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A CUER FEMSZABALYZO FEHERJEK
FEMKOTO-DOMENJET UTANZO
PEPTIDEK KOLCSONHATASA
ATMENETIFEM-IONOKKAL

Janesé Attila, V2 Szokolai Hajnalka,' Szunyogh Ddniel,* Gyuresik Béla,'s > Balogh
Ria,1 Hemmingsen Lars? Stachura Monika,* Thulstrup Peter Waaben, Larsen
Flemming Hoffimann,? Christensen Niels Joban’

I. BEVEZETES, A MUNKA IRODALMI HATTERE ES CELJA

A fémionok egy jelentds része szerepet jitszik az élé szervezetekben
lejitsz6dé szdmos biokémiai folyamatban, illetve befolydsolja ezek vég-
bemenetelét. Az emlitert fémionok egy része kulcsfontossﬁg(x az él6
szervezetek szamadra, mig mdsok kevésbé fontosak, vagy adott esetben
toxikusak. A sejtek szimdra tehdt alapvetd jelent8ségli a fémionok kozel
dllandé szintjének biztositdsa, illetve olyan védekezé mechanizmusok
mitkddtetése, melyek a toxikus fémionok drcalmatlanitdsiére feleldsek.
Ezek a feladatok és funkcidk a rendkiviil sszetett fémion-homeosztizis
révén valésulnak meg. A fémion-homeosztazis a hozzaférhetd optim;ilis
fémion-koncentricié biztositdsit jelenti mindazon szabilyzé, szdllitdsi,
aralakicdsi és raroldst folyamatotok eg)’ensfllyban tartasaval, amel)’ek
lehet8vé teszik, hogy a megfelel8 fémion a megfelel8 idében a megte-
lelé helyre keriiljon. (MA Zhen, JACOBSEN Faith E., GIEDROC David
R: Metal Transporters and Metal Sensors: How Coordination Chemistry Controls
Bacterial Metal Homeostasis, Chemical Reviews, 2009, 109, 46-{-4-4681.)
A baktériumok fémion-homeosztizisiban kulesszerepet jitszé fém-
ton-érzékeld fehérjék, an. tmnszkripciés faktorok reag;ﬂnak egy adott
fémion koncentriciéjdnak mcg\'ﬁltozﬁséra. Ezek a molekuldk a kérdéses
fémion optimilis szintjének biztositisiban résztvevd fehérjék képzs-
désére harnak 01)' médon, hogy aktiviljik vagy gdroljik az emlitete
fehérjéker kédolé gének drirdsic (transzkripcio’jﬁt). Az Gn. fémsza-
bilyzé fehérjéknek hirom fontosabb miikédési mechanizmusa ismert

(koreprcsszié. clerepresszié és aktivécié), melyek koéziil az akriviciés

U MTA-SZTE Bioszervetlen Kémiai Kutatécsoport

SQ‘grdi Tudouldlqug\'rlml

University of Copenhagen, Ddnia
+ CERN, Genf, Svdje
Technical University of Denmark, Dinia

o

15 EVES A BOLYAI JANOS KUTATASI OSZTONDI]




tipusban a fémszabilyzé fehérje dllandéan kétddik a DNS egy adott
szakaszdhoz. A megfelel§ fémion koordindciéja a DNS-hez kétsee
fehérjéhez a DNS konformiciéjinak torzuldsic eredményezi, amely
leherévé teszi az RNS-polimerdz enzim kapcsoléddsdc a DNS-hez
és a genetikai kéd drirdsdnak (transzkripeié) meginduldsic. (BROWN
Nigel L., STOYANOV Jivko V., KIDD Stephen P, HOBMAN Jon L.: The
MerR Family of Transcriptional Regulators, FEMS Microbiology Reviews,
2003, 27, 145-163.) Ez leggyakrabban a fémion-effluxban résztvevd
fehérjék termel8déséhez vezer. A fémszabilyzé fehérjék MerR csaldd-
jaba tartozé molekuldk is ilyen mechanizmus szerint mdkédnek, és
ebben alapveté fontossigd a fehérjék C-termindlis végéhez kozel esd
rovid fémksed hurok, mel)' Iegal;ibb két cisztein egységert tartalmaz.
(CHANGELA Anita, CHEN Kui, XUE Yi, HOLSCHEN Jackie, OUTTEN
Caryn E., O'HALLORAN Thomas V., MONDRAGON Alfonso: Molecular
Basis of Metal-Ion Selectivity and Zeptomolar Sensitivity by CueR, Science, 2003,
301, 1383-1387.) A fémkoed hurok szekvencidja és szerkezete Ién)re-
ges a fémion-felismerés szempomjébél, de hogy az egyes molekulik
szelekeiv vilasza bizonyos fémionokra hog)';m is valésul meg, méig
nem teljesen tisztdzotr. A csoportunk érdeklédésének kézéppontja’-
ban illé CueR réz-efflux regulétor fehél‘je jelent8s szelekeivitdssal ad
transzkripciés valaszt réz (I)—, eziist(I)- és arany (I)ionokra, de inakeiv
pl. higany(H)— vagy cink(H)ionok jelenlécében. (CHANGELA, 2003,
1383.) A dimer szerkezeti molekula fémksté szakaszinak kéc végén
elhelyezkedd ciszteinek linedris koordindciés médba kényszeritik a
kotédé fémiont, de emellett tovibbi feltételezect hidrogén-hidas és
té')ltéskompenzéciés kélesonhatdsok is hozzdjirulhatnak az egyérték(j
Fémionok kivilasztisihoz. (CHANGELA, 2003, 1383.)

Kutardsaink egyik £8 célja annak megértése, hogy milyen médon
befol)'ésolja a fémion-koordinicié a szabélyzési fol)'amat beinduli-
sdt. Vajon a kiilénb6z8 fémionok eltéré affinitdsa a fémkscd-helyhez,
illetve a megkdroer fémionok potencidlisan kiilénbz8 koordindcids
ki)'rn)'ezete/geometriéja hozzéjérul—e kozvetleniil a fémionok meg-
kiilldnboztetéséhez, vagy a szelekcid kizdrélag a fehérje konformdcié

meg eleld nmgvéltozﬁsénak k'(')vetkezménye?

2. VIZSGALATI MODSZEREK
A kurtatdsaink kézéppontjﬁban illé CueR fehérjék fémion-koordindcids
tulajdonsigainak jobb megértéséhez el8illitoccuk kiilénbszé tipust

bakteriilis CueR fehérjé¢k fémkaocs oligopep[id szakaszaic, illetve
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azok varidnsait (I. ébra), majd a \'c‘g)'i’lletek kolesonhatdsac elsésorban
kéréreékd fémionokkal (cink(II), kadmium (II), higany(II)), illetve
eziist(I)ionnal tanulmdnyoztuk. A nativ fehérjékre jellemzd szekven-
cidk médositisaival a pepridek flexibilitdsit igyekeztiink befolydsolni,
illetve olyan aminosav cserékert lmjtottunk végre, melyek a pep[ideke[
egyéb MerR fehérjék fémkstd szakaszaihoz teszik hasonlatossd, ami
természetesen megviltoztathatja a molekuldk fémion-koordindciés
sajdtsdgait is. A fémionokkal térténd kélesonhatds vizsgilacihoz
pH-potenciometrids titrdlisokat, UV-, SRCD- (szinkrotron-radidcids
cirkuldris dikroizmus), IH-NMR-, és PErturb;ilt y-y szégkorreléciés
(PAC) spektroszképiai, valamint témegspektrometriai médszerekert

(ESI-MS) alkalmaztunk.

ACPGDDSADCPI E. coli CueR
SCPGDQGSDCPI (PP) V. cholerae CueR
SCPGDQGSDCSI (PS)

SCHGDQGSDCSI (HS) p~ médositott szekvenciak
SCHGDQGSDCPI *

OH
[ o) o) " s 0 Ll m o)

OH,CO—NH N-NH =N NN N —NH N eNE SN —NR =N SN e,
o I 0 6 o ! & & o &

SsH l SOH SSH (CH,
HN"S0 CHs

V. cholerae CueR: Ac-Ser-Cys-Pro-Gly-Asp-GIn-Gly-Ser-Asp-Cys-Pro-lle-NH, (PP)

1. dbra: CucR fehérjck fémion-ksts
3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK szakaszai, valamint az elédllitort
PH—POtCnCiOInEU‘iéS ticraldsok (cmk(H)— és kadmium (H) iODOk) ,  oligopeptidek aminosav-szckvencidi, és
valamint ligandum-kompeticids vizsgilatok (higany(Il)ion) gy kivilaszror ligandum sematikus
segitségével meghatdrozeuk hirom oligopeptid (PP PS, HS)  szerkezete. (*4 megjelélt ligandumer
fémionokhoz valé affinitdsit, és jellemeztiik a részecskék — mg nem dllivornuk cls.)
specidciéjit pH~2—11 tartomdnyban. (JANCSO Actila, SZU-
NYOGH Déniel, LARSEN Flemming Hoffmann, THULSTRUP
Peter Waaben, CHRISTENSEN Niels Johan, GYURCSIK Béla,
HEMMINGSEN Lars: Towards the Role of Metal Ions in the Structural
Variability of Proteins: Cd!l Speciation of a Metal Ion Binding Loop Motif,
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Metallomics, 2011, 3, 1331-1339.; JANCSO Attila, GYURCSIK
Béla, MESTERHAZY Edit, BERKECZ Rébert: Competition of Zinc(II)
with Cadmium(II) or Mercury(II) in Binding to a 1 2-mer Peptide, Jour-
nal of Inorganic Biochemistry, 2013, 126, 96-103.)

Az 1. téblizat a vizsgdlt peptidek cink (II)- és kadmium (II)-
affinitdsdt jellemzd litszdlagos stabilitdsi dllandékat (ng“PP>
foglalja &ssze két kiilonbozé pH-n (M2+: fémion, L: ligandum):

- lg 2[1\/‘[2+]k6t6n
o [NI o ]sznbnd x Z[L]sznbnd

lgK

Mindhdrom lignndum a kér cisztein aminosav mellett potenci;ﬂis fém-
kotd-helyként kéc aszparaginsavat tartalmaz. A PS peptidben a PP
ligandum egyik Prolinjﬁt szerinre cserélciik, mig a HS-ben a misik
prolin is hidnyzik, helyette egy hisztidint épitettiink be, amely ugyan-
csak szerepet jatszhat a fémionok koordin;iciéjéban. A hirom 1ig;mdum
szekvencidjinak kiilﬁnbézc’iségc ellenére a pH—potenciometriés Vizs-
gilatokkal meghatdrozott stabilitdsi dllanddk a pepridek rendkiviil
hasonlé affinitdsit mutatjdk mind kadmium (IT)-, mind cink (II)ion-
hoz. Ez arra utal, hogy a fémionok koordindciéjiban meghatirozé
szerepe van a cisztein cgységcknck, amelyhez képest a tobbi potenci:ﬂis
donoresoport hatdsa vagy nem tdl jelents, vagy mindhdrom ligandum .
esetében hasonlé mértékben jdrulnak hozzi a komplcxck stabilita-
sdhoz. Csak a cink(II) — HS rendszerben figyelheté meg egy kis-
méreékd stabilicds-novekedés a mdsik kée (hisztidint nem tartalmazd)
ligandumhoz képcst. amely cg)’értelmﬁen arra utal, hogy a hisztidin
nagyobb szerepet jﬁtszik a cix1k(1])i011 megkétésében, oOsszevetve a

kadmium (II) tonnal.

I. tabldzat: A kulénbozé Peptidek affinitdsa kndmium(H)— és
cink(l])ionokhoz. (\r“\:‘ =0,00Il M, I=0,1 M NaCIO4, ng

adott pH-ra szdmolt ldtszélagos stabilitdsi dllanddk logaritmusa)

‘]PP: az

Peptid Cd2+, lg K“PP Zn?Tt, Ig K*‘PP Javasolt koordindciés méd
PH:7 pH=S pH=7 PH=S
PP 8,27 10,09 6,48 3,29 2XS§7,C007,(H,0,C007)
PS 8,24 10,08 6,53 8,39 2XS§7,C007,(H,0,CO007)
HS 8,26 10,11 7,02 9,06 2XS87,N;,,,(COO~H,0)
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Az azonos ligandumok cink(II)- és kadmium (II) komplexeinek
stabilitdsa kozoeo kiilonbség a kadmium(II) szoftabb karakreré-
vel és a tiolitcsoporthoz vald erdsebb affinitdsdval magyardzhatd.
A higany (IT)ionokat mindhirom Pcptid olyan erdsséggel koordinilja,
hogy mar egészen savas oldatban is (pH << 2)a fémionok teljes
mennyisége koroee dllapotban van. A PS ligandum Hg (IT)-kdtésére
vonatkozdan pH = 2-nél jodidionok segitségével kompe[fciés vizsgi-

latok révén ugyancsak meghatdroztunk litszélagos stabilitdsi dllandér:

[ HgP$S ]
[Hg2+] szabad X [PS] szabad

gK " =1g = 25,73

’

Az cg)’enletben [HgPS]a fémionhoz kétore, mig [PS],.pad 2 nemkdérote
ligandum koncentricidjdr jelsli fiiggetleniil annak protonilesigi dlla-
Pot;itc')l. Az igy meghatdrozotr érték tébb, mint 28 nagys;igrenddel
nagyobb, mint amit a kaclmium(ll)—PS rendszerben azonos pH-ra
extrapolélhatunk. Ez a ligandum rendkiviil nagy szelektivitdsic tiikrozi

a ]1igan)'(H) irényébanA

mCd(ll):PP=1:1
1.0 4 A
ACd(l):PP=05:1 A A
AA
0.8 - ocCd(i):PP=0:1
A m m ©®
= ol o ©

. |

0.6 A (@]
A
< | A le)
0.4 A
2. dbra: A kadminum(II) — PP
A o) y
0.2 - o rendszerben A = 245 nm-cn
A - O mért abszorbancidk viltozdsa
AB ¥ o) e} o O a pH fiiggvénycben, kiilsnbszs

0.0 T T T T T )

2.7 4.2 5.7 7.2 8.7 10.2 Sfémion-ligandum ardny csetén

pH (epp=1X 107+ M).

A tanulm;in)'ozott rendszerekben képzc’Sd6 dominins komple.\'ckbcn 4
fémionok koordindciés médjira tobbféle szerkezetvizsgdlé médszer
alkalmazdsa révén tecciink javaslacoc (1. tdblizac). UV-ticrdldsokkal
koverciik a fémion-tioldt tdleésicviteli sivok kialakuldsie, mell)'el a
koordinilédé tiolétcsoportok szamdra, és bizon)'os esetekben bisz-
komple.\'ck képzc’Sdésére is n)'ertﬁnk informéciét. Ennek megfelel'o’en

a k;idnlliLlln(II)—PP 1:1 &sszetételd rendszerben ~6-o0s pH—t elérve

I
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{ZX S_Cysl NHis'COO—Asp}

- «/

3. dbra: A kadminvm(II) — HS
rendszerben kipzsds két jellemzd
torgskomplex molekula modellezéssel
generdlt feltételezett szerkezete (CdL —
balra és CAL, — jobbra).

4. dabra: A PP peptid és a kiilonbszd
asszetételit Ag(I) « PP rendszerck
ligandum anyagmennyisigre normdlt
titrdldsi gorbéi (cpp = 0,001 M, I

=0, M 1\"1CIO+, T = 298 K).

a ligandum mindkéc ciszteinje koordindlédik a fémionhoz (2. dbra),
ligandum felesleg jelenlétében pedig a pH ~ 7,2 — 8,6 kozote meg-
figyelheté abszorbancia névekedés a bisz-komplex(ek) képzddéséc
eredményez8 tovibbi kadmium (IT)-tioldc kotések lécrejoeeée jelzi,
TH-NMR mérésekkel tovabbi donorcsoportok, igy a His és Asp egysé-
gek koordindcidjdt (l;iscl 3. ébra) is tudeuk igazolni. Perturbélt gamma-
gamma s_zégkorreléciés mérésekkel (199mHg PAC) pedig a higany(ll)
komplexek ditioldt tipust {Hgsz} kétésmédjét bizonyftottuk.

Legﬁjabb vizsgélataink az egyértékii eziist(l)ionnal meglepc'S, nem
vart eredményekhez vezettek. Azt tapaszcaltuk, hogy a fémion és a
ligandum ekvimoldris rendszerében ~ 6-os pH-ig a ligandum egyik
tiolcsoportja még protonélt formdban van, és a deprotonélédés csak
pH ~ 8-ra megy végbe. Az Ag(I) — PP I:1 Ssszetéreli minta normilt
ticraldst gérbéjén a3-4 ekvivalensnyi mér(’ioldat—fogyés tartoményéban

megjelenéi lépcsc'S felel meg az emlitett deprotonélédési folyamatnak

11 -
--PP
10 1 - Ag():PP=0,5:1
9 4 —Ag(l):PP=1:1
8
- 7
=%
6
5
a
3
2 T T T T T T

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7
Angy-/ npp
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(4. dbra). Mindez jelentds eltérés a kécéreékd fémionokhoz képest,
mcl)'eknél pH 6 kornyékén mdr a ligandum &sszes potenci;ﬂis donor-

csoportja disszocidlt.

A fehérje fémion-szelektiv viselkedésének jobb megértéséhez a nativ
E. coli CueR fehérje molekuldris bioldgiai médszerekkel t6reéné el 8-
illftdsdn és tisztitdsdn dolgozunk. Eldvizsgdlataink sorin ESI-MS
témegspektrometriés mérésekkel igazoltuk a CueR fehérje eléallica-
sanak sikerességét, azonban a tisztitdsi folyamatéban komoly feladat-
nak fgérkezik a molekula elvilasztdsa a termeltetéshez hasznalt E.coli

> ”

gazda-bakcérium egy sajic fehérjéjéedl.

A fehérje elSallitisa utdn 1ehetc'iségiink lesz a makromolekula, illetve a
fehél‘je fémionkotd oligopeptid fragmensének fémion-kotd sajdrsdgait
dsszehasonlitani eltérd tipusfx fémionokat alkalmazva, amelynek révén
kozelebb juthatunk a CueR fémion-szelektiv mikddésének molekuldris

szintl megértéséhez.
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