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A Szegedi Tudomanyegyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének Bioszervetlen Kémiai
Csoportjaban folyé kutatasoknak a valds rendszerekhez valé kozelitése folyamataban az e palyazat keretében
tervezett vizsgalatainkat két f6 terlletre 6sszpontositottuk, nevezetesen

I. Biologiai hatassal rendelkez6 fémionok és fémkomplexek kdlcsonhatasa bioldgiai makromolekulakkal:

.....

szallitasaban, fémkelatorok alkalmazhatosaga a Alzheimer-kor gyogyitasaban.

II. Molekuléris biologiai modszerek alkalmazasa bioszervetlen kémai problémak megolddsara: mesterséges
enzimek és fémtartalmu fehérjék eldallitasa és tanulmanyozasa.

Kutatasi programunkat 2005-ben kezdtiik, terveinket az SZTE Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszéke
Bioszervetlen kémia Csoportjanak 6 oktatojara és az SZTE-MTA Bioszervetlen kémiai Kutatocsoportjanak 5
kutatdjara valamint az akkor mar veliink dolgoz6 3 PhD hallgatora és szamos diplomamunkas és diakkoros
hallgat6 munkdjara alapoztuk és ezt akartuk fejleszteni 1 post doc és 1 PhD alkalmazasaval. Deriilt égbdl
villamcsapasként ért benniinket a hir 2006 végén, hogy az MTA kutatocsoportunk 2007-t6l anyagiak hianyaban
tamogatasban nem részesiil. Igy 1j alkalmazasokra nem gondolkohattunk, hanem a rendelkezésiinkre allo
személyi keretet allasukat vesztett a munkdban jaratos, és a palyazat sikerét jelentésen magukban hordozo fiatal
munkatérsak legalabb részleges tovabbfoglalkoutatasara kellett forditanunk. igy késleltethettiik a kutatocsoport az
egyébként évtizedekig sikeresen dolgozd Kutatocsoport felbomlasat. 2010-re volt munkatarsaim ideiglenesen
vagy véglegesen jo allast talaltak: 2 f6 Marie Curie post doc 0sztondijon kiilfoldon tartézkodik, 1 f6 a Pannon
Egyetemen Veszprémban, 1 f6 a Pécsi Tudomanyegyetemen tudott elhelyezkedni, 1 fot pedig a Tanszéken
sikerlilt nyugdijazas révén adjuntusként alkalmazni. 1 f6 OTKA posztdok-ként csatlakozott a csoporthoz a
palyazat ideje alatt. Ugyanakkor 1 f6 viszont 2 évig az USA-ban volt posztdoc, majd Magyary Zoltan 6sztondijas
volt 1 évig onallo témateriilettel, igy az O tevékeny részvételével sajnos csak kis mértékben szamolhattam a
projekt majdnem teljes id6tartama alatt. Ezzel csak jelezni szeretném, hogy a wvallalt kutatasi feladatok
megvaldsitasanak feltételei korantsem voltak optimalisak. Ett6l fiiggetleniil alapvetéen a palyazatban
megfogalmazott terveknek megfelelden folytattuk vizsgdlatainkat és gy gondoljuk a kutatastervezés megengedte
szabadsag hatarain beliil mozogtunk. Eredményeinket a kovetkezOkben a vallalt terveinknek megfeleldé bontasban
targyaljuk, a terv megfogalmazasait adva el0szor (az eredeti angol nyelvii “Research plan”-bél atmasolva, majd
az elért eredményeket magyar nyelven.

L. Interactions of metal ions and metal complexes with macromolecular bioligands

In the human body, the essential or toxic metal ions of biological systems or metal ions administered for
therapeutical purposes, are bound to smaller or larger biomolecules. They are transported in biological fluids,
cross cell membranes and exert their biological-physiological activity in complexed forms. Furthermore, the
action of toxic and essential metal ions often takes place in the form of competitive reactions.

L. 1. Biospeciation of serum proteins. Over the past two decades, the interactions of small biomolecules
with (i) the toxic Al(Ill], (ii) the potential insulin-mimetic vanadium and (iii) the both beneficial and harmful
organotin(lV) ions have been studied. In these studies, we aimed at the identification of the mobile form(s) of the
metal ions (Al(II), VOAV), RSn(lV),). Regarding their bioavailability and transport, the complexes of these
metal ions with the transport proteins (e.g., serum proteins albumin and transferrin), and membrane proteins
(e.g., various glycoproteides) are also of importance. For this, investigations have been undertaken to
characterize the complete biospeciation of various insulin-mimetic VO(IV) complexes in blood serum including
their interactions with the serum proteins. We would like to extend such kind of studies using membrane filtration
separation and EPR, CD and multinuclear NMR spectroscopic techniques. Partly in connection to this area, one
of our PhD student Hollender Dominik, a Marie Curie fellow had spent one year in the Magnetic Centre of the
University of Florence, working on the structure determination of a Ca(ll) protein. The work has successfully
been completed and a paper has been published. Most of the VO(IV) work is excluded from this project as it is
covered by the OTKA project (No. T49417) of the principal investigator.

.....

megértésében. A kis molekulatomegli de megfeleld koordinacios képességekkel rendelkezd vérszérum
alkotokkal végzett korabbi megfigyeléseink alapjan Iényeges kiilonbség volt felfedezhetd az egyes ligandumok
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fémionmegkotd képességeit illetden. A két szallitofehérjével, transzferrinnel és human szérum albuminnal ekkor
még nem alltak rendelkezésre megbizhatd termodinamikai adatok (stabilitasi allandok).

A human apotranszferrin oxovanadium(IV)ion fémmegkotd képességét kiszoritasos modszerrel tanulmanyoztuk,
mivel adott koriilmények kozott (pH = 7.4, T = 25 °C ¢(HCO;5 )= 25,0 mM) a szabad fémion mennyisége
elhanyagolhat6. A kis molekulatomegili 1,2-dimetil-3-hidroxi-4(1H)-piridinon (dhp) alkalmaztuk, amely az
altalunk ismert legnagyobb stabilitasi biszkomplexek képezi VO(IV) ionnal. (Az UV-VIS méréseknél
nitrilotriecetsavat, NTA-t is hasznaltunk) A kiszoritas mértékét ESR és UV-VIS spektroszkopia modszerekkel
kovettiik és az ebbdl szamitott latszolagos stabilitasi allando értéke (14,34 0,6) kozel egy nagysagrenddel
nagyobbnak bizonyult, mint a korabban elméleti alapokon (LFER) becsiilt érték. Sajndlatos mdédon a tobb
modszer Osszevetésébol (LNT-EPR, RT-EPR és UV-VIS) szamitott értékek kozott jelentds - kozel egy
nagysagrend - eltérést mutatott, amit a dhp és az apotranszferrin VO(IV)-gyel képzett vegyeskomplexének
feltételezésével magyaraztunk.

A dhp-VO(IV)-apotranszferrin vegyeskomplexek létezését egyiittes CD ¢és RT-ESR mérések segitségével
bizonyitottuk, és sikeriilt igazolnunk hasonlé komplex létezését a maltol (mal) esetében is. A két spektroszkdpiai
modszer eredményeinek egyiittes kvantitativ kiértékelésével sikeriilt az apotranszferrin-VO(IV) komplexek
latszolagos stabilitasi allandéinak értéket — logP, = 13,4+0,2 és logP, = 25,2+ 0,4 - kielégitd pontossaggal
meghatarozni. Ezen adatok jo egyezésben voltak a kordbban NTA-val végzett UV-VIS mérések alapjan
szamitott értékekkel. Meghataroztuk a vegyeskomplexek stabilitasi allandoit is, melyek alapjan az ultrasziiréses
elvalasztas eredményei is jobban értelmezhetdek.

Igazoltuk tovabba, hogy a vegyeskomplexek képzddésének elengedhetetlen feltétele az oldat hidrogénkarbonat-
tartalma, ami azt bizonyitja, hogy a ligandum nem a szinergista hidrogénkarbonation helyét foglalja el.

Apotranszferrin - human szérum albumin (HSA) - VYO rendszerben a CD mérések alapjan nincs HSA - VO(IV)
kolesonhatas. Maltolt adva az el6z6 rendszerhez is csak igen kismértékii — a kisérleti hiba nagysagrendjébe es6 -
eltolddas figyelhetd meg, ami egy esetleges HSA - maltol - VO(IV) vegyes komplex 1étezésére utalhat.

Mindezek figyelembevételével modellszamitasokat végeztiink a vérszérumra vonatkozoan, melyek igazoltak,
hogy a leginkdbb kutatott biszmaltolato-vanddium(IV) komplex (BMOV) esetében a ligandum nem jatszhat
szerepet a vérszérumban a vanadium(IV) megkdtésében, a dhp esetében azonban erre van lehetdség.

Elvalasztasi technikak alkalmazasaval (HPLC-ICP-MS) azt is igazoltuk, hogy barmilyen formaban — V'VOSO,,
VVO(mal),, VVO(dhp), VO" (pic), (pic = pikolinsav) - is keriil a VO(IV) a vérszérumba, a fémion kizarolag a
transzferrinhez kotédik, sem a human szérum albumin, sem az immunoglobulin nem jatszik szerepet
megkdtésében.

Az oxovanadium(IV) - transzferrin kdlcsonhatas tanulmanyozasa, valamint a modellszamitasok €s elvalasztasi
technikak eredményeit két dsszefoglalo jellegii kozleményben is megjelentettiik. [3,4] Eredményeink, miszerint
a transzferrin erésseben koti meg a VO(IV)iont mint a legtobb inzulinmimetikus komplexben talalhato
komplexképzd, tehat a komplex legkésébb a véraramba jutva szétesik, aldtdmasztottak azt a farmakokinetikai
megfigyelést, amely értelmében a maltol és a VO(IV) egymastol teljesen fiiggetleniil ,,mozog” a testen beliil.'
Mindez nagymértékben hozzajarult a ,ligandum, mint taxi” mechanizmus - mely szerint a ligandumnak csak
szallito feladata van, nincs szerepe a hatdsmechanizmusban — szélesebb korti elfogadasihoz.

A kiilonbo6z6 inzulinutanzé VO(IV) komplexekre kapott biospeciacios elemzések utan néhany V(V) komplexre
vonatkozolag is végeztiink hasonld vizsgalatokat informaciot remélve arra, hogy a fémion oxidacioés szamanak
meger0sitését vagy cafolatat is remélhettiik, hogy ESR spektralis eredmények azt suggaltak, hogy az adagolas
formajatol fiiggetlentil a vérszérumban a vanadium komplexek VO(IV) komplex formaban szallitddnak.

rrrrrr

korabbihoz hasonlo, kiszoritasos kisérlet elvégzéséhez sziikségiink volt egy ligandumra, amely megfeleld
stabilitdsu komplexet képez vanadattal. Ot kétfogu ligandumot hasonlitottunk dssze ebbdl a célbol, mind az ot
kivalasztott ligandum VO(IV) komplexének van inzulinmimetikus hatasa. Két ligandum (hpno, 2-
tanulmanyoztuk. A hpno — melynek vanadattal alkotott biszkomplexének egykristalyszerkezetét is
meghataroztuk — tlint az adott koriilmények kozott a legmegfelelobbnek, bar csak kismértékben volt hatdsosabb
a maltolnal.

A kiszoritasos méréseket ezért a V'-tel apotranszferrin jelenlétében, maltol és 2-hidroxipiridin-N-oxid (hpno)
ligandumok felhasznélasaval is elvégeztiik, az egyensilyt >'V-NMR modszerrel kovettik. A meghatarozott két
latszolagos allando — logK; = 6,03 +£0,4 ¢s log K, = 5,46+0,18 — igen jo egyezésben volt az ultrasziirésbol
szamitott értékekkel, és jo kozelitéssel megegyezett a masok altal elvégzett’ kalorimetridas mérési
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eredményekkel. Mivel a hidrogénkarbonat koncentracid nem volt hatassal a kiszoritas mértékére, ezzel
igazoltuk, hogy a vanadat nem a transzferin anion megkot6 helyén koordinalodik, hiszen akkor versengene a
hidrogénkarbonat-ionnal.

Human szérum albumin és a vanadation kolcsonhatasat nem sikeriilt kimutatni, egy az irodalomban kozolt
ultrasziiréses méréssorozat alapjan becsiiltiink meg a HSA-vanadat stabilitasi allandojat. Mindezek ismeretében
modellszamitasokat végezve bizonyitottuk, hogy a bioldgiailag relevans koncentracidtartomanyban
(c(vanadat) <1 um) csak  transzferrinhez  kotott, illetve szabad  vanadat  talalhato az
szérumban.Vegyeskomplexeket jelen esetben nem talaltunk.

Fentieken kiviil még egy munka késziilt a vanddium témakoérben az OTKA projekt tamogatasdval és
egylittmiikodd partnereink jelentds kozremiikodésével. Nevezetesen a haromfogu ligandum, a 2,6-
bisz[hidroxi(methil)amino]-4-morfolino-1,3,5-triazin ~ (H,bihyat)  eldallitasa  és  vanadatkomplexének
tanulmanyozasabol - °'V-NMR, rontgendiffrakcidés valamint pH-metrias modszerekel — tobbek kozott
megallapithatdo volt, hogy a ligandum meglepden széles pH tartomanyban (3,5-11) képes komplexalni a
vanadationt, ami elsésorban az igen erds vanadat triazin gylrtinitrogén kolcsonhatas eredménye. Ez a jelentds
stabilitds szamos — analitikai, katalitikus és esetleg bioldgiai alkalmazas szamara biztosithat utat.

L 2. B-amyloid aggregation. We plan to study the role of the metal ions (Al(11l), Zn(1l), Cu(ll), etc.) in the
aggregation processes of the neurotoxic [-amyloids [16]. In this field we collaborate with the Medicinal
Chemistry Institute, Faculty of Medicine, Prof. Botond Penke, and Department of Colloid Chemistry, Faculty of
Sciences, Prof. Imre Dékany. The aggregation of these neuropeptides are planned to be studied by amyloid
specific flurophase markers, light scattering and low angle X-ray diffraction methods. It may be interesting to
study the effect of various low molecular mass oligopeptides, which has proven to be efficient inhibitors of
aggregation of amyloids. A part of this research point is a part of of one of the research subtopic of the RET
008/2004 Hungarian South Plain Neurobiological Research Centre project.

Az AD eldreheladasat jelentd f-amiloid oligomerek képzddesét alkalmas kelatképzdvel megakadalyozando a
TPEN (N,N,N ,N -tetrakisz(2-piridilmetil) etiléndiamine), ami egyébként a bioldgidban a sejtek szabad Zn(II)
toxikus. A molekulat megfeleztiik, illetve negyedeltiik és kaptuk az ENDIP ((N,N’-bisz(piridine-2-il-metil)-
etiléndiamine), illetve DMAP (N-metil-1-(piridin-2-il)-metilamin) molekulakat, igy csokkentettiik fémionkotd
képességiiket.

N~ - =N N=
| \ /N W\ g

=~ H H H

DMAP ENDIP

Megallapitottuk, hogy a DMAP fiziologias pH-n 1:1, illetve 1:2 6sszetételli komplexeket képez a B-amiloid
oligomerizaciodjat eldsegitdé Cu(ll) és Zn(Il) ionokkal, de ezek stabiltasa a Kd értéke mM nagysagrendil) nem
elegendden nagy ahhoz, hogy hatékonyan versengjen az amiloidokban kotott fémionokért. Ugyanakkor az
ENDIP mindkét fémionnal elég nagy stabilitasu 1:1 dsszetételti komplexet képez (a Kd értéke a uM
tartomanyban van) ahhoz, hogy kivonja a fémionokat az amiloid komplexébdl €s igy gatolja a fémion indukalta
B-amiloid oligomerizaciét. Ezen eredményeket floreszcencids és fényszoras mérésekkel is
alatamasztottuk.Mindkét modszer igazolta, hogy az ENDIP képes volt a fémionok indukalta f-amiloid
aggregaciot gatolni és az amiloid aggregatumok részbeni ujraoldodasat eléidézni.

A TPEN szarmazékok mellett két tripeptid szdrmazékkal is folytattunk vizsgalatokat. Hisztidinben gazdag
peptideket valasztottunk, melyek a Cu(Il)-nek és a Zn(II)-nek is jo kot ligandumai. A GlyHis és a HisHis
dipeptideket Lys kotdtaggal kapcsoltuk dssze és képeziink egy multidentat ligandumot. A fémkomplexek teljes
egyensulyi és szerkezetei jellemzése mellett, vizsgaltuk a B-amiloid oligomerizaciot gatld képességiiket is, és a
(GH),K ligandummal biztaté eredményeket kaptunk.
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L 3. Interaction between Al(IIl) and hydrolase enzymes. It is well-known that the actual chemical form
of an element (i.e., its chemical speciation) can basically affect its biological activity, in fact, it may even
influence its essential or toxic effects. Since Al(IIl) is proposed to inhibit hydrolyse enzymes in Alzheimer disease
(AD), we intend to study the effects of the aluminium in various forms (aqua ion and Al(Ill) complexes) on
different enzymes (trypsine, chimotrypsine, acetylcholine esterase, alkaline pshosphatase, glutamine-synthetase),
exploring the way of interaction, its binding site(s) and mechanism.

Harom ligandum, N-(foszfonometil)iminodiecetsav (NTAP), nitrilo-trisz(metilén-foszfonsav) (NTA3P), és az 1-
hidroxietilidén-1,1-difoszfonsav (HEDP) Al(IIl) komplexeit tanuldnyoztuk szilard és oldatfazisban, mivel ezek
modellezhetik az Al(Ill)ionok kémiai kolcsonhatdsa foszfat és karboxilatcsoportokat tartalmazd nagy
molekulatomegli biomolekuldkkal. Az 4ltalunk mar korabban kozolt AI(IIT)-NTAP, illetve AI(III)-NTA3P
speciaciok’ mellé az Al(II)-HEDP komplexeinek stabilitasi 4llandoit, és eloszlasgdrbéjét is meghataroztuk.

Vizsgaltuk az AI(IIl) ion és néhany fenti AI(III) komplex hatdsat az alkalikus foszfatdz enzim hidrolitikus
képességére kiilonbozé spektralis modszerekkel. Azt talaltuk, hogy a komplexek nagyobb hatékonysaggal
inhibialtak az enzim mikodését, mint az [AlI(OH)4] ion. Figyelemremélto, hogy a ligandumok kismértékben
maguk is inhibialé hatasuak. A szinkrotron radiacios CD spetralis vizsgalatok alapjan valdszinisithetd, hogy a
ligandumok képesek a metalloenzim fémionja(i)t annak aktiv centrumabdl elvonni, mig az Al(IIl) valoészimiileg
képes kiszoritani azt.

1.4. Egyéb gyogyhatasu komplexek vizsgalata
Mint gyogyhatasu molekuldk, a fluoro-szalicilsavak réz(Il) komplexeit is tanulmanyoztuk egy 1j egyiittmiikddés
keretében E molekuldk hatdsmechanizmusa nem ismert. A jovOben ezzel kapcsolatosan tanulmanyozzuk majd a
biologiai makromolekuldk és a fluoro-szalicilsavak fémkomplexeinek kolcsonhatasat, valamint a fémion hatasat
a fluoro-szalicilsavak bioldgiai rendszerekben torténd viselkedésére.

1. Mesterséges enzimek és fémtartalmu fehérjék
1L 1. Structural and functional modelling of type 1l copper enzymes.

4-10 aminosavbol allo peptidek tervezése és eldallitisa. A tervezésben felhasznaljuk egyes fehérjék (P tipusu
ATPaz, amiloid prekurzor fehérje, baktériumok Cu,Zn-SOD-janak N-termindlis fragmense) mdr ismert révid
fémkoto szekvencidit. E peptidek kolcsonhatasa rézzel (2006-2007). A réz(ll)komplexek katecholaz aktivitasanak
kinetikai vizsgalata (2007-2008).

(i) Tanulmanyoztuk a H. ducreyi Cu,Zn-SOD N-terminalis részletének (HGDHMHNHDTK, L1) réz(Il)- és
cink(IT)-komplexeit. Az N-terminalis részrél feltételezhetd, hogy szerepet jatszik az enzim réz-felvételében.
Vizsgalatainkkal alatamasztani kivantuk ezt a feltételezést, ill. kideriteni, hogy az N-terminalis résznek lehet-e
szerepe a cink-felvételében. Réz(Il) jelenlétében rendkivil stabilis, vizoldhatdo egy-, két és harommagva
komplexek képezddnek. Cu/L=1/1 aranynal pH 7-8 kbzott az igen nagy stabilitasu {NH,,3N;,) koordinaciojua
CuHL komplex dominal. A pH = 7,4-nél szamithat6 latszolagos disszociacios allando is a rendkiviili stabilitasra
utal (Kpc, = 5x10'> M). Cinkkel a semleges pH-tartomanyban a szintén kiugré stabilitasi ZnHL komplex
képzddik (Kpz, = 1,6x10° M). Ismereteink szerint L1 koti legersebben a cinket pH 7 koriil az eddig vizsgalt
peptidek koziil [gt]]. Ezekhez a vizsgalatokhoz kapcsolodva eléallitottuk az A. pleuropneumoniae Cu,Zn-SOD-
jénak hasonlé N-terminalis peptidjét (HADHDHKK-NH,, L2), s vizsgaltuk réz(Il) és cink(II) kotd képességét.
Eredményeink szerint, annak ellenére, hogy ez a szekvencia egy His alegységgel kevesebbet tartalmaz, egy
nagysagrenddel erdsebben koti a réz(Il) iont (Kpc, = 4.6x10°"° M), mint az analég H. ducreyi Cu,Zn-SOD
fragmens. Ez a rendkiviili fémion-affinitas mar hasonld a réztartalmt bakterialis metalloproteinekéhez, ami
alatamasztja hogy az ilyen rdvid, hisztidinben gazdag N-termindlis szakaszok ’chaperon’-ként miikddve
szerepet jatszanak a fehérje rézfelvételében rézhianyos koriilmények kozott. Ugyanakkor L2 a cink(IT) ionokhoz
tobb mint két nagysagrenddel kisebb affinitast mutat (Kpz, = 4.8x10” M), mint a H. ducreyi Cu,Zn-SOD
fragmense (L1). Mindkét peptid CuHL komplexe jelentés SOD utanzo hatassal bir (a nativ fehérje 4%-a), ami
felveti az N-terminalis szekvencia alternativ szerepét nem rézhidnyos kornyezetben, mint idéleges SOD centrum
[gtl].

(ii) A ZIP csaladba tartoz6 Zn-transzporter fehérjék fémkoto szekvencidjanak modelvegyiileteiként vizsgaltuk az
Ac-HKHKH-NH, (L3) és AccHHKHKH-NH, (L4) peptidek réz(Il) és cink(Il) komplexeit. Réz(II) jelenlétében
pH = 5-7 kozott {3N;,} (L1) és {4N;,} (L2) koordinalt CuH,L komplexek dominalnak az oldatban. pH = 7-9

srer
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felesleg mellett pH felett kétmagvi komplexek képzédnek. A két peptid egy- és kétmagva réz(I)komplexei is
jelentés pirokatechin-oxidaz utanzoé sajatsagot mutatnak. Minthogy a kétmagvi komplexek csak pH 11 kortil
valnak aktivabba, a részletes vizsgalatokat ekvimolaris oldatokban végeztiik. A termék kinon oldhatoésaga miatt
50% etanol-viz elegyben dolgoztunk. pH = 7-11 kozott vizsgalt rendszereink kiugro katalitikus hatast mutattak.
alapjan mindkét rendszerben a CuL és CuH ;L komplexhez rendelhetd az aktivitas. A komplexek hatasa
katalitikus, a kinetika a Michaelis-Menten modell alapjan értelmezhetd, alacsonyabb koncentracioknal a reakcio
sebessége elsd rend szerint fligg a szubsztrat (dtbc), a komplex ill. a dioxigén koncentracigjatol. Cink
jelenlétében pH 6-8 kozott imidazol nitrogének altal koordinalt ZnH,L és ZnH,L, komplexek domindlnak,
magasabb pH-n hidroxo-vegyeskomplexek képzodnek.

(iii) Az L3 ¢és L4 peptideknél jelentkez6 amidkoordinacié megakadalyozésara, s igy sok metalloenzim aktiv
centrumara jellemz6é csak imidazol gylrik altali koordinacio elésegitésére, prolint tartalmazd peptideket
allitottunk el6 (HPHH (L5), HPHPH (L6), KHPHPHQ (L7)). L5 esetén célunk csak részben valdsult meg, pH 6-
8 kozott az amid-koordinalt [CuH_,L5]", majd egy vegyes hidroxokomplex CuH_,L5(OH) képzddik. A
szuperoxid diszproporcidjat az elébbi, a dtbc oxidacigjat az utdbbi komplex segitette eld. L6 peptid esetén pH 7
folott vegyes hidroxokomplex valik ki az oldatbol Cu(Il) és Zn(II) jelenlétében is. Az oldhatdsdg novelésére a
polaros aminosavakat tartalmazd L7 peptidet allitottuk eld. Ismereteink szerint ez az elsd olyan kisméreti
peptid, mellyel sikeriilt a peptidnitrogének deprotonalodasanak elkeriilésével oldatban tartani mind a Cu(Il)
mind a Zn(Il)ionokat pH 7-9 kozott.

(iv) Elsallitottuk a '"HSHRDFQPVLHL-NH, peptidet (L8), amely a tumor ellenes hatdsi humén endostatin
fehérje cinkkotd N-termindlis fragmense. Tanulmanyoztak a peptid cink(Il) és réz(I) komplexeit. A semleges
pH-n egy {NH,, 3N;,,COO} koordinacioji ZnL komplex dominél az oldatban. Valdsziniileg igy koti a cinket
az N-terminalis 25-mer peptid is, amely a nativ fehérjével megegyezé antiangiogén (s igy rakellenes) hatast
mutat. A peptid rendkiviil nagy affinitassal kéti a réz(II) iont (pH 7,4-nél Kpc, = 2,6x10"° M). pH 5-10 kozott
az {NH,,N,N",N;,,} koordinaci6 egyeduralkod6 az oldatban. Ez a megfigyelés bioldgiai szempontbol is relevans
hatast eredményez (gatolja a véredények képzdodését), igy az endostatin fizioldgias hatasanak koze lehet rézkotd
képességéhez.

(v) Tanulmanyoztuk a HCDGPCG-NH2 (L9) peptid nikkel(Il) komplexeit. E szekvencia egy napjainkban
felfedezett Ni-tartalmu SOD-csalad N-terminalis fragmense. Rontgenszerkezetiik alapjan a katalitikus hatasért
felelds nikkel kizarolag az N-terminalis Hisl, Cys2 és Cys6 aminosavakhoz kotédik. Eredményeink szerint az
egyensulyi rendszer igen egyszerd, a [Nill]/[L4]=1/1 rendszerben csak az NiH,L, NiL és NiH ;L komplex
mutathaté ki (ligandum felesleg esetén bisz-komplexek is képzddnek). Az {NH,,N;,} koordinalt NiH,L
paramagneses (Ni*~ + H,L = NiH,L, log K = 6,66), NiL és NiH_,L diaméagneses. Eredményeink alapjan az NiL
komplex két kotési izomer formajaban van jelen: {NH,,N;,,,2S™} és {NH,,N,S }.Az enzim aktiv centrumaval
analog {NH,,N",2S7} koordinacioja NiH ;L komplex csak pH 9-re alakul ki 100 %-ban (a nativ enzimben ez pH
4). Az 5 egységgel magasabb képzddési pH feltehetéen a Cys2 és Cys6 kozott kialakuld makrokelat kis
magyarazhatd. Az NiH ;L komplex SOD aktivitasa kb. két nagysagrenddel kisebb, mint a nativ enzimé, ami a
szubsztrat megkotddését eldsegitod tirozin hidnyaval magyarazhato.

T

megismerése céljabol vizsgaltuk két, a HRR tandem moddon ismétlddé (G)HHPH(G) szekvencidjat tartalmazo
Ac-HHPHG-NH, (L10) ¢és Ac-HHPHGHHPHG-NH, (L11) peptidek réz(Il) és cink(Il) komplexeit. Az
egymashoz kapcsolt HHPHG egységek szamaval egyiitt n6 a megkothetd fémionok szama is. A két egységbdl
felépitett dekapeptidben az elsé fémion a monomer pentapeptidhez képest eltéré modon, nagy valdszinliséggel
foként a (HYHPHGH szakaszon koordinalodik. Ezt alatdmasztjak az altalunk korabban vizsgalt hisztidin-prolin
tartalmu peptidek cink(II)- és réz(Il)komplexeinek részletes vizsgalataval nyert szerkezeti és stabilitasi adatok is.
Az els6 fémion koordinécidja a dekapeptidben olyan peptid konformacié valtozast eredményez, mely eldsegiti a
masodik fémion felvételét, és ez extra stabilizaciét eredményez. Az eredmény jelentéségét a nativ HRG
1épcsbzetes cink(Il) megkotésében megfigyelt kooperativ hatas adja. Az Ac-HHPHG-NH, ligandum réz(II)ionok
jelenlétében, lugos pH-tartomanyban, a H-P kozti peptidkotés hidrolitikus hasadasaval fragmenseire bomlik, ami
fontos lehet annak tiikrében, hogy a HRG antiangiogén/antitumor hatasanak kifejtéséhez a HRR-nek ki kell
szakadnia a proteinbdl.

(vii) Eléallitottuk és vizsgaltuk az MMP13 enzim aktiv centrumaban 1év6 cinkkotd szekvenciaval megegyez6 Ac-
KAHEFGHSLGLDHSK-NH, (L12) peptid cink(Il) és réz(Il) komplexeit. Ennek a semleges pH-n képz6do
cink(Il) komplexe mind szerkezeti, mind az MMP inhibitor hidroxdmsavakkal val6 kolcsonhatas szempontjabol
is jol modellezi az MMP enzimek aktiv centrumat. A hidroxo-vegyeskomplex ZnL funkciondlis modelként is
viselkedik, pH 7-9 kozott hatékonyan segiti eld a p-nitrofenil-acetat hidrolizisét. A harom szeparalt His
alegységnek koszonhetden a peptid akar harom réz(Il)iont is oldatban képes tartani A peptid pH 8-10 kdzott
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képz6d6 egymagvia réz(Il) komplexei jelentds, az eddig vizsgalt réz(Il)-peptid rendszerek koziil a legnagyobb
pirokatechin-oxidaz aktivitassal birnak.

(viii) A  hisztidint tartalmazé peptidek koordinaciés kémiaja meglehetésen bonyolult. Ezért olyan
vizsgalomodszereket kerestiink, melynek segitségével, hig vizes oldatokban nem szines ionok jelenlétében is
informaciot kaphatunk a komplexek szerkezetérdl. A szinkrotron sugarzasi CD spektroszkopia a tavoli UV-ben
vald mérések révén lehetdséget adott a peptidkonformacié valtozasanak kovetésére, mig pl. réz(Il) jelenlétében a
lathaté hulldmhossz-tartomanyt hasznaltuk ki. Ezen spektroszkdpiaban a spektralis sajatsagok és a szerkezet
Osszefiiggéseit még nem lehet egyszeri egyenletekkel megadni, ezért egyrészt szisztematikus vizsgalatokkal
probaltunk meg altalanos kovetkeztetéseket levonn, illetve elméleti szamolasokat is végeztiink az egyszeri
rendszereken. Ezen eredményeink segitettek a bonyolultabb rendszerek spektrumait értelmezni.

1I. 2. Functional model complexes immobilized on solid surface.

SOD-utanzo imidazolat-hidas ketmagvu Cu(ll)-Zn(ll) komplexek régzitése kovalens kotéssel szervetlen
(szilikagélen, montmorillonit) hordozon, hasonloan az enzim-alapu elektrodokhoz (2006-2007). Rogzitett
komplexeket ugy is kialakithatunk, hogy a szilard fazisu szintézis soran eldallitott peptideket a hordozon
hagyjuk. Vizsgalni fogjuk, hogy az igy rogzitett komplexek képesek-e oxidacios folyamatokat elésegiteni (2007-
2008).

A fémion-koordindcié az aminosavak oldallancaiban talalhatd donorcsoportokon valdsulhat meg egy eldgazo
lancu peptidszerti vegyiiletben, melynek az ,,N-terminalis” végeire hisztidin aminosavakat kapcsolunk. Az egyik
ilyen peptidszerii ligandum az (NH,-His);-(Lys),-Lys-CONH,, a masik ennek N-termindlis aminocsoportjain
acetilezett valtozata. E peptidek képesnek bizonyultak két ekvivalens fémion (réz(I) és cink(I)) megkotésére
pH ~ 7 koriil, anélkiil, hogy amid-nitrogén deprotonalddast tapasztaltunk volna. E peptid, illetve N-acetilezett
szarmazékanak komplexképz6 sajatsagait szilard hordozohoz (SPPS gyanta) rogzitve is vizsgaltuk. Azt talaltuk,
hogy a fémionok megkdtése ugyanabban a pH tartomanyban torténik, mint az oldatban, &m savval torténd
eltavolitasuk a gyantarol valdszinlileg kinetikailag gatolt. Az ilyen tipusu fémionokkal telitett gyantakat a
tovabbiakban a célkitlizésnek megfelelden katalitikus tulajdonsagaik szempontjabdl is megvizsgaltuk. A DNS
molekula hidrolizisét sikeriilt kimutatnunk, de a mért aktivitds nem bizonyult kiemelkedonek a ma ismert
modellvegyiiletek kdrében. Azonban az ilyen tipust ligandumok szdmtalan lehetdséget kinalnak a donoratomok
szamanak és mindségének valtoztatdsara, igy tovabbi ligandumok elballitasat tervezziik egyéb funkcios
csoportok részvételével.

Katalitikus aktivitasuk mellett tovabbi, nem elhanyagolhato jelent6ségli alkalmazasi lehetdségeket is
hordoznak az ilyen ligandumok: (i) a gyantakra rogzitett ligandumok szelektiv fémion-megkotd sajatsaga pl.
létrehozasat teszi lehetové (pl. gyogyaszati alkalmazas — kelatterapia; ilyen céllal allitottuk elé pl. az (NH,-
GlyHis),-Lys-CONH, ligandumot), valamint (iii) a gyantara kotott fémionok affinitas oszlopok kifejlesztésének
alapjat képezhetik.

A ligandumok szilard hordozoén valé megkotése nemcsak a katalizis, hanem a karos anyagok eltavolitasa
miatt is hasznos. Vizsgalataink alapjan Cys-tartalmu peptidekkel lehetOség nyilik az As(OH)3 eltavolitasara
vizes oldatokbol (ez ioncserével/adszorpcioval nem lehetséges). Elsdként a ditioeritritol és ditiotreitol As(III)-
kotését tanulmanyoztuk. Ezek mar pH 6-nal kondenzaciés reakcioba lépnek az As(OH)3-val. Ennek révén a
ligandum szimmetridja csokken (NMR), ami j6 egyezésben van a rontgenszerkezettel: a két lancvégi tiol- és az
egyik hidroxilcsoport kapcsoloédik a fémionhoz. Ezen eredmények alapjan a glutation-S-transzferaz (GST)
fehérjéhez molekularis biologiai uton hozzakotottik a P24 peptidet, ami a két kozeli cisztein révén az As(III) és
toxikus fémionok megkotésére is alkalmas. Ezt a GST-P24 fuzios fehérjét egy GST affinitasoszlopra kotve
bizonyitottuk annak As(II)-koté képességét. Megallapitottuk, hogy a GST-P24 fehérjét termeld
kolibaktériumok ellenalloak az As(Il)-mal szemben, illetve képesek azt magukban felhalmozni.

Vizsgaltuk egy a réz(Il)-cink(Il) szuperoxid dizmutdz (Cu.Zn-SOD) enzim aktiv centrumat jol
modellezé kétmagva imidazolathidas Cu(Il)-Zn(Il) kétmagvi komplexet [Cu(Il)-dietiléntriamin-p-imidazolaté-
cink(I)-trisz(2-aminoetil)amin] és az azt felépitd részrendszereket. Meghataroztuk a képz6dd részecskék
sztochiometriajat, stabilitasat és legvaldszinlibb oldatbeli szerkezetét. Kimutattuk, hogy ph 7-11 k6z6tt dontéen
az imidazolatohidas szerkezetli forma, illetve annak deprotonalt valtozata fordul el6 az Gtkomponensa
rendszerben. A részecske szerkezetét ESR és UV-Vis mérésekkel, oldatbeli 1étét pedig tomegspektrometriai
modszerekkel (MALDI- és ESI-MS) modszerekkel igazoltuk.

A komplexet immobilizaltuk montmorriloniton, illetve szilikagélen hidrogénhid , illetve kovalens
kdlcsonhatasok révén. Vizsgaltuk a szabad és a kiilonbdzoképpen immobilizalt katalizator aktivitasat SOD,
katechol oxidaz és katalaz tesztreakciokban. Megallapitottuk, hogy a komplex SOD aktivitasa kiemelkedd,
jelentds katechol oxidaz aktivitast is mutat, kataldz aktivitasa nulla (ez az enzim szerkezete aktiv centruma
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alapjan értelmezhet6). Megallapitottuk azt is, hogy a hidrogénhidas régzités kozel tizszeres aktivitasnovekedést
mutat a nem immobilizalt komplexhez képest.[szil-5].

11. 3. Interaction of functional model complexes/artificial nucleases with RNA and DNA.
1I. 3. 1. Simple model complexes.

A 1I.1 pontban emlitett peptidek funkcionalizdalasa pozitiv toltésii oldallancokkal (lizin, arginin) a DNS-en valo
megkotodes eldsegitesére. A kétmagvu komplexek kialakitasara alkalmas ligandumok szintézise (2006-2007). E
ligandumok féemkoto, valamint a komplexek hidrolitikus sajatsagainak tanulmanyozasa (2007-2008).

Vizsgaltuk a 1,3,5-trideoxi-1,3,5-trisz(metilamino)-cisz-inositol  (tmci) rézkomplexeit ¢és azok
foszfomonoészteraz aktivitdsat. A pH 8 koriil képzddd kétmagvia Cu,H ;L komplex igen nagy hatékonysaggal
(kozel hat nagysagrenddel) gyorsitja meg a nitrofenil-monofoszfat hidrolizisét. A komplex aktivitasa hasonlo,
mint az eddig legaktivabbnak vélt kétmagva Co(III) és Ln(IIl) komplexeké. Ugyanakkor utdbbiakkal ellentétben
szelektiven képes eldsegiteni foszforsavmonoészterek hidrolizisét, hiszen a foszforsavdiészter bisz-nitrofenil-
foszfat hidrolizisét illetden ~ 2500-szor kisebb aktivitast mutat.

Vizsgaltuk 1,4-bisz[(1,5,9-triazaciklododekan-3-iloxi)metil]benzol (L13) és az  1,3,5-trisz[(1,5,9-
triazaciklododekan-3-iloxi)metil]-benzol (L14) zinc(Il) kompleit s azok RNdaz aktivitdsidt. Fémion felesleg
esetén L13 kétmagvu, mig .14 harommagvi komplexek kialakitasara is alkalmas. Eredményeink szerint .13
kétmagvu cink(Il) komplexe meglepden nagy stabilitassal kotodik két szomszédos guanin bazishoz. Hidrolitikus
hatasa viszont épp két szomszédos guanin bazist tartalmazé szubsztratok esetén (pl. 5°-GpG-3°) a legkisebb. E
szubsztrat hidrolizisét viszont jelentésen elésegiti L14 harommagvu cink komplexe. Ennek magyarazata, hogy
két Zn-makrociklus alegység szelektiven megkdtodik a két szomszédos guanin bazison, igy a harmadik Zn-
makrociklus idedlis pozicidban van a hidrolizis eldsegitéséhez.

A peptidkomplexek DNS-hez valo kotdédésének elésegitésére Lys-tartalmu peptideket (L3, L4 és L7)
allitottunk el6 s igazoltuk ezek Cu(Il)/Zn(II) komplexeinek erés DNS kotését. Bar a vizsgalt komplexek
mindegyike képes a DNS hidrolitikus hasitasat eldsegiteni, csak a ZnL7(OH) komplex mutat kiemelkedd
aktivitast. Viszont a Cu(I)-L3/L4 komplexek H,0, vagy aszkorbinsav jelenlétében mar uM koncentracidban is
elosegitik a DNS oxidativ hasitasat.

A peptid-nitrogének koordinacidjaval jard katalitikus aktivitas csokkenést megelézendd, olyan N-acetil
és C-amid végl peptideket allitottunk eld, ahol a lancban un. téréspontként szerepld prolin talalhato: HPHPH,
vagy a hisztidin aminosavak szamat noveltik HHHHHH. Kétmagvi komplexek képzésére alkalmas hosszabb
(>20 aminosav) peptideket is eldallitottunk. Ezek fémkomplexeinek képzodését, valamint DNS-kotését €s
hidrolitikus aktivitasat vizsgaltuk. A réz(Il)-HHHHHH 1:1 mdlaranyu rendszerben képzddo részecskék a pET4
plazmid DNS hasitasat idézik eld, a hatékonysag azonban a pH novelésével csokken, ami alatdmasztja, hogy pH
8 koriil mar amid-nitrogénekkel koordinalt fémion talalhaté az oldatban, aminek katalitikus hatdsa joval kisebb,
mint a CuL részecskéé.

Tapasztalatainkat ismeretterjeszto kozleményben is kdzzétettik.

11 3. 2. Design and preparation of artificial nucleases.

Az ebben a pontban ismertetett munka szorosan fiigg a hidrolitikus modellkomplexek kifejlesztésenek
eldrehaladasatol. Ezért elsé lépésben ezen modellkomplexek hidrolitikus hatdsat tanulmdnyozzuk DNS-t
alkalmazva szubsztratként (2006). Ezzel parhuzamosan végezziik a szekvenciaspecifikussdgot biztosito
molekularészlet keresését, tervezését, szintézisét és tanulmanyozasat (2006). A szekvenciaspecifikus mesterseges
apo-enzimek kémiai és biologiai szintézisére - oligonukleotid vagy PNS, NBS ill. nukleinsav-koto fehérje
hordozot alkalmazva - valamint ezek fémion-koté sajatsaganak, katalitikus aktivitisanak és bazissorend
felismerd képességének jellemzésére ezutan keriilhet sor (2007-2008).

A mesterséges metalloenzimek eldéllitasdhoz elsdé 1épésként a molekulafelismerési folyamatok megismerése a
célunk. Ennek érdekében egy, nukleaz hatasu peptidekhez elséként kapcsolni tervezett Adenovirus 5 pVII
fehérje, valamint a nuklearis faktor I kdlcsonhatasat tanulmanyoztuk DNS-sel. Ezutan néhany peptid, pl. HPHH,
HPHPH, P20 ¢és P24 peptidek génjeit molekularis biologiai modszerekkel a human adenovirus 5 DNS-ét kot
fehérjékhez csatoltuk. E fehérjéket sikeriilt kismennyiségben kifejezni, és a tisztitast optimalizalni. Kimutattuk,
hogy a fehérjék megtartottak specifikus DNS koto képességiiket.

Korabbi vizsgalataink szerint a peptidek bioldgiai mddszerekkel torténd eldallitasara hasznalt GST
fazids fehérje gatolja a katalitikus funkciét. Ujabb kisérleteink soran egy nagyobb peptidet, a Colicin E7 nukleaz
HNH motivumat (kb. 5 kDa) probaltuk eldallitani. E 42 taga peptid eldallitdsasa soran felmeriilt nehézségek
miatt azonban az ubikvitinnel (kb. 10 kDa) fuzionalt valtozatat allitottuk elé. A rekombinans Ub-HNH fehérjét
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E.coli baktériumboél sikeriilt nagy mennyiségben kifejezniink. A fehérje tisztitasara eljarast dolgoztunk ki,
amellyel tovabbi vizsgalatokra is alkalmas tisztasagi fehérjeoldatot kaptunk. CD spektroszkopiai majd
tomegspektrometrias modszerrel is sikeriilt kolcsonhatast kimutatni a cink(II)ionokkal, a DNS-ko6té és
hidrolitikus kisérletekben ez a fehérje nem bizonyult aktivnak. Tovabbi kisérleteink soran ezért megprobaltunk
egy olyan eljarast kidolgozni, melyben a rekombinans Ub-HNH fehérjét E.coli baktériumban nagy
mennyiségben fejezziik ki, parhuzamosan egy olyan protedz enzimmel, megy in vivo lehasitja az ubikvitin részt
a termelddott fehérjérdl. E kisérletekben azonban csak az ubikvitint sikertilt eléallitanunk, ami megerdsitette azt
a feltevést, hogy a kisméretii HNH peptidet maga a baktérium bontja le. igy arra kényszeriiltiink, hogy az Ub-
HNH fehérjét és a protedzt kiilon-kiilon kifejezve, tisztitds utan a sejten kiviil végezziik el a proteolitikus
hasitast. Ezzel a moddszerrel sikeresen eldallitottuk magat a HNH fehérjét, melyet szintén SRCD és
tomegspektrometrias vizsgalatoknak vetettiink ald. A cink(I[)kdtés igazolasa utdn fluorimetrias, valamint gél-
shift és nukleaz tesztekben vizsgaltuk hatdsat a DNS-re. Eredményeink azonban negativnak bizonyultak. Hogy a
HNH peptid, bar a megfelelé szerkezetet mutatja, mégsem miikodokeépes, valosziniileg annak tudhato be, hogy
nem kot a DNS-hez. Ezért eldallitottuk a HNH motivumot a C-terminalis részén tartalmazd ColE7 nukleaz
domén 6 kiillonb6zé mutans valtozatat, melyek részben vagy egészben tartalmaztdk magat a nemspecifikus
DNS-kétohelyet is. Azonban csak a teljes méretii doménnel sikeriilt nukleaz aktivitast kimutatni. Mivel az egyik
mutans egyetlen aminosav cseréjével késziilt a fehérje N-terminalis részen, arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy ezen aminosav megléte esszencialis az enzim miikodése szempontjabol, és egyben allosztérikus kontrollt is
jelent. E lehetdséget tervezziik a tovabbiakban egy biztonsagos, biotechnologiai vagy terapids célokra is
hasznalhaté mesterséges nukleaz megtervezéséhez, mely barmilyen részleges proteolizis hatasara elvesziti
aktivitasat, igy varhatoan nem lesz képes nemspecifikus hasitdsok révén a sejtet elpusztitani.

Osszefoglaltuk a mesterséges kimer metalloenzimek irodalmat.

E témakorhoz kapcsolddva létrehoztunk egy, az emberi metallotionein-3 fehérjét kddolod plazmidot.
Ezzel a plazmiddal sikeresen transzformaltunk E.coli baktériumokat. A fehérjekifejezés koriilményeinek
optimalizalasa hosszadalmas folyamat, mely még nem fejezddott be.

Expected outcomes

Bar a bevezetében emlitett okok miatt elképzeléseinket modositanunk kellett, alapvetéen megvalosult
elképzelésiink, és sikeriilt elmozdulasunk a kismolekuldju modellrendszerek vizsgalatatol a valos rendszereket
jobban kozelit6 a biologiai kémia nézépontjanak jobban megfeleld és a molekularis biologia eszkozrendszerét is
alkalmaz¢ vizsgalatok iranyaba.

Ennek érdekében a Szegedi Biologiai Kutatokoézpont munkatarsaival és kiilfoldi kooperacios partnerekkel
erositettiik kapcsolatainkat és hazai segitséggel egy minimalis munkak végzésére alkalmas molekularis biologiai
laboratériumot alakitottunk ki. Fiatal kollegaink is jelentds mértékben részesiiltek ilyen iranyt hazai és kiilfoldi
képzésben, szakmai latokoriik jelentésen boviilt, amit mi sem bizonyit jobban, mint hogy az MTA
Kutatocsoportban valé allasuk elvesztése utan harman is ilyen jellegli hazai, illetve kiilfoldi allasban helyezkedtek
el vagy nyertek el 6sztondijat.

A projekt eredményeit, amint azt a mellékelt lista is mutatja 5 PhD értekezésben, 47 kozleményben
foglaltuk 6ssze, ezek Osszesitett hatastényezdje 124.141 és 27 eldadast mutattunk be hazai, illetve nemzetkozi
konferencian. A munkakba nagy szamban kapcsolodtak be fiatalok: a kozépiskolas tehetség-gondozas keretén
beliil két fiatal dolgozott csoportunkban 1 hénapon at, akik munkajukkal 2006-ban 2 dijat nyertek. Egyetemi
hallhatoink 5 palyamunkat mutattak be Orszagos Tudoményos Diakkdri Konferencidkon és ezeken 3 dijat
nyertek.

Szeged, 2010. januar 23.

Dr. Kiss Tamas
témavezeto

C. Research plan Page 8.



