kdzvetett
mérési modszernek tekinthetd, mivel nem kézvetleniil a O, koncentraciovaltozasat detektaljuk.
Ezen kivil csak szemikvantitativ mérést tesz lehetdvé, a dizmutalasi reakcié mechanizmusirol nem

szolgaltat informaciot.

Munkank soran célul tiiztiik ki egy uj SOD aktivitas mérési modszer Kifejlesztését. Fiziologiés pH-
n a dizmutalasi reakcio gyorsan jatszadik le, ezért ehhez a gyorskinetikai mérésekre alkalmas
stopped-flow késziiléket hasznaltuk. Meg kell emliteni, hogy a stopped-flow késziilékre jellemz6
egy holtidé, amin belil nem lehetséges a tanulmanyozott reakcio idébeli kovetése. Az altalunk
hasznalt késziilék esetében a holtidé 1,5 milliszekundum, ami a vizsgalt Ni(ll)-komplexek SOD
aktivitas mérését még lehetévé teszi amennyiben a kiértékelés soran figyelembe vessziik, hogy a
reakcio részben a holtid6 alatt jatszodik le. A Oy oldat eldallitasara a kalium-szuperoxid (KO>)
egy széles korben elterjedt vegyszer, ami nagy tisztasagban beszerezhet. A KO»-bol stabil vizes
oldat nem készithetd, mert a vizzel reakcidba lépve elbomlik, dimetil-szulfoxidban (DMSO)
azonban j6l oldodik, és az oldhatdsdga 18-koronaéter hozzdadadsaval tovabb novelhetd. A
18-koronaéter nem lép reakcidba az olddszereleggyel és a Ni(ll)-komplexekkel sem, egyedil a
KO; oldddasat segiti el6. Az igy eléallitott elegy 260 nm-en abszorbancia maximumot mutat, ami
a Oy -hoz rendelhetd. A mddszerfejlesztés soran megallapitottuk, hogy a szilard KO, hozzéadasa
utan a 18-koronaétert tartalmaz6 DMSO-ban kb. egy 6ra kevertetés utan érhet6 el az optimalis
(7 - 10) x 10 mol/dm3-es O, koncentracié. Ezt kovetéen 0,2 um-es fecskenddsziirén valo
sziiréssel tavolitottuk el a szilard KO, maradékot. Az oldatokat altalaban steril, egyszerhasznalatos
milanyag fecskenddvel juttatjuk be a stopped-flow késziilék termosztélt terében elhelyezkedd
meghajté fecskendékbe, azonban a KO, DMSO-s oldata esetében tivegfecskend6t alkalmaztunk az

esetleges nem kivanatos oxidacids mellékreakciok elkeriilése érdekében.

A SOD aktivitas meghatarozasa fiziologias pH-n relevans, ezért a vizsgalatokat 7,6-es pH-ju
HEPES puffer jelenlétében 1:1 térfogataranyu viz : DMSO oldoészerelegyben végeztiik. A Ni(ll)-
komplexek vizes oldatat a KO, DMSO-s oldataval keverve nem vart zavaré hatést tapasztaltunk az
abszorbanciamérés sordn. Ez azzal magyarazhatd, hogy a viz és a DMSO elegyedése nem
pillanatszerli, ami fényszorast okoz az oldatok elegyitését kovetden. lgazoltuk, hogy ez a zavaro
hatdas 40 masodperc alatt megsziinik. A probléma kikiiszobolésére szekvencialis modban

hasznaltuk a stopped-flow késziiléket. A késziilék sematikus rajza a 35. abran lathatd. Mérés el6tt
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a fecskenddk a kovetkez6 oldatokkal vannak feltoltve: A: KO, DMSO-s oldata; B: viz; C: a Ni(ll)-
komplex 1: 1 viz : DMSO oldo6szerelegyben oldva, F: 1 : 1 viz : DMSO olddszerelegy.

A mérés els6 1épésében az A és B fecskend6kbdl a jobboldali meghajté (pre-mix ram) altal
kinyomott KO,-ot tartalmazé DMSO és viz elegyitésére kertl sor 1:1 térfogataranyban a négyagu
kever6ben (4-way coupler). Ezzel az eleggyel toltédik fel az inkubator-csé (aging loop). 40
masodperccel késébb a jobboldali meghajté (flush ram) 1ép miikédésbe és a mosdoldattal (F
fecskendd) az inkubator-cs6bdl kinyomott elegy kozvetleniil az optikai cella el6tt keveredik a
Ni(Il)-komplex oldataval (C fecskendd), és a katalitikus dizmutalasi reakcié elindul. A folyamatot
260 nm-en fotometrids modszerrel kovetjuk. Az adatok Kkiértékeléséhez a O~ kezdeti
koncentracigjat a dizmutalasi reakcio tanulmanyozasa el6tt az el6zéekben felvazolt Kisérleti sémat
alkalmazva hatarozzuk meg. Ekkor a C fecskendét nem a Ni(ll)-komplexet tartalmazo eleggyel,
hanem 1:1 térfogataranyu viz : DMSO oldoszereleggyel toltottik fel. A szamitasokhoz a O,
260 nm-en ismert molaris abszorpcios koefficiensét (2686 M*cm™)! hasznaltuk fel. 260 nm-en a
peptidek Ni(ll)-komplexeinek molaris abszorbanciaja nagy (~ 13 000 - 18 000 M-*cm™) ezért az
altalunk alkalmazott pM-os koncentracié tartomanyban is van hozzajarulasuk a mért
abszorbanciahoz. A reakcidelegyek viszonylag jelentds abszorbanciaja (> 2,5) miatt a mérésekhez
2,000 mm optikai Uthosszat hasznaltunk.

Az itt leirt modszerrel viszonylag nagy szuperoxid gyokanion koncentraciét tudunk elérni és,
ellentétben a McCord-Fridovich féle maddszerrel, kdzvetlenil a O, koncentraciovaltozasat
kdvetve valodi katalitikus korilmények kozott tanulmanyozhatjuk a dizmutélasi folymatot.
Emellett a kapott kinetikai gorbék elemzése fontos informéaciokkal szolgadl a reakcid

mechanizmusarol.
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35. dbra: A szekvencialis stopped-flow késziilék sematikus rajza'®*

4.3.3. A Ni(ll)-komplexek SOD aktivitasanak vizsgalata stopped-flow technikaval

Az el6z6 részben felvazolt vizsgalati modszerrel lehetéségiink van a dizmutalési reakcio részletes
tanulméanyozaséara. A méréseket kiilonb6z6 Ni(Il)-komplex koncentraciok mellett végezziik el, a

Kinetikai gorbék rendszerint harom parhuzamos mérés atlagolasabol szarmaznak.

A WtNiSOD-HC és -HH peptidek esetén az ICso értékek drasztikus ndvekedése miatt nem alkottuk
meg a dizmutal&si reakcid részletes kinetikai modelljét. A 36. &bradn a wtNiSOD, a wtNiSOD-HC
és a WtNiSOD-HH Ni(ll)-komplexeinek hatasat hasonlitjuk 6ssze a O, bomléasaban. A kénnyebb
Osszehasonlithatosag érdekében normalt abszorbancidk szerepelnek a kinetikai gorbéken, igy a
komplexek eltérd fényelnyelési tulajdonsagai kikiiszobolhetdk. A kinetikai gorbék lefutasa alapjan

lathat6, hogy a wtNiSOD-HH csak kis mértékben képes gyorsitani a O, spontdn bomlasat,
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azonban a wtNiSOD-HC esetében is lassabb a reakcid, mint a wtNiSOD komplex jelenlétében.
Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy mindkeét cisztein jelenléte szikséges a O, hatékony
lebontasahoz.
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0 50 100 150 200
id6 (s)

36. &bra: A O, bomlasara jellemzd kinetikai gorbék Ni(IT)-komplexek jelenlétében és
tavollétében (1:1 térfogataranyl viz/DMSO old6szerelegyben; pH = 7,6). Fekete: a O, spontan
bomlésa; kék: wtNiSOD-HH; z6ld: witNiSOD-HC; piros: wtNiSOD. (¢(02™) = 460 uM;
Cwinisod = 9,8 UM; Cwinisop-He = 27,3 UM;; Cuisop-vH = 78 uM; A = 260 nm; 1 = 2,00 mm;
T=25°C)

A WtNiSOD, a wtNiSOD-Pen, a wtNiSOD-CC és a wtNiSOD-dim peptidek nikkel-komplexei
esetében mar részletesen meghataroztuk a dizmutalasi ciklus kinetikajat. A komplexek altal
katalizalt bomlas tanulmanyozasa el6tt minden esetben vizsgaltuk a O, spontadn bomléasat a
komplexek tavollétében. Az igy kapott kinetikai gorbék egyszerti masodrendii kinetikdt mutatnak.
A katalizalt bomlas tanulméanyozasakor a kinetikai gorbéket minden esetben kiilonb6z6 komplex
koncentréaciok alkalmazasaval, nagy O2™ koncentracid felesleg mellett vettik fel, ezaltal biztositva
a katalitikus korilményeket. Az igy kapott kinetikai gorbéket a 37. abran lathatjuk kiegészitve az

adott szinekhez tartozd komplex koncentraciokkal.
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37. &bra: A Ni(ll)/peptid komplexek és a O, kdzott lejatszodé reakciok Kinetikai gorbéi az A:
wtNiSOD, B: wtNiSOD-Pen, C: wtNiSOD-CC, D: wtNiSOD-dim peptidek komplexei esetén. A
pontok a mért, a folytonos vonalak az illesztett adatsorb6l szarmaznak.

(c(0O27) =(9-16) x 10* M; A =260 nm; | = 2,00 mm; T = 25 °C)

A kinetikai gérbéken minden komplex esetében gyors bomlas figyelheté meg az elsé 30 ms-ban.
Az els6 detektal pontban (2 ms-nal) mar jelentds abszorbancia csokkenést tapasztaltunk a
komponensek moléaris abszorpcios koefficiensei felhasznalasaval szamolt fényelnyeléshez képest.
Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy a dizmutalasi reakcio jelentds része a késziilék holtideje alatt
(kb. 1,5 ms) lejatszddik. A O, spontan bomlasa ettél 1ényegesen hosszabb id6skalan jatszodik le,
ezek alapjan az Aaltalunk vizsgalt komplexek jelentés SOD aktivitast mutatnak. Korabbi
feltételezések alapjan, ha csak a dizmutélasi ciklus jatszédik le a Ni(ll)- és Ni(lll)-komplexek
bizonyos id6 utan steady state koncentracidban vannak jelen és a kinetikai gorbék egyszerii
elsérendli reakciot feltételezve illeszthetok. Ezzel a feltételezéssel nincsenek @sszhangban a
kinetikai gorbék, a mért abszorbanciak 50 ms-nal jéval nagyobbak a vartnal és egy viszonylag

lassti folyamatban folyamatosan csokkennek. Osszességében a kinetikai gorbék nem illesztheték
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egyszeri elsérendli kinetikai Osszefiiggés alapjan. A kinetikai modell megalkotésakor ezért a
dizmutalési ciklushoz tartoz6 folyamatokon kivil egy tovabbi reakcioutat is figyelembe vettlink,
amelyben egy az 0sszetételében és szerkezetében ismeretlen, katalitikusan inaktiv nikkel-vegyulet
képzoédik. Az igy feltételezett kinetikai modell a 38. abran lathato. A Ni(ll)-komplexek az
oxidaloszer tavollétében stabilak, igy a Ni*-gal jelolt forma képz6dését a Ni(lll)-komplexek
atalakulasahoz rendeljuk.

0, O, 20, +2H* 4 H, 0, + 0,
ks K
Nill Nilll 4 [Ni*]
[Nit, L] b —Nim L)
0," H,0,

38. dabra: A dizmutalasi ciklus feltételezett mechanizmusa. Az n =1 a wtNiSOD, wtNiSOD-Pen
és WtNiSOD-CC peptidek, és n = 2 a wtNiSOD-dim peptid nikkelkomplexei esetén.

A modell magaba foglalja a O, spontan bomlasat (ki), a Ni(ll)-komplex oxidacidjat Ni(lll)-
komplexszé (k2), a Ni(lll)-komplex redukci6jat Ni(ll)-komplexszé (ks) és a Ni(lll)-komplex
atalakulasat (ki). Ezeket a reakciokat a 4.3.3.1 - 4.3.3.4 egyenletek irjak le, mig a megfelel6
differencidlegyenlet-rendszert a 4.3.3.5 - 4.3.3.9 egyenletek alkotjak. Az egyenletekben lathato ,,n”
a komplexekben talalhaté fémionok szamat jel6li, tehat a wtNiSOD, wtNiSOD-Pen és wtNiSOD-
CC modellekben n = 1, mig a wtNiSOD-dim mutans esetében n = 2.

20, +2H" = H0, + 0, ke (4.3.3.1)
Ni'L +n Oz + 2n H* = Ni",L + n H,0, ke (4.3.3.2)
Ni"',L +n Oy +2n H* = Ni',L + n O, ks (4.3.3.3)
Ni"L = n Ni* ks (4.3.3.4)
W)= — ey x [0571 — ky x [NI",L][057] — kg x [Ni",L][057] (4.3.35)
% = k, x [Ni"_L][057] + k; x [057]2 (4.3.3.6)
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11
L = — ey x NI LI035 + ks x [Ni', L][057] (4.3.3.7)
11T
d[N;l tnu = ky x [Ni' ,L][057] — k3 x [Ni'"! ,L][057] — k4 X [Ni*,L] (4.3.3.8)
L = Jea x NIt L] (4.33.9)

A WtNiSOD-dim esetében nem tisztazott, hogy csak az egyik, vagy mindkét nikkelion vesz részt a
dizmutalasi reakcioban, de a 38. abran lathaté reakci6séma és az egyenletek felirdsakor
feltételeztiik, hogy mindkét fémcentrum részt vesz a O, bontasédban. Mivel a két fémcentrum
Iényegében azonos, feltételezhetd, hogy a kinetikai és redoxi tulajdonsagaik is nagyon hasonldak.
A dizmutalasi reakcio és az intramolekularis redoxi-degradacié mindkét centrumon kozel azonos
sebességgel torténhet és a sémaban szereplé sebességi allandok az egyes fémcentrumokban

lejatsz6do analdg reakciok egyedi sebességi allanddinak 6sszegét fejezik ki.

A kisérleti adatok alapjan feltételezziik, hogy a Ni*-gal jelolt komplex a Ni(lll)-komplex
intramolekularis redoxi-degradaciojakor képzédik és Kkatalitikus szempontbol inaktiv. A Ni*
komplexet a wtNiSOD-dim modell esetén tdmegspektrometria segitségével vizsgéaltuk annak
érdekében, hogy meghatarozzuk az dsszetételét. A tomegspektrumokkal igazoltuk, hogy mindkét
nikkelion koordinaciéja megmaradt a részecskékben. Tovabba a tiolat-csoportok kiilonbozé
oxidacios termékei jelentek meg: szulfoxid-, szulfon- és szulfonsav-szarmazékokhoz rendelhetd
cstcsokat detektaltunk. Néhany NiSOD modell esetén méar szamoltak be hasonlé oxidacios
termékekrdl, de ezek mellett diszulfid-hidak kialakulasaval di-, tri- és tetramer részecskék is
képzddtek.'®® Ezzel szemben a wtNiSOD-dim esetében nem figyelhetd meg S-S kotés kialakulasa.
A toémegspektrum tovabbi részén olyan csicsok jelentek meg, amelyek a tiolat-csoportok
elvesztéséhez rendelheték. Az ilyen jellegli termékek megjelenésérdl szintén taldlhatunk

szakirodalmi példakat.%

A kinetikai gorbék illesztéséhez definialnunk kellett azokat a részecskéket, amelyek a detektélasi
hulldmhosszon (260 nm-en) hozzajarulnak a fényelnyeléshez. A Oy -on, valamint a Ni(ll)- és
Ni(111)-komplexeken kivil a Ni*-gal jelolt komplexnek és a dizmutalasi ciklusban képz6do
hidrogén-peroxidnak is van fényelnyelése 260 nm-en, igy az abszorbanciat a fényelnyeld

részecskék moléris abszorbanciajat figyelembe véve a 4.3.3.10 egyenlettel lehet megadni.
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Abs,go = e(Ni'' L) x [Ni'" L] + e(Ni'", L) x [Ni'"" L] + e(Ni*) x [Ni*] + £(037) x [057] +
€(H,0,) x [H,0,] (4.3.3.10)

A Kkisérleti adatok kiértékelésénél a Kkinetikai gorbéket a 4.3.3.5 — 4.3.3.9 differenciél
egyenletrendszer és a 4.3.3.10 egyenlet alapjan illesztettik a nemlineéris legkisebb négyzetek
mabdszerét alkalmazva. A ki sebességi allandot, valamint a Ni(ll)-komplexek, a O." és a H.0-
részecskék molaris abszorbanciait fuggetlen kisérletekben hataroztuk meg és rogzitett értékkel
vettik figyelembe. Az illesztés sordn igazoltuk, hogy a wtNiSOD-Pen és a wtNiSOD-dim
modellek esetében a k> és ks egyidejii illesztése nem megvaldsithaté meg a paraméterek kozotti
erés korrelacio miatt. Ezekben a rendszerekben akkor értiik el a legjobb illesztést, ha ezen értékek
valamelyikét kell6en nagy értéken rogzitettiik. A kapott kinetikai gorbék végsd illesztésekor ezért
a ko-t rogzitettilk: a wtNiSOD-Pen esetén 3 x 108 Ms? értéken, mig a wtNiSOD-dim modellnél
108 Ms?t értéken. Ezen kiszobértékek alatt irredlis eredményeket kaptunk a nem rogzitett
paraméterekre. A wtNiSOD alapvegyiilet és a wtNiSOD-CC esetében a kinetikai gorbék leirasakor
a k2 és ks egyideji illesztésére lehetdség van. A kiilonb6z6 Ni(Il)-komplex koncentraciokhoz
tartozd Kinetikai gorbék illesztésével kapott paraméterek hibaja 10%-on bellil van minden

modellrendszerben, megerdsitve ezaltal a kinetikai modell helyességét.

A Ni(lll)-komplex intramolekularis redoxi-degradacitja jelentésen befolyasolja a dizmutalasi
ciklust, ezért a wtNiSOD és wtNiSOD-Pen rendszerek esetében vizsgaltuk a dizmutalasi reakciot
kis O, felesleg mellett 260 nm-en. Ilyen reakciokoriilmények kozott a pszeudoelsérendit
megkozelités nem alkalmazhaté a 4.3.3.2. és 4.3.3.3. reakciokra. Ezzel a modszerrel kivantuk
igazolni, hogy a 38. 4bran lathatd reakcioséma nem katalitikus korilmények kozott is leirja a
dizmutalasi reakcié mechanizmusat. A Ni(ll)-komplexek koncentraciojat allando értéken tartottuk,
mig a O2" koncentracioja 2 - 6 ekvivalens mennyiségli volt. Az igy kapott kinetikai gorbék a 39.

abran lathatoak.
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A 12 — B '
. c(0,") : 1,02 mM c(O,"): 1,24 mM
0,86 mM 1,41 0,62 mM
© 104 0,51 mM @ 0,41 mM
[&] ' (o]
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(] (1]
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o o
B ¥ 1,0
2 084 <
. 0,8
06 . : . , 0,6 . : : ;
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39. dbra: Kinetikai gorbék masodrendii koncentracié korilmények kozott az A: wtNiSOD és B:
wtNiSOD-Pen rendszerek esetén. A pontok a mért, mig a folytonos vonalak az illesztett gorbéket
jelolik. (cnigy = 0,20 mM; A =260 nm; | =2,00 mm; T = 25 °C)

Hasonl6 megfontolasok alapjan a wtNiSOD-Pen esetén 376 nm-en is tanulmanyoztuk a
dizmutalasi reakcidt kis O~ felesleg alkalmazasaval. Ezen a hullamhosszon kizardlag a nikkel-
komplexek atalakulasat tanulmanyozhatjuk, ugyanis a szuperoxid gydkanionnak és a H,O, -nak
nincsen elnyelése. Ez alapjan a mért abszorbanciat a 4.3.3.11 egyenlet definialja, melyben
kizarolag a nikkel-komplexek molaris abszorpcids koefficiensei és koncentracidi szerepelnek. Az

igy kapott kinetikai gorbék a 40. dbran lathatok.

Absz;e = e(Ni'' L) x [Ni" L] + e(Ni" L) x [Ni"", L] + e(Ni*) x [Ni*] (4.3.3.11)

80



Bonczidai-Kelemen Déra egyetemi doktori (PhD) értekezés

0,6
0,5- §eevs 4

0,4+

0,3+

Abszorbancia

0,2 4

0,1+

0,0 - . : . : . ; .
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

id6 (s)

40. abra: A Ni(I1)/wtNiSOD-Pen és a O, kdzott lejatszddo reakcid kinetikai gorbéi valtozd O,
koncentracid mellett. A pontok a mért, mig a folytonos vonalak az illesztett gorbéket jel6lik.
(enign = 0,21 mM; ¢(O2™): 1,30 mM (zold), 0,88 mM (kék), 0,43 mM (piros); A = 376 nm;

I =2,00 mm; T=25°C)

A 260 és 376 nm-en ilyen médon felvett kinetikai gorbék segitségével meghataroztuk a wtNiSOD-
Pen esetében a Ni(ll1)-komplex bomlaséra jellemz6 sebességi egyiitthato értékét (ks =292 + 2 s,
valamint 260 nm-en a Ni(lll)-komplex és Ni* részecske molaris abszorbanciait. A két kiilonb6z6
hulldamhosszon meghatéarozott, a Ni* képzodését jellemz6 sebességi egyltthatok kivalo egyezésben

voltak egymassal, ami alatamasztja a kinetikai modell helyességét.

A négy kiilonbozé modellvegyiiletre kapott kinetikai gorbék illesztésébdl nyert paraméterek a 7.
tablazatban talalhatéak, melyben szerepelnek a dizmutéalasi reakcioban résztvevé részecskék
molaris abszorpcios koefficiensei is. A ki-el jelolt sebességi alland6 a O," spontan bomlasat irja
le, melyet minden esetben meghataroztunk az adott modellrendszerek dizmutalési reakcidjanak
vizsgalata el6tt. Fontos megjegyezni, hogy a 7. tablazatban lathat6 illesztett paraméterek t6bbsége
varhatéan pH-fliiggé, az adatok pH = 7,6 és vizZlDMSO = 1:1 térfogataranyt oldoszerelegyben

érvényesek.
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7. tablazat: A wtNiSOD, wtNiSOD-Pen, wtNiSOD-CC és wtNiSOD-dim modellek nikkel-
komplexei és a O, kozotti reakciot leird kinetikai gorbék illesztésébdl szarmazd kinetikai
paraméterek. (T = 25 °C; pH = 7,6; viz/DMSO = 1:1 térfogataranyt olddszerre)

wtNiSOD wWtNiSOD-Pen  wtNiSOD-CC  wtNiSOD-dim

Paraméter Erték Erték Erték Erték Egység
k. @ (384+0,03) (3,84 +0,03) 3,84 x10° (386+0,06) Mist
x104 x104 x10*
ke 96+03)x  >30x10°® (66+0,6)x10" >10x10°®  Mls?
107
ks (1,72£0,08) x (3,15+0,04) x (1,6+04)x10° (1,9+02)x  Mls?
108 107 107
Ka 258 + 2 292+24 1310+ 90 215+6 st
g(NI"L)® (1,48+0,06)x (1,99+0,02)x (1,33+£0,03)x (213£0,02)x Micm?
10 10* 10* 10*
g(NIM\L) (2,44+0,09)x (258+0,02)x (L7+03)x10* (3,19+0,08 x Micm?
10 1042 10*
enie (1,8+01)x  (1,57+0,06)x (6,18+0,07)x (6,60%0,04)x M<cm™
10 1042 1032 10*
e(0z)? 2686 M-1cm'?
£(H:02)° 38 Mcmt

@ Az adatok fuiggetlen kisérletben lettek meghatarozva. ® A paraméter rogzitésre keriilt az
illesztés soran.

Az egyes modellrendszerekben a kiilonb6z6 komponensek koncentracio-idé profilja a 41. &bran

kertl 6sszehasonlitésra.
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41. dbra: Az egyes részecskék szamitott koncentracioprofilja az id6 fliggvényében a Oz™
bomlasa soran az A: wtNiSOD, B: wtNiSOD-Pen, C: wtNiSOD-CC és D: wtNiSOD-dim
peptidek nikkel-komplexeinek jelenlétében. Kék: Ni',L, piros: Ni"l,L, zold: Ni*, fekete: O,
(c(027)° = (9 - 16) X 10™* M; Cromplex’= (4 - 10) X 10 M; A = 260 nm; | = 2,00 mm; T = 25 °C)

A koncentracidprofilok alapjan két csoportra oszthatjuk a modelleket. A wtNiSOD és
WtNiSOD-CC esetén a Ni(lll)-komplex redukcidja Ni(ll)-komplexszé gyorsabb, mint a vele
ellentétes irany( oxidaciés folyamat. Ennek eredményeként a Ni(ll)-komplex koncentracidja a
reakcio lefutdsa sordn mindig nagyobb lesz, mint a Ni(lll)-komplex koncentracidja. Ekkor a
dizmutalasi reakcié hatékony, a wtNiSOD esetén a O, teljes mennyisége, mig a wtNiSOD-CC
esetén a 90 %-a elbomlik 50 ms alatt. A méasik csoportba a wtNiSOD-Pen és wtNiSOD-dim
modellek tartoznak, ahol a dizmutalasi reakcidban a Ni(ll)-komplex oxidaciéja gyorsabb folyamat,
mint a Ni(lll)-komplex redukcidja. Ennek kovetkeztében a Ni(lll)-komplex a reakcié kezdeti
szakaszaban felhalmozddik és ezt kovetéen minden id6pillanatban nagyobb koncentraciéban van
jelen, mint a Ni(ll)-komplex. Ekkor a peptidek nikkelkomplexei kevésbé hatékonyak a O™
bontasaban, melynek csak a 80 %-a dizmutalédik 50 ms alatt. Ez azzal magyarazhat6, hogy a

Ni(l11)-komplex nem csak a redukcios folyamatban vesz részt, hanem az intramolekuléris redoxi
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degradacidja révén a Kkatalitikusan inaktiv Ni* részecske képzOdése is megtorténik. Bar a
WtNiSOD-CC modell esetén a Ni(ll)-komplex pillanatnyi koncentraciéja a dizmutalasi reakcio
soran mindig nagyobb, mint a Ni(lll)-komplexszé, a ks sebességi allandd ennél a rendszernél a
legnagyobb, igy a Ni*-gal jel6lt részecske koncentracidja 20 ms alatt eléri a maximumot, csak gy,
mint a WtNiSOD-Pen és a wtNiSOD-dim esetében. A ki sebességi allando kiugréan nagy értéke a
WtNiSOD-CC modell esetén a feltehetéen az elsé helyen 1év6 cisztein tiolat-csoportjanak hatésa,
mely kedvezményezetté teszi az intramolekuléris redoxireakciot, ami a ligandum oxidécidjahoz
vezet. Meg kell jegyezni, hogy ettdl fiiggetleniil mindegyik modellrendszer SOD aktivitasa jo és

hatékonyan katalizalja a O, bontasat.

A koncentracioprofilok 0sszehasonlitdsakor az is szembetiind, hogy a wtNiSOD alapvegyiilet
esetén a Ni* koncentracidja joval lassabban éri a maximumot, mint a masik harom
modellrendszerben, valamint a O~ teljes mennyisége elbomlik 50 ms alatt. A wtNiSOD
szekvenciaja teljes egészében megegyezik a NiSOD enzim fémkotésért és katalitikus aktivitasért
felel6s nikkel-kotd hurok felépitésével. A NiSOD enzimek esetén azonban nem szamoltak be a
Ni*-hoz hasonlo részecskék képzédésérdl. Ennek feltételezésiink szerint az lehet az oka, hogy az
enzimben talalhatd terjedelmes fehérjelancok szerkezetstabilizadl6 hatasa megakadalyozza a

fémcentrumok kdrnyezetében a tovabbi oxidacids folyamatokat.

Az irodalmi bevezet6ben emlitésre keriilt, hogy a O, spontan bomlasanak sebessége er6sen pH-
fiiggd folyamat, mely pH = 4,2-en a leggyorsabb. Annak felderitése érdekeében, hogy a Oy
komplex katalizalt bomlasanak sebessége is mutat-e pH-fliggést, a wtNiSOD-CC esetében egy
tovabbi kisérletsort is végeztiink. Az 7. tablazatban talalhat6 sebességi allandé értékek pH = 7,6-
en lettek meghatarozva, a wtNiSOD-CC esetén 7,8-es és 8,1-es pH-ju TRIS puffer jelenlétében is
vizsgaltuk a dizmutalasi reakciot stopped-flow modszerrel. A harom kiilonboz6 pH-n kapott
sebességi allando értékek a 8. tablazatban taldlhatok. A 7,6-es pH-n a koncentraci6 eloszlasi
diagram alapjan a [NiHL]?> komplex a dominans részecske, igy ésszerti feltételezni, hogy féként a
[NiHL]?> komplex a katalitikusan aktiv forma. Azonban a pH novelésével parhuzamosan csokken
a koncentréacioja és 8,1-es pH-n mér a [NiL]* komplex van jelen nagyobb koncentracidban, igy ez
a részecske is hozzajarulhat a O, katalizalt bomlasahoz. Ebben az esetben a dizmutalasi reakcié

a két kiilonb6z6 protonaltsagi fok komplex jelenlétében teljesen anal6g médon jatszédik le.
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8. tablazat: A wtNiSOD-CC Ni(ll)-komplexe és a O, kozott lejatszddo reakcid kinetikai
paraméterei kiilonb6z6 pH értékeken.

pH=7,6 pH=7,8 pH=8,1 Egység
kz (6,6 £0,6)x10" (26+0,2)x10" (1,1+0,2)x 10’ M1st
ks (16+04)x10® (1,8+0,1)x10® (1,7+0,2) x 108 M-1s?t
Ka 1310 £ 90 842+ 4 801+6 st

A 8. tablazatban talalhato sebességi allandok Osszehasonlitasakor lathatjuk, hogy a ko és ki
sebességi allandd értékek jelentésen csokkennek a pH novelésével, mig a ks hibahataron bell
véltozatlan maradt. Ez azt jelenti, hogy a Ni(ll)-komplex oxidacioja és a Ni* képzOdése lassul, mig
a Ni(l11)-komplex O, altali redukcioja ilyen kériilmények kozott a pH-tol fuggetlen folyamat. Igy
Osszesegében a O, bomlésa a pH novelésével kevesbé hatékony a nikkel-komplexek tavollétében
és jelenlétében is.
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5. Osszefoglalas

Az oxidativ stressz elsddleges kivalto tényezdjének a szuperoxid gydkanion (O2") tekinthet6. Ez a
reaktiv oxigén részecske (ROS) kdzvetlendil kéarosithatja a biomolekuldkat, vagy kdzvetett Gton is
azéltal, hogy tovabbi ROS-okat general. Az evoliciéo soran az él6 szervezetek kiilonb6z6
védekezési mechanizmusokat fejlesztettek ki a ROS-ok koncentréacidjanak szabalyzasara. A koros
mennyiségben megjelend O™ bontasaért a szuperoxid dizmutaz (SOD) enzimek felelések. A SOD
enzimek a dizmutalasi ciklus sordn hatékonyan bontjak le a O, -t, a folyamatban az aktiv
centrumukban talalhaté fémionok két kiilonboz6 oxidacios allapot kdzott valtoznak. A legkésdbb
felfedezett SOD enzimek nikkelionokat tartalmaznak, a fehérjék szerkezete és fémkotd helylik
jelentésen eltér a korabban széles korben tanulmanyozott vas-, mangan- és réz-cink SOD

enzimektol.

A munkank els6 részében célul tiiztiik ki, hogy a NiSOD enzim N-terminalis végének els6 kilenc
aminosavabél all6 peptid (WtNiSOD: HCDLPCGVY) kiilonbozé mutansait és Ni(II)-komplexeit
termodinamikai és szerkezetvizsgalati moddszerekkel jellemezzilk annak érdekében, hogy
felderitsiik az egyes funkcios csoportok szerepét a fémion megkdtésében. A NiSOD enzim
elsédleges fémkotd helyei a hisztidin imidazol nitrogénje, a ciszteinek tiolat-csoportjai, az elsé
amid nitrogén és az N-terminalis aminocsoport. gy munkénk sordn hat kiilonbozé, kilenc
aminosavbol allo peptidet és ezek Ni(ll)-komplexét jellemeztiik pH-potenciometria, UV-lathato,
CD- és NMR spektroszkopia segitségével. Ezen peptideket a wtNiSOD szerkezeti mddositasaval
kaptuk, mely valtoztatasok a hisztidint, a ciszteineket és az N-terminalis aminocsoportot érintették.
Ezen eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a masodik helyen 1év6 cisztein a NiSOD enzim
redukalt formajara jellemz6 geometria kialakitasaban kulcsfontossagli, mig a hatodik helyen 1év6
cisztein befolyasolhatja a Ni(I1)/Ni(ll1) par redoxi tulajdonsagait. Az elsé helyen 1évé hisztidin -
cisztein pontmutaciot tartalmazé modell két nagysagrenddel jobban koéti a Ni(ll)-iont, mint a
wtNiSOD peptid a pNi értékek alapjan, azonban a NiSOD enzim redukéalt forméajara jellemzé
koordinacios madu Ni(11)-komplex képzddése a lugos pH tartomanyba tolodik el. Az N-terminalis
aminocsoport metilezésével kapott modell 1,2 logK egységgel nagyobb stabilitdsi komplexet
képez a Ni(Il)-ionnal fizioldgids pH-n, mint a wtNiSOD peptid. Azon modell esetében, ahol az
els6 helyen 1év6 hisztidint egy arginin helyettesiti az (NH2, N7, S-, S7) kotésmodu Ni(11)-komplex

mar savas pH-n kialakul, majd széles pH-tartomanyban dominans részecske.
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A NiSOD enzim hat fémion megkdtésére alkalmas, azonban az eddig felsorolt kilenc aminosavbol
allo peptidek és a szakirodalomban kozdlt modellek csak egy fémion koordinaldsara képesek, igy
célunk volt egy olyan modell vizsgalata, amely tobb fémion megkétésére is alkalmas. Ennek
érdekében vizsgaltunk egy 19 aminosavbol allé peptidet, amely két wtNiSOD alegység C-
termindlis végének lizin aminosavval valé kapcsolasaval jott létre. Eredményeink alapjan ez a
modell mar a fémion/ligandum 1:1 koncentraci6 aranyu elegyében is nagy mennyiségben képez
ketmagvu komplexet a Ni(ll)-ionnal fiziolégias pH-n. Bar a komplexképz6dés lasst, a sebesség-
meghatarozo 1épés valosziniileg egy szerkezeti atrendezddés, amelyet az els6 fémion koordinélasa

idéz el6 a peptid tavolabbi részén, eldsegitve ezzel a masodik Ni(II)-ion kotddését.

Munkank kovetkez6 részében az enzimmodellek dizmutalasi ciklusaban feltételezhet6en képz6do
Ni(lll)-komplexek szerkezetét vizsgaltuk ESR spektroszkdpia segitségével. Ehhez a Ni(ll)-
komplexeket kalium-szuperoxid segitségével oxidaltuk. A masodik vagy hatodik helyen 1év6
cisztein - hisztidin pontmutaciot tartalmaz6 modellek esetén nem sikertlt a NiSOD enzim oxidalt
formajara jellemz6 jellegzetes triplett felhasadast detektalni az ESR spektrumokban, ami a Ni(IIl)-
komplexek hianyara utal. Azonban megallapitottuk, hogy a Ni(ll)-komplexek adduktumot
képeznek a O, -nal. Az extra metilcsoportokat tartalmaz6 modellek (WtNiSOD-Pen és wtNiSOD-
NMe) esetében a wtNiSOD peptid Ni(lll)-komplexére jellemz6 ESR spektrumokat kaptunk, bar a
meghatarozott ESR paraméterek mindkét modellnél eltéréek az alapvegyiilet azonos
paramétereihez képest. Ez a jelenség a WtNiSOD-Pen modellnél a masodik helyen 1évo
penicillamin B-szénatomjan, mig a wtNiSOD-NMe munténsnal az N-terminalis aminocsoporton
talalhato metiléncsoportok elektronkiildé sajatsagaval magyarazhat6, ami befolyésolja az in situ
képz6d6 Ni(Ill)-ionokon lokalizal6do spinsiiriiséget. Azon modellek esetén, ahol az elsé helyen
1év6 hisztidint cseréltiik le az ESR spektrumokon nem jelentek meg a NiSOD enzim oxidalt
formajara jellemz6 szuperhiperfinom felhasadasok. A hisztidin - cisztein pontmutéciot tartalmazé
WENiISOD-CC esetén azonban egyértelmiien kimutathato, hogy jelentés mennyiségii O, fogy el a
rendszerbdl, mig a hisztidin - arginin pontmutéciét tartalmazé wtNiSOD-RC modellnél imidazol
segédligandum hozzdadasa utan kis mértékin valtozas figyelhet6 az ESR spektrumban. A két
fémion megkotésére alkalmas wtNiSOD-dim modell esetén rendkivil valtozatos ESR
spektrumokat detektaltunk a kiilonb6z6 fémion/ligandum koncentraciéaranyd és pH-ja Ni(ll)-
komplexek oxidalasaval kapott mintak esetén. A spektrumok elemzésekor megallapitottuk, hogy
6t kiillonbo6z6 allapott Ni(IlI)-komplexnek megfeleltethetd ESR spektrumbol és ezek keverékébol

épiilnek fel a kiilonboz6 allapoti mintak.
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Az eddig felsorolt peptidek Ni(ll)- és Ni(I11)-komplexeinek szerkezeti jellemzése utdn munkankat
a Ni(I)-komplexek SOD aktivitas vizsgalataval folytattuk. A szakirodalomban széles kdrben
alkalmazott McCord-Fridovich féle mddszerrel a legtébb peptid Ni(ll)-komplexének 1Csq értékét
meghatéaroztuk. Ez alapjan megallapitottuk, hogy a wtNiSOD-HC és -HH modelleknek, amelyek
csak egy ciszteint tartalmaznak, jelent6sen kisebb a SOD aktivitdsuk, mint a wtNiSOD
alapvegyulet Ni(Il)-komplexének. A tobbi kilenc tagszamu peptid esetén azonos nagysagrendii, de
nagyobb ICso értékeket kaptunk, Kivéve a hisztidin - arginin pontmutéciét tartalmazé modell esetét,
amelynek jobb a SOD aktivitasa, mint a wtNiSOD Ni(ll)-komplexnek. Ez a mddszer azonban csak
szemikvantitativ informaciot ad, a dizmutalési ciklus mechanizmusérdl semmilyen informécioval

nem szolgal.

Munkénk soran célunk volt egy Uj SOD aktivitas mérési mddszer fejlesztése, amely a Ni(ll)-
komplexek és a Oy" kozotti reakcid részletesebb tanulmanyozasat teszi lehetévé. Ez szekvencidlis
stopped-flow késziilékkel, spektrofotometrids detektalas mellett, vizZDMSO = 1:1 térfogataranyu
oldészerelegyben valosult meg. A modszer alkalmazasa soran nagyobb O2'~ koncentréciot tudtunk
elérni, mint a McCord-Fridovich féle modszerrel, amivel valddi Kkatalitikus korilményeket
teremtuink, valamint a kinetikai gorbék illesztésével extra informaciét kaphatunk a dizmutélasi
reakcio kinetikajarol. Az els6é helyen ciszteint, a masodik helyen penicillamint tartalmazo, a 19
tagszamt modellek, valamint wtNiSOD peptidek Ni(ll)-komplexei és O, kozotti reakciokat
részletesen tanulmanyoztuk az altalunk fejlesztett SOD aktivitas mérési modszerrel. Eredményeink
alapjan megéllapitottuk, hogy a dizmutélasi cikluson kivil (ahol Ni(ll)-komplex oxidacidja és a
Ni(ll1)-komplex redukcidja torténik O, -nal vald reakcié sorén) egy tovabbi folyamat is
lejatszadik, mely a Ni(lll)-komplex intramolekularis redoxi-degradacidjakor egy katalitikusan
inaktiv komplex képzddését eredményezi. Ezen Ni(Il)-komplexek két csoportra oszthatok az
alapjan, hogy a Ni(ll)-komplex oxidacioja vagy a Ni(lll)-komplex redukci6ja a gyorsabb folyamat.
A WtNiSOD és wtNiSOD-CC esetén a Ni(lll)-komplex redukcidja gyorsabb és a dizmutalasi
reakcio hatékonyabb, mint a masik két modellnél, ahol a Ni(lll)-komplex a reakcid kezdeti
szakaszdban felhalmozodik, ezért az intramolekuléris redoxi-degradacio eredményeképpen a
rendszer gyorsabban elveszti katalitikus aktivitasat és kevésbé hatékonyan bontja el a O, -t. Ezzel
egydtt is ki kell emelni, hogy az altalunk vizsgalt modellek mindegyike képes katalizalni a O,
bontasat, melyek kozul a cisztein - hisztidin pontmutéciét tartalmaz6 modellek kivételével

mindegyiknek rendkivil j6 a SOD aktivitasa.
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Az é&ltalunk vizsgélt peptidek Ni(Il)- és Ni(lll)-komplexeinek termodinamikai és szerkezeti
jellemzésével kapott eredményeink hozzajarulhatnak a NiSOD enzim szerkezet-hatés
osszefuiggéseinek mélyebb megértéséhez. A szekvencialis stopped-flow késziilékre fejlesztett SOD
aktivitds mérési modszer nem csak nikkelkomplexek, hanem mas, antioxidans tulajdonsagu

vegyiiletek enzim mimetikus hatdsanak részletesebb tanulmanyozasat is lehet6vé teszi.
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6. Summary

The superoxide anion radical (O2™) is considered the primary trigger of oxidative stress. This
reactive oxygen species (ROS) directly damages biomolecules or acts indirectly by generating
additional ROS. During evolution, living organisms have developed various defense mechanisms
to regulate ROS concentrations. The superoxide dismutase (SOD) enzymes are capable of
catalyzing the decomposition of O2™ in the extracellular matrix. During the dismutation cycle, SOD
enzymes efficiently decompose O.", while the metal ions located in their active centers alternate
between two different oxidation states. The most recently discovered SOD enzymes contain nickel
ions in the active center. However, their structure and metal-binding sites differ significantly from

those of the extensively studied iron-, manganese-, and copper—zinc-containing SOD enzymes.

In the first part of our work, our aim was to characterize various peptides mimicking the active site
of NiSOD enzmye and their Ni(Il) complexes using thermodynamic and spectroscopic techniques
to understand the role of individual functional groups involved in binding the metal ion. The
primary metal-binding sites of the NiSOD enzyme are the imidazole nitrogen of histidine, the
thiolate groups of cysteines, the first amide nitrogen, and the N-terminal amino group. Therefore,
we characterized six different nonapeptides where the point mutations were as follows: the cysteine
residues were systematically replaced to histidine and penicillamine, the terminal histidine was
replaced with arginine or cysteine, and the N-terminal amino group was methylated. Based on or
our results, we revealed that the cysteine at position 2 plays a key role in the formation of square-
planar geometry in the reduced form of the NiSOD enzyme, while the cysteine at position 6 may
influence the redox properties of the Ni(I1)/Ni(lll) redox couple. A model peptide containing a
histidine-to-cysteine point mutation at position 1 binds the Ni(ll) ion two orders of magnitude
stronger than that of the wtNiSOD peptide based on their calculated pNi values, the formation of a
Ni(Il) complex with a coordination mode characteristic of the reduced form of NiSOD shifts
toward the alkaline pH range. The model peptide obtained by methylation of the N-terminal amino
group forms a complex with the Ni(ll) ion that is 1.2 logK units more stable at physiological pH
than that of the wtNiSOD peptide. In the model where the histidine at position 1 is replaced by
arginine, the complex formation processes start at approximately pH 5, however, the [NiL]
complex with the (NH2, N-, S*, S7) coordination mode is already formed under these

conditions.
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Although the NiSOD enzyme can bind six metal ions, the nine-amino-acid peptides discussed
above and the models reported in the literature are only capable of coordinating a single metal ion.
Therefore, our aim was to investigate a model binding multiple metal ions. For this purpose, we
examined a peptide consisting of 19 amino acids. In this case, two nonapeptides with the
characteristic amino acid sequence of wtNiSOD (HCDLPCGVY) were linked by lysine at the C
termini. The results confirm that this model forms a dinuclear complex with the Ni(ll) ion even at
a 1:1 metal-to-ligand concentration ratio at physiological pH. The complex formation is relatively
slow; the rate-determining step is likely a structural rearrangement induced by the coordination of
the first metal ion at a more distant region of the peptide, thereby facilitating binding of the second
Ni(ll) ion.

In the next part of our work, we have investigated the structure of Ni(lll) complexes presumably
formed during the dismutation cycle using EPR spectroscopy. For this purpose, the Ni(ll)
complexes were oxidized with potassium superoxide. In models containing cysteine—histidine
point mutations at either the second or sixth position, the characteristic triplet splitting typical of
the oxidized form of the NiSOD enzyme could not be detected in the EPR spectra. However, we
have confirmed that the Ni(Il1) complexes form adducts with O,". In the case of models containing
penicillamine function or additional methyl groups (wWtNiSOD-Pen and wtNiSOD-NMe), the
oxidation leads to the formation of Ni(lll) transient species, although the EPR parameters differ
from those obtained for the oxidized form of the native NiSOD enzyme fragment. This
phenomenon can be explained by considering the presence of the electron-donating properties of
the B-carbon atom of penicillamine at position 2 in the wtNiSOD-Pen model, and by the methylene
groups on the N-terminal amino group in the wtNiSOD-NMe mutant, both of which influence the
spin density localized on the in situ formed Ni(lll) ions. In models where the histidine at position
1 was replaced to cysteine, the superhyperfine splittings characteristic for the oxidized form of the
NiSOD enzyme did not appear in the EPR spectra. However, in the wtNiSOD-CC model
containing a histidine-to-cysteine point mutation, a significant amount of O, was consumed in the
oxidation, while in the wtNiSOD-RC model containing a histidine-to-arginine point mutation, a
slight change in the EPR spectrum was detected after the addition of an imidazole auxiliary ligand.
In the case of the wtNiSOD-dim model capable of binding two metal ions, the structure and the
coordination mode of Ni(lll) transient species significantly depend on the metal ion to ligand
concentration ratios and pH. The analysis and the simulation of these spectra revealed that the

samples feature EPR spectra attributable to the mixture of five different Ni(l1l) complex states.

91



Nikkel szuperoxid dizmutaz enzimmodellek szerkezeti és SOD aktivités vizsgalata

After thorough equilibrium and structural characterization of the corresponding Ni(Il) and Ni(lll)
complexes, we continued our work by investigating the SOD activity of the nickel complexes.
Using the commonly applied McCord-Fridovich assay, 1Cso values were determined for most
complexes. Based on these results, we found that the wtNiSOD-HC and wtNiSOD-HH models,
which contain only one cysteine residue, exhibit significantly lower SOD activity than that of the
Ni(ll) complex formed with the native NiSOD enzyme fragment. For the other nickel(ll)
complexes of nonapeptides, the ICso values are of the same order of magnitude but slightly higher
than in the case of the native enzyme. The only exception is the model containing a histidine—
arginine point mutation, which has better SOD activity than that of the Ni(Il) complex formed with
wtNiSOD. This method allows only semi-quantitative comparison of the SOD activities and does

not provide information on the mechanism of the dismutation cycle.

Therefore, another goal of our work was to develop a new method for measuring SOD activity that
enables a more detailed study of the reaction between Ni(ll) complexes and O,™. This was achieved
by using a sequential stopped-flow instrument with spectrophotometric detection in a water/DMSO
= 1:1 (V/V) solvent mixture. This method allows the use of higher O~ concentrations than the
McCord-Fridovich assay, thereby accommodating real catalytic conditions. Furthermore, fitting
the Kkinetic traces provides additional information on the mechanism of the dismutation reaction.
Using this newly developed method, we studied the reactions between O, and the Ni(ll)
complexes of peptides containing cysteine at position 1, penicillamine at position 2, the 19-
membered model, and the wtNiSOD peptides in detail. Based on our results, we established that,
in addition to the dismutation cycle, where oxidation of the Ni(ll) complex and reduction of the
Ni(l1) complex occur with O,", an additional process takes place. It is the intramolecular redox

degradation of the Ni(lll) complex that yields a catalytically inactive complex.

The Ni(ll) complexes can be divided into two groups depending on whether the oxidation of the
Ni(Il) complex or the reduction of the Ni(lll) complex is faster. In the case of wtNiSOD and
wtNiSOD-CC, the reduction of the Ni(lll) complex is faster, and the dismutation reaction is more
efficient than in the other two models where the accumulation of the Ni(lll) complex in the initial
stage of the reaction. As a result of intramolecular redox degradation, the system loses faster
catalytic activity and decomposes O less efficiently. Nevertheless, it should be noted that all

investigated models are capable of catalyzing the degradation of O™, and—with the exception of
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the models containing histidine—cysteine point mutations—all exhibit remarkably good SOD

activity.

Our results obtained from the thermodynamic and structural characterization of the Ni(ll) and
Ni(ll1) complexes of the peptides investigated by us may contribute to a deeper understanding of
the structure—function relationships of the NiSOD enzyme. The SOD activity assay developed for
a sequential stopped-flow instrument enables a more detailed investigation not only of nickel

complexes, but also of the enzyme-mimetic effects of other compounds with antioxidant properties.
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