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Rövidítések 

CD: Cirkuláris dikroizmus  

EMSA: (Electrophoretic Mobility Shift Assay) gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálat 

MS: Tömegspektrometria 

ESI: Elektrospray ionizáció, lágy ionizációs technika tömegspektrometriában 

HPLC: Nagy teljesítményű folyadékkromatográfia 

NMR: Magmágneses magrezonancia spektroszkópia 

ITC: Izotermális titrálásos kalorimetria 

bp: DNS bázispár 

Da: Atomi tömegegység 

ATCUN: Amino terminális Cu(II) és Ni(II) megkötésére képes tripeptid 

GGH: GlyGlyHis, Glicil-glicil-hisztidin tripeptid 

KQ: Ac-Lys-His-Pro-His-Pro-His-Gln-NH2 heptapeptid 

HSA, BSA, RSA: humán, szarvasmarha és patkány szérum albumin 

H2A: Egyike az eukariótákban előforduló hisztonfehérjéknek 

HP2: Humán protamin 2, az örökítő anyag védelmét szolgáló fehérje 

CP1: Konszenzus peptid 1, modell cinkujj motívum. 

1MEY: DNS és az azt specifikusan felismerő cinkujj fehérje kristályszerkezetének PDB 
kódja, a dolgozatban csak a cinkujj fehérje értendő alatta [1] 

1MEY#: Kutatócsoportunk által módosított 1MEY fehérje 

TFIIIA, Sp1, MTF1, WT1, Zif268, EGR1, YY1, Rad87: különböző cinkujj fehérjék 

ColE7: A kolicin E7, Eschericia coli baktériumban termelődő nemspecifikus endonukleáz 

NColE7: A kolicin E7 nukleáz doménja 

FokI, BamHI, NheI, NcoI, EcoRI, HindIII, NdeI, XhoI: restrikciós endonukleázok 

MMPP: Magnézium-monoperoxiftalát 

SDS: Nátrium-dodecil-szulfát 

EDTA: Etilén-diamin-tetraecetsav, illetve annak dinátrium sója 

EGTA: Etilén-glikol-tetraecetsav 

DTT: Ditio-treitol 

TCEP: Trisz(2-karboxietil)-foszfin redukálószer 

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin 

APS: Ammónium-peroxo-diszulfát 

dI-dC: poli-dezoxiinozin-dezoxicitidin sav 

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etánszulfonsav 

Tris: Trisz(hidroximetil)-aminometán 

MOPS: 3-morfolino-1-propánszulfonsav 

ABC: Ammónium-hidrogén-karbonát 

Tricin: N- (2-hidroxi-1,1-bisz (hidroxi-metil) -etil) -glicin 

PCR: Polimeráz láncreakció - eljárás DNS exponenciális sokszorosításra in vitro 
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BeStSel: Fehérje másodlagos szerkezetet CD spektrum alapján becslő program [2] 

ImageJ: Képfeldolgozó program [3] 

PSEQUAD: Stabilitási állandók, moláris spektrumok számolására, titrálási görbék 
szimulálására alkalmas program [4] 

PDB: „Protein Data Bank” fehérjék térszerkezeteit tartalmazó online adatbázis 

UGENE: DNS és fehérjeszekvenciák vizsgálatára, szerkesztésére alkalmas program [5] 

pET21a, pGEX-6P-1, pETM11, pUC19: bakteriális eredetű cirkuláris DNS hordozók 
(plazmid) 

DH5α, BL21: E. coli baktériumtörzsek 

Ni-NTA: Ni(II)-nitrilotriacetát agaróz gyöngyökön immobilizálva 

SUMO: (Small ubiquitin-like modifier) ubiquitin-szerű poszttranszlációs fehérjetoldalék 

ULP1: SUMO toldalékot specifikusan a fehérjéről lehasító proteáz 

PAR: 4-(2-piridilazo)rezorcin, kromogén kelátor kétértékű fémionok tanulmányozására 

FluoZin-3: Na;2-[2-[2-[2-[bisz(karboxil metil)amino]-5-metoxi-fenoxi]etoxi]-4-(2,7-
difluor-3-oxido-6-oxo-4a,9a-dihidroxantén-9-il)anilino]acetát, Zn(II)-szelektív 
fluoreszcens indikátor 

 

 

 



6 

 

1 Bevezetés 

Az élő szervezetek működésében meghatározó szerepet töltenek be a fémionok például 

a vázképzésben, információátvitelben, enzimatikus folyamatokban, elektrontranszportban. A 

cink az egyik legnagyobb mennyiségben jelenlévő esszenciális nyomelem, egy átlagos 

felnőtt szervezetében 2-3 g található [6]. A Zn(II) telített d alhéjának köszönhetően nem 

jelentkezik ligandumtér stabilizációs energia, így változatos koordinációs számú és 

geometriájú komplexeket képez. Átmeneti hard-soft tulajdonsága révén kén- (cisztein) 

oxigén- (glutamát, aszpartát) illetve nitrogén-donor (hisztidin) ligandumokkal is 

kölcsönhathat [7]. Ezek alapján nem meglepő, hogy bioinformatikai kutatások szerint a 

humán genom ~10%-a kódol Zn(II)-kötő fehérjéket [8-9]. Ezek a fehérjék főként szerkezeti 

vagy katalitikus cink-kötőhellyel rendelkeznek [10], habár akadnak további kategóriák is a 

szakirodalomban pl.: szenzor, transzporter, inhibitor [7,11]. 

Egy katalitikus cink-kötőhely (ld. 2.3 fejezet) esetén a koordinációs szám 4-6 között 

változhat, és hard donoratomokat tartalmazó ligandumokkal alakulhat ki, ahol a kötések 

megnyúltak, a molekuladinamikai programokkal és adatbázisok alapján jósoltakhoz képest 

[12-13]. Arra, hogy a komplex enzimatikus folyamat katalizátora lehessen a Zn(II)-

vegyületekre jellemző gyors ligandumcsere reakciók adnak lehetőséget. Továbbá a Zn(II) 

erős Lewis sav, és redoxi szempontból inert, ami lehetővé teszi, hogy nukleofil hidroxido 

részecskét generáljon, amennyiben a fehérje donorcsoportjain felül koordinálódott víz is 

jelen van [14]. A Lewis savasságot fokozza, hogy a koordinálódó ligandumok legtöbb 

esetben imidazol nitrogének, így a központi fémion pozitív töltése, csak kis mértékben 

árnyékolódik [15]. 

A szerkezeti cink-kötőhelyek esetében (ld. 2.1 fejezet) a kötéshosszak megegyeznek 

az elméleti értékekkel és a tetraéderes geometria a kedvezményezett. Ez azzal magyarázható, 

hogy az ilyen kötőhelyek minimum két ciszteint tartalmaznak, amelyek negatív töltésük 

révén csökkentik a komplex nettó töltését, valamint a Zn(II) savasságát. Egyes magyarázatok 

szerint a kisebb kötéshosszak és a ciszteinek oldalláncainak sztérikus hatása is szerepet 

játszik abban, hogy nem képes az ötödik ligandum bekötődni a fémion koordinációs 

szférájába, ezzel gátolva az esetleges vízbelépések okozta katalitikus aktivitást [15]. Cisztein 

mellett az ilyen komplexekben hisztidinek fordulhatnak elő az alábbi összetételekben: Cys4, 

Cys3His, Cys2His2 [7]. Többek között a cinkujj fehérjék is ebbe a csoportba sorolhatók, 

amelyek napjainkban is fontos kutatási területet képeznek [16-20]. 
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A szervezetben számos egyéb endogén és exogén fémion is kölcsönhathat Zn(II)-

kötő fehérjékkel. Ezek a kölcsönhatások csökkenthetik, megszüntethetik, vagy akár 

módosíthatják a fehérjék eredeti funkcióját, így bármilyen újonnan előállított fémtartalmú 

fehérje esetében fontos lehet tanulmányozni a kompetíciós reakciókat is [21]. 
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2 Irodalmi áttekintés 

2.1 Cinkujj fehérjék 

A cinkujj fehérjék alkotják a specifikus DNS-felismerő fehérjék legnépesebb 

családját [22]. Ezek voltak az első olyan fehérjék, amelyek alkalmasak lehetnek a DNS 

felismerő domén szerepére egy mesterséges metallonukleázban. 1985-ben Aaron Klug 

kutatócsoportjában azonosították Cys2His2 típusukat afrikai karmosbékákban. Ezt követően 

számos élő szervezetben igazolták jelenlétüket (kétéltűek, hüllők, emlősök), a jelenlegi 

becslések alapján a humán genom által kódolt fehérjék 1-3%-át teszik ki [23-26]. 

Transzkripciós aktivátorokként funkcionálnak, azaz az RNS molekulák átíródásán keresztül 

fehérjék kifejeződését szabályozzák a sejtekben, úgy, hogy adott kódoló DNS szekvenciák 

előtt elhelyezkedő ún. promóter régiókhoz kötődnek. Biotechnológiai jelentőségüket az adja, 

hogy egy cinkujj motívum/egység három nukleobázist ismer fel, de több egység is 

összekapcsolható, azaz a specifitás többszörösére növelhető. Az első mesterséges cinkujj 

nukleázban három cinkujj motívumot kapcsoltak össze, a DNS hasításért pedig a FokI 

nukleáz domén volt felelős [27]. A későbbiekben számos ilyen típusú nukleázzal végeztek 

génmódosítási kísérleteket [28-34]. 

Több eltérő szerkezeti felépítésű cinkujj fehérjét azonosítottak az elmúlt 

évtizedekben, melyek az élő szervezetekben változatos feladatokban vehetnek részt: 

transzkripció, transzláció, hibajavítás, anyagcsere, ingerületgenerálás, sejtosztódás, 

valamint sejthalál, így nem csupán DNS-sel, de más fehérjékkel és kismolekulákkal is 

kölcsönhatnak [35-36]. Közös jellemzőjük, hogy a tetraéderes geometriában koordinálódó 

Zn(II) és az aromás oldalláncok által alkotott hidrofób mag szerkezetstabilizáló szerepet tölt 

be [37‑44]. 

2.1.1 Cinkujj motívumok jellemzése 

A cinkujj fehérjék csoportosíthatók funkciójuk, a cink-kötő egységek másodlagos 

szerkezete és a cinkhez koordinálódó ligandumok alapján [35,45]. Utóbbi esetben 

megkülönböztetünk Cys2His2, Cys3His, illetve Cys4 típusokat [21,44,46]. Mivel kutatásaim 

során a klasszikus Cys2His2 típusú cinkujj fehérjékkel dolgoztam, így a továbbiakban csak 

ezek szakirodalmára fokuszálok. 

A Cys2His2 motívumok transzkripciós aktivátor és DNS-kötő fehérjékben fordulnak 

elő a fejlett eukarióta szervezetekben: Krüppel-szerű faktorok, Specifikus fehérje 1 (Sp1), 

KRAB, SCAN, BTB [47-48]. Felfedezésük óta nagy figyelem övezi őket, mivel nemcsak 
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specifikusan képesek nukleinsav bázishármasok felismerésére, de több egység egymás után 

kapcsolása is lehetséges, amivel a DNS-felismerő specifitás tovább fokozható. Egy Cys2His2 

monomer általános aminosav szekvenciája: X-Cys-X2/4-Cys-X3-Phe-X5-Leu-X2-His-X3/5-

His, ahol X bármilyen aminosav lehet. A monomer egységek átlagosan 25 aminosav 

hosszúságúak, amelyeket 5 aminosavból álló linkerek kapcsolnak össze [49-50]. Az ujjszerű 

szerkezet a két antiparallel β-redő ciszteinjeihez és az α-hélix két hisztidinjéhez 

koordinálódó Zn(II) hatására jön létre (1. ábra a,) [51-52], a szerkezetet az aromás 

oldalláncok által alkotott hidrofób mag, pedig tovább stabilizálja [53]. Egy ekvivalens Zn(II) 

bekötődését megelőzően a fehérje rendezetlen szerkezetet mutat, amint azt cirkuláris 

dikroizmus (CD) és mágneses magrezonancia spektroszkópiás (NMR) mérések igazolták 

[43,54].  

2.1.2 Cinkujj fehérjék DNS felismerése 

A Cys2His2 motívumon alapuló cinkujj fehérjék Zn(II)-komplex formában képesek 

specifikusan felismerni DNS célszekvenciákat. Ennek mechanizmusát a ZIF268 cinkujj 

fehérje-DNS komplex kristályszerkezetének tanulmányozásával sikerült felderíteni [56]. A 

cinkujj motívumok három egymással szomszédos nukleobázissal alakítanak ki kölcsönhatást 

a DNS nagyárkában hidrogénkötések segítségével. A folyamat befolyásolja a DNS 

másodlagos szerkezetét, a helikális csavarodás mértéke csökken. Ha több cinkujj motívum 

kapcsolódik össze, akkor a második cinkujj alegység a soron következő bázishármast ismeri 

fel 3’→5’ irányban (1. ábra b,). 

 
1. ábra: a, Cys2His2 cinkujj motívum szerkezete. A Zn(II) kék, a két antiparallel β-redő és az α-hélix kék, a 
Zn(II) koordinált tiolátcsoportok sárgák, az imidazol nitrogének sötétkékek. A szintén szerkezetet stabilizáló 
fenil-alanin és leucin aminosavak oldalláncai szürke színűek (PDB: 1MEY második cinkujj alegysége 
PyMOL programban ábrázolva [55]); b, A cinkujj fehérje-DNS kölcsönhatások sematikus ábrázolása az 
1MEY cinkujj esetén. 1MEY cinkujj fehérje specifikus DNS célszekvenciája 5’‑GAGGCAGAA‑3’ (zöld). 

A szekvencia-specifikus kötődésért az α-hélix kezdetétől számított −1, 3. és 6. 

aminosavak felelősek. Emellett a fehérjében az α-hélix kezdetétől számított második 
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aminosav kölcsönhatásba lép a komplementer DNS szál negyedik nukleotidjával is 

(1. ábra b,) [57]. További cinkujj fehérje-DNS kristályszerkezeteket megvizsgálva az 

α‑hélix −1, 1, 2, 3, 5. és 6. aminosavai felelősek az adott DNS szekvencia specifikus 

felismeréséért, de egyes esetekben a β-kanyarban található aminosavak is befolyásolhatják 

a kölcsönhatást [58]. 

Egy cinkujj motívumon belül az aminosavak változtatásával elméletben bármely 

bázishármas megcélozható, de a lehetséges 64 bázishármas kombináció lefedéséhez jelenleg 

nem áll rendelkezésre szabadon elérhető cinkujj könyvtár. Továbbá egy cinkujj motívum 

nem képes kellően nagy affinitással megkötni DNS célszekvenciáját, így legalább két 

motívumot kell összekapcsolni, míg a specifitás eléréséhez legalább három ujjra van 

szükség. Az egyes alegységeket általában 5 aminosavból álló peptid linkerekkel kötik össze, 

a linker hossza és aminosav összetétele is befolyásolhatja a DNS-kötés erősségét [59-61]. 

A Cys2His2 szerkezetű fehérjék a guaninban gazdag (5ʹ‑GNN‑3ʹ) DNS 

szekvenciákat ismerik fel leghatékonyabban (N bármely nukleotid lehet), különösen az első 

pozícióban elhelyezkedő guanin fontos a kellően nagy affinitás eléréséhez. Ebből 

következik, hogy egy 64 bázispár (43) hosszúságú DNS szekvenciában átlagosan csupán egy 

olyan 5ʹ‑GNNGNNGNN‑3ʹ típusú kötőhely van, amihez lehetséges kellően nagy 

affinitással és specifitással kötődő háromtagú cinkujj fehérjét tervezni. A gyakorlatban 

számos nukleáz csak dimerként képes funkcióját ellátni (ld. 2.4 fejezet), azaz a szelektivitás 

nő [27]. Ez azonban azt is jelenti, hogy átlagosan 4096 (46) bázispár hosszúságú szakaszban 

lesz egyetlen guaninban gazdag célszekvencia. Ha három helyett négytagú cinkujj fehérjéket 

alkalmazunk, amelyek szelektivitása jobb a vizsgálatok alapján, akkor 65536 = 48 bp hosszú 

DNS szakaszban fordul elő, egyetlen guaninban gazdag célszekvencia [62]. A fentiek miatt 

kromoszomális DNS célzott felismerése cinkujjak révén gyakran nem elég hatékony. 

Négynél több cinkujj egység összekapcsolásakor a szerkezeti feszültségek már számottevő 

negatív hatást fejtenek ki a DNS-felismerésre, így ilyen fehérjéket csak nem folytonos DNS 

szakaszok felismerésére alkalmaznak általában két hármas egységre tagolva egy hosszabb 

linker közbeiktatásával. 

Új cinkujj fehérjék tervezése lehetséges egy meglévő nagy specifitással rendelkező 

fehérje fokozatos módosítása révén, fág-könyvtárak felhasználásával. Manapság számos 

program áll rendelkezésre, ami a meglévő kísérleti eredmények alapján igen jó becslést tud 

nyújtani, az eredményeket pedig molekuladinamikai, szemiempirikus számításokkal is 

kiegészítik pl.: Zinc Finger Tools, ZiFiT [63-64]. 
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2.1.3 Cinkujj fehérjék kölcsönhatása fémionokkal 

A cinkujj fehérje-fémion komplexek stabilitásának meghatározását számos tényező 

befolyásolja. A kötőhely ciszteinjei fokozzák a komplexek érzékenységét a pH, a 

hőmérséklet és az ionerősség változásaira. A Cys2His2 cinkujj fehérje család modelljeként 

számos vizsgálatot végeztek egy 1991-ben tervezett CP1 (consensus peptide 1) peptiddel, 

melynek szekvenciáját az addig ismert 131 cinkujj fehérje leginkább megőrzött 

aminosavaiból állították össze [65]. E peptid 2015-ös felülvizsgálata során az aminosav 

sorrend és összetétel alig változott annak ellenére, hogy ekkor már 13457 cinkujj fehérje 

szekvenciáját használhatták fel az értékelés során [66]. Így az elképzelések alapján ez a 

peptid jó közelítést nyújthat egy átlagos Cys2His2 cinkujj részlet fémmegkötő sajátságainak 

vizsgálatakor. Ugyanakkor meglepő módon a tapasztalatok azt mutatják, hogy rendre 

nagyobb Zn(II)-affinitás határozható meg ezen peptidre, mint a természetben előforduló 

cinkujj fehérjék egységeire [65,67-68] (1. táblázat). Az irodalomban különböző fehérjék 

Zn(II)-affinitás értékei közötti nagy eltérés azt sugallja, hogy új cinkujj fehérje tervezése 

esetén elengedhetetlen annak termodinamikai sajátságait meghatározni, nem alapozhatunk a 

korábbi értékekre. 

A sejten belül számos további fémion fordul elő, és ezek hatására megtörténhet a 

Zn(II) szubsztitúciója, vegyes komplex kialakulása, részleges komplexképződés és/vagy a 

ciszteinek oxidációja, ami a fehérje szerkezetének, funkciójának módosulásához vezethet 

[42,69-71]. Továbbá toxikus fémionok is bekerülhetnek a szervezetbe, melyek reagálhatnak 

cinkujj fehérjékkel, amit szintén szükséges vizsgálni. A fémionok bekötődésének 

szempontjából is az előbb bevezetett Cys2His2, Cys3His és Cys4 taglalást célszerű 

alkalmazni. A cinkujj fehérjék koordinációs kémiai és biofizikai sajátságai és reaktivitásuk 

terén a mai napig sok ellentmondás és kérdőjel van a szakirodalomban [21]. 
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1. táblázat: Cinkujj motívum–Zn(II)-kölcsönhatásokhoz rendelhető lgβ’ értékek; DT: spektroszkópiás 
közvetlen titrálás; RT: UV-Vis spektroszkópiával követett reverz titrálás; PAR: PAR kompetítor jelenlétében 
végrehajtott spektroszkópiás titrálás; CDc: Titrálás kompetítorokkal CD-vel követve; ITC: Izotermális 
kalorimetriás titrálás; cITC: Titrálás kompetítorokkal ITC-vel követve; Pot: Potenciometrás titrálás; TRT: 
három lépéses spektroszkópiás reverz titrálás. 
Cinkujj motívum Körülmények lgβ’ pH 7,4 Hivatkozás 

CP1 100 mM HEPES (pH 7,0); 50 mM NaCl 12,5 (RT)* [65] 

12,0 (RT)* [72] 

50 mM MOPS (pH 7,0); 100 mM KCl 15,7 (CDc)* [68] 

20 mM Tris (pH 7,4); 100 mM NaCl 14,49 (CDc) [73] 

CP1-Δ8 50 mM MOPS (pH 7,0); 100 mM KCl 11,4 (CDc)* [68] 

CP1 (2015) 20 mM Tris (pH 7,4); 100 mM NaCl 12,3 (CDc) [73] 

CP1 K/S 20 mM Tris (pH 7,4); 100 mM NaCl 14,0 (CDc) [73] 

TFIIIA-2 20 mM HEPES (pH 7,0); 50 mM NaCl 9,4 (RT)* [74] 

MTF1-1 
 

50 mM HEPES (pH 7,0); 100 mM NaClO4 12,4 (CDc)* [67] 

50 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 11,4 (PAR) [75] 

100 mM HEPES (pH 7,0); 50 mM NaCl 11,3 (RT) [76] 

10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 8,9 (PAR) [77] 

MTF1-2 10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,9 (PAR) [77] 

MTF1-3 10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,3 (PAR) [77] 

MTF1-4 10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,4 (PAR) [77] 

MTF1-5 10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,8 (PAR) [77] 

MTF1-6 10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,3 (PAR) [77] 

WT1-3 50 mM HEPES-HCl (pH 6,5) 10,5 (ITC)* [78] 

WT1-4 20 mM MES (pH 5,3); 100 mM KCl 8,9 (DT)* [79] 

Sp1-3 
 

50 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 12,7 (CDc) [67] 

50 mM HEPES (pH 7,0); 100 mM NaCl 10,0 (RT)* [80] 

500 mM Tris (pH 7,4) 7,6 (ITC) [81] 

8,2 (rITC) [81] 

50 mM Tris (pH 7,0) 10,4 (RT)* [81] 

Zn-F10 50 mM HEPES (pH 6,5) 8,3 (ITC)* [78] 

ZF133-11 
 

50 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 12,5 (CDc) [67] 

100 mM KNO3 12,5 (Pot) [67] 

ZF278-1 50 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 13,0 (TRT) [67] 

* pH 7,4-re átszámolva Kluska és mtsai. által [21] 

Co(II)-vel elsősorban azért vizsgálták behatóan a cinkujj fehérjék kölcsönhatását, 

mert a Zn(II)-vel ellentétben a Co(II) d alhéja telítetlen, és d-d átmenetei miatt vizsgálható a 

látható fény hullámhossz tartományában. Ez lehetőséget ad a komplexképződés nyomon 

követesére UV-Vis abszorbciós spektroszkópia segítségével, miközben ugyancsak 

tetraéderes geometriát vesz fel és Lewis savassága hasonló a cinkéhez, azaz jól modellezi 

annak komplexképzését. Ezen felül a legtöbb cinkujj fehérje Zn(II)-affinitását is Co(II) 

reverz UV-Vis spektroszkópiás titrálással határozták meg, mivel a nM nagyságrendbe eső 

Kd értékek nem adtak lehetőséget a közvetlen titrálásokra azon módszerek esetén, ahol nagy 

koncentráció szükséges a mérésekhez [69]. Ilyenkor az apo peptidet először Co(II)-vel 
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titrálják meg, majd a Co(II)-komplexet titrálják Zn(II)-vel. Az eddigi ismereteket összegezve 

elmondható, hogy a Co(II) négy nagyságrenddel gyengébb kölcsönhatást alakít ki a cinkujj 

szekvenciákkal, mint a Zn(II) [54,65,68]. Ez az eltérés a ciszteinek számától és az 

alkalmazott módszertől függetlenül fennáll. 

A Co(III) oxidációs állapotban kis-spinű oktaéderes koordinációt részesít előnyben, 

és kinetikailag rendkívül inert. Így vegyületeiből nehéz kiszorítani. Amennyiben Schiff-

bázisokkal alkotott komplex formájában kerül kölcsönhatásba cinkujj fehérjékkel 

megvalósítható a szubsztitúció és Co(III) cinkujj komplex képződése közben, az eredeti 

fehérjeszerkezet összeomlik [82]. 

A Ni(II) a második leggyakrabban vizsgált átmenetifém-ion a cinkujj fehérjékkel 

kialakított kölcsönhatást tekintve. A telítetlen d alhéjának köszönhetően szintén van mód 

UV-Vis abszorpciós spektroszkópiás mérésekre. A d-d átmenetek mellett, különösen 

ciszteinekkel, intenzív töltésátviteli sávok jelennek meg az UV tartományban. A cinkujj 

egységekkel elsősorban torzult tetraéderes geometriájú Ni(II)-komplexek képződnek – habár 

a szakirodalomban síknégyzetes koordinációra is akad példa [83] –, melyek stabilitását µM 

nagyságrendű disszociációs állandók jellemzik. Emiatt meglehetősen nagy felesleg Ni(II) 

szükséges a Zn(II) kiszorításához annak cinkujj fehérjével alkotott komplexéből [67]. Az 

Sp1 fehérjével végzett vizsgálatok alapján a Ni(II)-szubsztitúciót követően sem szűnt meg a 

fehérje DNS-felismerése, azonban a felismert szekvencia módosult, ami feltehetően a torzult 

szerkezet következménye [84]. A cinkujj fehérjék Zn(II)-komplexei kevésbé hajlamosak 

oxidatív részecskék hatására oxidálódni, azonban a Ni(II) jelenléte katalizálhatja ezt a 

folyamatot [85]. 

A Cd(II) erősebb "soft" karakterű, mint a Zn(II). Ezért a tiolcsoportokkal alakítja ki 

a legstabilisabb komplexeket. Ugyanakkor biológiai rendszerekben nitrogén és oxigén 

donoratomokkal is képes kölcsönhatásba lépni. Modellpeptidekkel végzett vizsgálatok 

alapján, a Cys2His2 típusú peptidek két-három nagyságrenddel erősebben kötik a Zn(II)-t 

mint a Cd(II)-t, a Cys3His esetében hasonló affinitásról beszélhetünk, a Cys4 cinkujj 

motívumok esetében viszont már a Cd(II) javára mérhető ~3 nagyságrend eltérés [54,86-87]. 

Mindezek mellett Uwe Heinz és mtsai. a CP1 modellpeptidet felhasználva megállapították, 

hogy a „soft” karakterből adódóan ligandumfelesleg esetén biszkomplex képződhet, 

amelyben csak a cinkujj motívumok ciszteinjei koordinálódnak Cys4 módon, majd 1:1 

arányhoz közelítve fokozatosan kialakul a monokomplex Cys2His2 koordinációval [88]. 
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A Cd(II) a fent említett módokon elviekben gátolhatja a cinkujj fehérjék DNS-

felismerését, és így a transzkripciót, ami a fémion toxikus hatásának egyik lehetséges 

mechanizmusa [89], de a szakirodalomban ezzel kapcsolatban több ellentmondás található. 

A TFIIIA cinkujj fehérje nagy és kis stabilitású kötőhelyei ~2,5, illetve körülbelül egy 

nagyságrenddel gyengébben kötik a kadmiumot a Zn(II)-nél [90]. Ennek ellenére Petering 

és mtsai., valamint Hanas és mtsai. szerint a Cd(II) képes gátolni a Zn(II)-kötött TFIIIA DNS 

kötését [89,91-92]. A TFIIIA harmadik cinkujj alegységét tanulmányozva megállapították, 

hogy miután kialakul a Cd(II):cinkujj peptid 1:1 komplex, annak szerkezete nagyban 

hasonlít a Zn(II)-komplexhez, illetve (nemspecifikus) DNS-felismerése csak kis mértékben 

gyengébb [93]. A humán Sp1 cinkujj fehérjével kapott eredmények még 

ellentmondásosabbak, hiszen egyes publikációk alapján a Cd(II) képes volt gátolni a Zn(II)-

kötött fehérje DNS-felismerését [94-96], míg mások nem tapasztaltak változást [97]. Ezen 

felül Kuwahara és mtsai. szerint az Sp1 fehérje Cd(II)-komplexe képes felismerni a fehérje 

specifikus DNS szekvenciáját, de az affinitása kisebb a Zn(II)-komplexénél [98]. Az 

eukarióta Ros87 Cys2His2 cinkujj fehérjének Cd(II)- és Zn(II)-affinitása összemérhető 

Malgieri és mtsai. szerint, illetve a két komplex másodlagos szerkezete is nagy hasonlóságot 

mutat. Ezen felül a Cd(II)-Ros87 is képes volt felismerni DNS célszekvenciáját, azonban 

meg kell jegyezni, hogy ez a fehérje csak egy cinkujj-alegységet tartalmaz egyéb 

fehérjerészekkel összekapcsolódva, így a DNS-kötésben feltehetően ezek az alegységek is 

szerepet játszanak [99]. Hasonló jelenséget figyeltek meg a két cinkujj alegységből felépülő 

Tramtrack fehérjénél, habár Cd(II)-komplexben a cinkujjak α-hélix tartalma és a fehérje 

DNS-affinitása kisebbnek bizonyult a Zn(II)-kötött formáénál CD és gélelektroforézis 

sáveltolódás mérések (EMSA) alapján [100]. A 6 Cys2His2 alegységből felépülő MTF-1 

fehérjében a Cd(II) képes volt gátolni a DNS-kötést, akár az apo-formát, akár a Zn(II)-kötött 

fehérjét titrálták a toxikus fémionnal [101, 97]. Giedroc és mtsai. a szekvenciájuk alapján 

jobban eltérő három C-terminális cinkujj alegységet (4-6.) tanulmányozták rekombináns 

fehérjeként. Az NMR és UV-Vis mérések rámutattak, hogy a Cd(II) kötődik ezekhez az 

alegységekhez, de a kialakult komplex másodlagos szerkezete jelentősen különbözik a natív 

ββα-formától, amiért valószínűleg az 5. cinkujj alegység két ciszteinje között található nem 

megszokott aminosavak felelősek [102]. 

A szintén toxikusságáról ismert ólom főként Pb(II) oxidációs állapotban fordul elő. 

Elsősorban ciszteinekhez koordinálódik trigonális piramisos geometriát kialakítva. 

Nincsenek d-d átmenetből adódó elnyelési sávjai, azonban kölcsönhatása kén 
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donoratomokkal intenzív töltésátviteli sávokat eredményez az UV hullámhossz-

tartományban. A kadmiumhoz hasonlóan a Cys4 cinkujj fehérjékhez nagyobb az affinitása a 

cinknél, míg a hisztidint is tartalmazó szekvenciákat gyengébben köti [54,86]. Ennek 

ellenére kimutatható volt a TFIIIA Cys2His2 fehérje transzkripciós aktivitásának gátlása 

[89]. Érdemes azonban megjegyezni, hogy e fehérje Zn(II)-komplexének Kd értéke jóval 

nagyobb volt a modellkísérletekben használtakénál [74,90]. A Pb(II) képes volt 

megszüntetni a holo-Sp1 DNS-kötését [94], míg a Ros87 eukarióta cinkujj fehérje Pb(II) 

komplexe nem rendelkezik jól meghatározott másodlagos szerkezettel, nem képes megkötni 

a fehérje DNS célszekvenciáját, de a Pb(II) 1,5 nagyságrenddel gyengébben köti a fehérjét, 

mint a Zn(II), így nem képes eredményesen kiszorítani a Zn(II)-t a holo fehérjéből [103]. 

A réz jelenléte elengedhetetlen a szervezet megfelelő működése szempontjából. 

Cu(I) és Cu(II) oxidációs állapotban fordul elő, melyek közül sejteken belül az előbbi a 

domináns. A Cu(I) ismételten soft karakterű, így kén donoratomokkal alakít ki erős 

kölcsönhatást [104]. A modellpeptidekkel végzett vizsgálatok során a Cu(I) minden esetben 

kiszorította a Zn(II)-t komplexéből, és a CD mérések alapján a fehérje szerkezete is 

összeomlott [68, 104]. Azonban ezzel ellentétes eredmények is találhatók a szakirodalomban 

[105], ami ugyancsak azt bizonyítja, hogy csak körültekintő módon lehet következtetéseket 

levonni. Egy új fehérje tanulmányozása során fontos megvizsgálni annak kölcsönhatásait 

fémionokkal. Cu(II)-vel még nem történtek klasszikus Cys2His2 cinkujj motívummal 

kompetíciós vizsgálatok, azonban egy amb2 fehérjéről mintázott ciszteint és hisztidint 

tartalmazó peptiddel, illetve a Ros87 fehérjével igazolták, hogy a fémion jelenlétében a 

ciszteinek részlegesen oxidálódnak. Ennek következtében több peptid is összekapcsolódhat 

diszulfid-hidakon keresztül, a redukálódott Cu(I) pedig véletlenszerű bekötődésével 

adduktumok képződését segíti elő [106-107]. 

Az Au(I), illetve Au(III) vegyületeket több évtizede alkalmazzák reumatoid artritisz, 

valamint daganatos megbetegedések kezelésében, így szervezetbeli eloszlásukat is behatóan 

tanulmányozták [108]. Igazolták, hogy az Au(I) komplexet képez az Sp1-3 peptiddel, sőt ez 

négy nagyságrenddel stabilisabb, mint a Zn(II) komplex [109]. Az Au(I) lineáris 

geometriában koordinálódik, így egy monomer akár több fémion megkötésére is képes, 

valamint intermolekuláris kötések is lehetségesek [110]. Ezáltal a fehérje szerkezete 

összeomlik, így pedig a DNS-felismerés is megszűnik [111]. Au(III) jelenlétében 

bekövetkezhet a ciszteinek oxidációja, miközben a képződő Au(I) a fennmaradó 

tiolcsoportokhoz koordinálódik, ami tovább csökkenti a szerkezet rendezettségét [108]. 
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A platinakomplexek az első ismert fémtartalmú rákellenes szerek, amelyeket azóta 

is széles körben alkalmaznak. Mivel a bejuttatott komplex ~1%-a fejti csak ki hatását 

DNS‑hez kötődve, szükséges volt tanulmányozni, milyen kölcsönhatásokat alakíthat ki a 

fémion a szervezet egyéb komponenseivel [112]. Az irodalmi adatok alapján az, hogy 

megtörténik-e egy cinkujj fehérjében a Zn(II) kicserélődése egy Pt(II)-vegyület jelenlétében, 

nagyban függ mind a platinakomplexben található ligandumoktól, mind a cinkujj fehérje 

szekvenciájától. A rendelkezésre álló adatok alapján nem lehet általánosítani, azonban 

akadtak olyan esetek, ahol sikerült gátolni a cinkujj fehérjék DNS-felismerését [113-114]. 

A nanoméretű fémezüst, illetve Ag(I)-komplexek felhasználása jelentősen növekszik 

elsősorban antimikrobiális, gyulladáscsökkentő és rákellenes tulajdonságaiknak 

köszönhetően [115-117]. A nanorészecskékből az ezüst képes Ag(I) formában a sejtmagba 

jutni [118]. CP1 modellpeptiddel végrehajtott vizsgálatok alapján az Ag(I) kiszoríthatja a 

Zn(II)-t, AgnSn klaszterek képződése közben [119]. Cys2His2 és Cys3His cinkujjakban az 

ezüst bekötődése rendezetlen, míg Cys4 esetében α-helikális és torzult β-redős 

fehérjeszerkezetet okozott [119]. 

A Hg(II) toxicitása közismert, azonban az egyensúlyi vizsgálatokat, és az egyes 

eredmények összehasonlíthatóságát megnehezíti, hogy a Hg(II) igen nagy stabilitású 

komplexet képes kialakítani fiziológiás körülmények között Cl–-ionokkal (lgβML₂ = 13,23) 

[120]. Annak függvényében, hogy a mérések milyen közegben történtek, egyes kutatások a 

Hg(II) és Zn(II) affinitását Cys2His2 cinkujj motívumokhoz összemérhetőnek tekintik, míg 

kloridionok hiányában a Hg(II) minden esetben nagyobb stabilitású komplexeket képez, 

mivel affinitása a ciszeteinekhez nagyobb a Zn(II)-nél [121]. Az alkalmazott körülmények 

függvényében található olyan publikáció, amelyben a Hg(II) nem volt képes gátolni a TFIIIA 

DNS-kötését DNáz I emésztés alapján [92]. Más kutatók mérései alapján a Zn(II)-tartalmú 

cinkujj fehérjék szerkezete összeomlott szerves és szervetlen Hg(II) jelenlétében is, és a 

Zn(II)-tartalmú cinkujj fehérjék DNS-kötése is megszűnik [94,98,103]. 
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2.2 Az ATCUN motívum 

A nikkel szerepe biológiai folyamatokban 1975-től ismert, amikor sikerült 

azonosítani az ureáz enzimben, ahol Ni(II) oxidációs állapotban hidrolitikus folyamatot 

katalizál. A nikkel-vas hidrogenázokban, F430 koenzimben, Ni-SOD-ban redoxireakciókat 

katalizál váltakozó oxidációs állapota révén. Normál körülmények között a Ni(II) oxidációs 

állapot a kedvezményezett, és változatos sztereokémiával rendelkezik. A legtöbb esetben az 

oktaéderes koordináció preferált a tetraéderessel szemben, de a ligandumtér erősségétől 

függően d8 elektronkonfiguráció esetén kialakulhatnak síknégyzetes komplexek is. Habár a 

Ni(I), Ni(III) és Ni(IV) oxidációs állapotok nem stabilisak, de biológiai rendszerekben 

kialakulhatnak. Mivel a nikkel előfordulása a környezetünkben jóval meghaladja a 

szükséges napi mennyiséget (<1 mg/kg), így elsősorban karcinogén hatását tanulmányozták 

a szakirodalomban [122-123]. 

A réz szintén létfontosságú nyomelem, +1 és +2 oxidációs állapotban is előfordul a 

szervezetben. Hiánya és feleslege is komoly betegségeket okozhat (pl.: Menkes‑, Wilson-

kór), emellett vizsgálták az Alzheimer-kór kialakulásában játszott szerepét is [124].  

Mindkét fémion többségében fehérjékhez kötődve fordul elő a szervezetben, 

különösen a hisztidin-, vagy cisztein-tartalmú motívumok alkalmasak a megkötésükre, de 

képesek peptidszerű koordinációra is – amikor a deprotonált amidcsoportokhoz, illetve 

esetlegesen az N-terminális aminocsoporthoz koordinálódnak [122].  

A szervezetben felszívódó Cu(II) 90-95%-a az α2 globulinok közé tartozó 

ceruloplazminhoz kötődve raktározódik, míg a Humán szérumalbumin (HSA) köti meg a 

fennmaradó 5-10%-ot, egyben a Cu(II) transzportjáért is ez a fehérje felelős. A Ni(II) 

~95%‑a is HSA-hoz kötődve fordul elő a vérplazmában [125]. A HSA jelentős Cu(II) és 

Ni(II)-megkötő képességéért az N-terminális végén elhelyezkedő tripeptid részlet felelős, 

ahol a harmadik pozícióban egy hisztidin található. Ezt a szekvenciát a szakirodalomban 

ATCUN-motívumnak (Amino Terminal Cu(II) and Ni(II) binding site) nevezik, amelyben a 

fémion a „horgonykötőhelyként” funkcionáló imidazol-nitrogénhez (fehérjeszerű 

koordináció), a deprotonált amidnitrogénekhez (peptidszerű koordináció), illetve az N-

terminális aminocsoporthoz koordinálódik. Az emberi szervezet egyéb fehérjéiben is 

található ATCUN motívum például az örökítőanyag DNS állományát védő HP2 (Humán 

Protaim 2) fehérjében [126]. Az emberi szérumfehérje mellett a szarvasmarha (BSA) és 

patkány (RSA) albumin fehérjéje is tartalmaz ATCUN motívumot, de például kutyáknál ez 

a szakasz hiányzik [127]. 
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Az ATCUN motívum síknégyzetes geometriájú komplexet alkot Cu(II)-vel, és 

Ni(II)-vel potenciometriás titrálások, NMR és UV-Vis spektroszkópiás és röntgen 

krisztallográfiás mérések alapján (2. ábra) [128-130]. További vizsgálatok rámutattak, hogy 

a Co(III), Au(III), Pd(II), Pt(II) fémek is képesek hasonló geometriájú komplexek 

kialakítására az ATCUN motívummal [131-133]. 

 
2. ábra: A GGH Cu(II)-vel, és Ni(II)-vel alkotott MLH, valamint MLH−2 komplexének síknégyzetes 
szerkezete. 

A Cu(II):GlyGlyHis (1:1) (továbbiakban GGH) rendszerben pH ~3-nál megjelenik a 

CuLH komplex (a kialakult komplexek töltéseit az egyszerűség kedvéért nem tüntetem fel), 

amelyben a Cu(II) a hisztidin imidazol oldalláncához koordinálódik. pH ~6 körül már 

~100%-ban síknégyzetes geometriájú CuLH–2 forma van jelen és a korábban leírt módon 

koordinálódik (3. ábra). Az UV-Vis spektrumban 522 nm-nél a CuLH–2 komplexhez 

rendelhető csúcs (ε ≈ 100 dm3mol−1cm−1) intenzitása fokozatosan nő (a komplex lila színű), 

majd pH ~ 6-nál eléri a maximumot. A köztes állapotok – CuL; CuLH–1 – csak kis 

százalékban fordulnak elő [130]. Nikkel esetében a csak imidazolhoz koordinálódott forma 

pH 4 felett kezd kialakulni, és a NiLH–2 komplex pH ~ 8 körül van jelen 100%-ban, amit az 

UV-Vis abszorbancia spektrumon 423 nm-nél megjelenő (ε ≈ 150 dm3mol−1cm−1) sáv jelez 

(a komplex sárga színű) [134]. 

 
3. ábra: a, Cu(II) és b,: Ni(II) GGH komplexek eloszlási diagramja. c(Cu(II)) = 1 mM; c(Ni(II)) = 1 mM; 
c(GGH=L) = 1 mM [134]. 
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A szakirodalmi adatokat összegezve az ATCUN motívum stabilitása Ni(II)-vel 

lgβNi(II) = 19,19 – 23,37, míg Cu(II)-vel lgβCu(II) = 24,65 – 25,96 tartományban mozog 

fiziológiás körülmények között [135-144]. 

2.2.1 ATCUN motívum kialakítása fehérjékben 

Az ATCUN-típusú koordináció mellett a Cu(II) és Ni(II) a legtöbb esetben 

fehérjeszerű koordinációban vesz részt, így több olyan fehérjének – és az ezekről mintázott 

modellpeptideknek – tanulmányozták a Cu(II) és Ni(II)-kötését, amelyek tartalmaztak 

hisztidint. A kromoszomális DNS-védelméért felelős hiszton H2A fehérje C-terminális 

régiójáról mintázott TESHHK hexapeptidet tanulmányozva azt találták, hogy Ni(II) hatására 

specifikusan elhasad a szerin előtti peptidkötés, és a folyamatban egy Ni(II)-SHHK 

ATCUN-típusú komplex alakult ki. A jelenséget a teljes fehérjével is sikerült reprodukálni 

in vitro és alanin-scan1 segítségével igazolták, hogy a folyamatért a szerin és a szerintől két 

aminosav távolságra lévő hisztidin felelős, ezek hiányában a hidrolízis nem tud lejátszódni 

[145]. 

Egy peptidkönyvtár vizsgálatával megállapították, hogy a Ni(II) az -Naa-(Ser/Thr)-

Xaa-His-Zaa-Baa- aminosav-szekvenciát képes hidrolitikusan elhasítani az Naa és Ser/Thr 

aminosavak között, ahol Baa bármilyen, Naa és Xaa prolin és cisztein kivételével bármilyen, 

Zaa cisztein kivételével bármilyen α,L-aminosav lehet [146-147]. Az Xaa, Zaa és Baa 

pozícióban a terjedelmes hidrofób oldalláncokkal rendelkező aminosavak, míg a Ser/Thr 

helyen a szerin jelenléte jelentősen növeli a reakciósebességet a tömegspektrometriával 

követett vizsgálatok alapján, továbbá a pH és hőmérséklet emelése is kedvez a hidrolízisnek. 

Összességében a -Ser-(Arg/Lys)-His-(Trp/Tyr)-(Trp/Tyr/Phe)- szekvenciák esetén a 

legnagyobb a reakciósebesség [148-149]. 

A reakciót megelőzően a fémion elsőként a hisztidin imidazol nitrogénjéhez, majd a 

deprotonálódó amid nitrogénekhez koordinálódik, miközben az eredeti oktaéderes 

geometria síknégyzetessé alakul (analóg módon az ATCUN motívumok 

Ni(II)‑komplexének kialakulásához) (4. ábra a,). A vizsgált peptidben Baa pozícióban 

(ábrán R2) egy lizin helyezkedett el, amely szintén deprotonálódott pH ~ 8 felett, de ez a 

mechanizmus szempontjából nem lényeges. A NiLH–3 komplexben a hidrolízis első 

lépésében intramolekuláris N-O acilvándorlás megy végbe az Naa-(Ser/Thr) peptidkötés 

                                                 
1 Az eredeti peptidszekvenciában egyesével kicserélik az aminosavakat alaninra, hogy megfigyeljék az adott 
módosítás befolyásolta-e a vizsgált folyamat lejátszódását. 
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nitrogéncsoportja és a (Ser/Thr) hidroxilcsoportja között. A köztitermék egy vizes közegben 

instabil észter, amely bázis-katalizált észter-hidrolízis során két peptidre esik szét [150]. 

Mivel a vizsgálatok alapján egyértelműen a fémion-indukált szerkezetváltozás idézte elő a 

hidrolízist, a reakció a karbonsavak fémkatalizált nukleofil szubsztitúciói közé sorolható. 

Ennek ellenére a folyamat mégsem tekinthető teljes egészében katalitikusnak, mivel a 

kialakult -(Ser/Thr)-Xaa-His- peptid stabilan megköti a Ni(II)-t. A reakció sztöchiometrikus, 

irreverzibilis és kétlépéses, az alábbi kinetikai modell alapján jellemezhető: S
௞భ
→ IP

௞మ
→ P. 

Mindkét részlépés sebességi állandója elsőrendű, az IP köztitermékhez koordinálódott Ni(II) 

gátolja annak visszaalakulását: IP
௞య
→ S (4. ábra b,) [147]. 

 
4. ábra: a, Naa-(Ser/Thr)-Xaa-His-Zaa-Baa peptid Ni(II) komplexének kialakulása növekvő pH hatására; b, 
Naa-(Ser/Thr)-Xaa-His-Zaa-Baa peptid Ni(II) komplexének lehetséges reakciói: k1 IP-észter köztitermék 
kialakulása, k2 P-végtermék képződése a hidrolízis során, k3 IP-észter köztitermék erőteljes megsavanyításával 
visszaalakul S-kiindulási peptiddé [147-148]. 

Cu(II)-vel is hasonló módon megy végbe a reakció, de mivel az átmeneti CuLH–3 

komplex ~1,5 egységgel kisebb pH-n alakul ki a Ni(II) analóghoz képest (3. ábra), így a 

hasadás már pH ~7-nél is lejátszódik. A hőmérséklet és pH növelése ebben az esetben is 

növeli a reakciósebességet, de Ni(II)-nél ez a hatás intenzívebb, így akár két nagyságrend 

eltérés is elérhető a reakciók sebességi együtthatói között pH ~9,5 felett 37 °C-on utóbbi 

javára [151]. A fent ismertetett reakció végterméke egy ATCUN motívumot tartalmazó 

peptid, és a hasításhoz szükséges szekvencia számos fehérjében előfordul a természetben 

(hisztonok, cinkujj fehérjék).  

+2+

‒

‒
a, b,
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2.2.2 Az ATCUN komplexek DNS hasító tulajdonsága 

Az ATCUN motívumok fémkomplexei képesek redoxireakciókat katalizálni, és 

hidroxilgyököket, vagy egyéb reaktív oxidatív részecskéket (ROS) generálni, ami tovább 

növelte a motívum iránti érdeklődést a kutatások során. Az aszkorbát-Cu(II) rendszerről 

ismert, hogy önmagában is kifejezetten hatékony gyökképző az alábbi mechanizmus szerint: 

aszkorbát + 2Cuଶା → dehidroaszkorbinsav + 2Cuା + 2Hା 

aszkorbát + Oଶ

େ୳మశ

ሱ⎯⎯ሮ dehidroaszkorbinsav + HଶOଶ 

HଶOଶ + Cuା → Cuଶା + OHି + OH 
∙  

azonban a Cu(II) gyakorlatilag nem fordul elő szabadon a szervezetben, csak fehérjékhez 

kötött formában [152]. Ezzel szemben az ATCUN motívum nagy stabilitású 

Cu(II)‑komplexképző, és egyes irodalmak szerint aszkorbinsav jelenlétében a gyökgenerálás 

azonos mechanizmus szerint játszódik le, mint szabad Cu(II)-vel, csupán a reakció sebessége 

lassabb [153]. Mivel ezzel párhuzamosan kimutatták, hogy az ATCUN motívumok 

fémkomplexei képesek nemspecifikus módon – egyes publikációk állítása alapján 

szelektíven – koordinálódni a DNS kisárkában [154-155], így a redukálószer jelenlétében 

termelődő hidroxilgyökök elsősorban a DNS-közelében lokalizálódnak, ez pedig DNS 

hasításhoz vezethet [126]. Az in vitro kísérletek mellett sikerült Ehrlich ascites tumorsejtek 

pusztulását is előidézni Cu(II)-GGH komplexszel aszkorbinsav segédreagens jelenlétében 

[156]. 

Az ATCUN motívum Ni(II)-komplexével is kimutattak DNS hasítást, de itt 

aszkorbinsav nem alkalmazható, mivel a Ni(I) oxidációs állapot nem kedvezményezett. 

Habár a Ni(III) forma sem kedvezményezett, de kis spinszámú Ni(II) komplexek  – például 

a síknégyzetes Ni(II)-GGH – oxidálhatók Ni(III) formává akár fiziológiás pH-n is, míg 

oligopeptidekkel ehhez magasabb pH-ra (pH ≥ 9) van szükség [157-158]. Az oxidáció 

előidézhető H2O2, KHSO5, magnézium monoperoxiftalát (MMPP) segítségével, sőt egyes 

eredmények alapján a levegő oxigénje is alkalmas a feladatra [134,159-160]. 

Az előbb említett oxidálószereket alkalmazva segédreagensként a metallopeptid 

aktiválása azonos módon történik: a Ni(II) megköt egy hidroxilgyököt (Ni(III)-HO˙), vagy 

egy oxidiont (Ni(IV)=O) miközben a koordinációs mód átalakul síknégyzetesből 

oktaéderessé (5. ábra a,). Ez a folyamat UV-Vis spektroszkópiával is követhető mivel a 

síknégyzetes komplexre jellemző 425 nm abszorpciós maximum eltűnik és 375 nm-nél új 

sáv jelenik meg. A reakcióban az egyik javasolt mechanizmus szerint az aktivált komplex 
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hasít le egy hidrogénatomot a dezoxiribóz negyedik szénatomjáról majd két eltérő reakcióút 

valósulhat meg (5. ábra b,). 

 
5. ábra: a, A Ni(II)-GGH komplex aktiválása; b, Az aktivált metallopeptid-DNS reakció lépései [155] 

További harmadik pozícióban hisztidint tartalmazó ATCUN komplexekkel 

vizsgálódva arra jutottak, hogy az aminosavak befolyásolják a DNS hasítás mechanizmusát, 

például a Ni(II)-GGH a dezoxiguanozint, míg Ni(II)-LysGlyHis inkább a dezoxiadenozint 

és dezoxitimidint oxidálta [126,161]. 

A Cu(II) és Ni(II) komplexek mellett sikerült DNS hasítást kimutatni a 

Co(II)‑ATCUN komplexekkel is fény hatására, ahol a javasolt mechanizmus szerint a levegő 

oxigénje oxidálta a Co(II)-t Co(III) formába [162]. 

  

a,

b,

Aktivált 
metallopeptid
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2.3 A kolicin E7 nukleáz domén 

A kolicin E7 (továbbiakban ColE7) az Eschericia coli baktériumokban termelődő 

egyik olyan nemspecifikus endonukleáz, amivel az ellenséges baktériumtörzseket képesek 

elpusztítani stresszhelyzetben. A ColE7 enzim mellett további variánsok is előfordulnak (pl.: 

E2, E8, E9), ezek mind hasonló működésűek, a nukleáz domének aminosav szekvenciája 

~65%-ban megegyezik [163-164]. Az enzim aktivitása oly nagymértékű, hogy akár egyetlen 

molekula is képes egy sejt elpusztítására [165]. A kolicin E7 N-terminális végén egy 

receptorkötő domén, C-terminális végén a katalitikus aktivitásért felelős nukleáz 

(továbbiakban NColE7), a kettő között pedig egy membrán-transzlokációs domén található 

[166]. 

 
6. ábra: a, Az NColE7 kristályszerkezete, immunitás-fehérjéje (Im7) jelenlétében röntgenkrisztallográfia 
alapján (PDB kód: 1MZ8). A Zn(II) (világoskék gömb) negyedik koordinációs helyén a szubsztrátot modellező 
foszfátion (piros) található [167]; b, A Zn(II)-t koordináló H544, H569 és H573 aminosavak a HNH 
motívumban. A Zn(II) (világoskék gömb) negyedik koordinációs helyét egy könnyen cserélhető vízmolekula 
foglalja el (piros gömb) tetraéderes szerkezetben (PDB kód: 7CEI) [168]. 

Az NColE7 domén 131 aminosav hosszúságú és vegyesen található benne α-hélix, 

valamint β-redős másodlagos szerkezeti elem, illetve egy 22 aminosavból álló szakasz 

hidrofób zsebet képez (6. ábra a,) [168]. Az NColE7 nukleáz domén apo és holo formában 

is hasonló szerkezetű. Habár apo formában is képes a DNS megkötésére, de nukleáz 

aktivitása csak Zn(II)-jelenlétében van. Ekkor a fehérje C-terminális végén található ún. 

HNH motívumának 3 hisztidinje (H544, H569, H573) koordinálódik a fémionhoz, míg 

annak negyedik szabad helyén egy vízmolekula található, (6. ábra b,) amely helyére 

bekötődhet a DNS vagy RNS molekula foszfodiészter csoportja [164,169]. Azonban ha a 

vízmolekula helyére egy további hisztidin koordinálódik, az meggátolhatja a szubsztrát 
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kötését és a foszfodiészter kötés hidrolízisét. A fehérje mutációs vizsgálata alapján mind a 

négy hisztidin kulcsfontosságú az enzim működéséhez [170], illetve a motívumban található 

egy szintén jól megőrzött 560-as aszparagin ami a fehérje szerkezetének stabilizálásában 

játszhat szerepet hidrogénkötések révén [163]. A nukleáz csak az ún. Im7 immunitásfehérje 

génjével együtt fejeződhet ki sejten belül, ennek hiányában az enzim az azt kifejező 

baktérium saját genomiális DNS-ét is képes feldarabolni [171]. Az Im7 az NColE7 DNS-

kötő régiójához koordinálódva gátolja a fehérje nukleáz aktivitását. Az immunitás fehérje 

hiányában (és Zn(II) jelenlétében) az NColE7 aktivitása mindaddig megmarad, amíg az 

elérhető DNS szakaszok legalább 8 bázispár hosszúságúak. Ennek feltehetően az a 

magyarázata, hogy a DNS-kötő régió és a katalitikus központ nem azonos helyen található 

[163]. 

A kutatásokban egy további érdekességre is fény derült: habár az NColE7 enzimben 

a C-terminális régióban található a fehérje katalitikus központja, funkcióját mégsem képes 

ellátni a fehérje N-terminális szakasza hiányában [172]. A C-terminális régiótól számított 

106 és 127 aminosavból álló csonkított fehérjék oldatbeli szerkezete kevésbé bizonyult 

stabilnak az eredeti NColE7-hez képest és a Zn(II)-affinitásuk is csökkent. Ezzel együtt 

azonban továbbra is képesek voltak a DNS megkötésére, csupán a hasítási funkció szűnt 

meg. Ennek oka elsődlegesen az N-terminális régióban található 447-es arginin (R447) 

hiánya, ami az összes kolicin toxinban megtalálható és feltehetően az elhasított DNS-t 

stabilizálja, és lassítja a reakció fordított irányú lejátszódását. További funkciója lehet a 

protontranszfer a folyamat során, mivel igen flexibilis [164]. Történtek vizsgálatok az 

NColE7 olyan verzióival is, ahol a N-terminális KRNK aminosavakat rendre glicinre 

cserélték [173]. Ezeknek a módosított fehérjéknek a Zn(II)-affinitása nem változott, ám a 

nukleáz aktivitásukban jelentős eltérések mutatkoztak az alábbi sorrend alapján: 

GGNG < GGNK ~ KGNG < KGNK << NColE7. Molekuladinamikai számítások alapján a 

GGNG verzió szerkezete módosult a legnagyobb mértékben, míg a KGNG és KGNK 

fehérjeverziókban az N-terminális toldalék közel tudott kerülni a foszfodiészter kötést 

szimuláló foszfát csoporthoz, így feltehetően pozitív töltésük révén a lizinek is képesek 

valamilyen mértékben stabilizálni az átmeneti állapotot [169].  

Összegezve, az NColE7 fehérjében, az N- és C-terminális fehérjevégek térbeli 

közelsége és a pozitív töltésű aminosavak jelenléte az N-terminális részen elengedhetetlen a 

nukleáz aktivitáshoz [172,174]. 
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2.4 Cinkujj fehérje-alapú mesterséges metallonukleázok tervezése 

Egy gyógyászatban is alkalmazható nukleáznál elengedhetetlen, hogy könnyen 

újratervezhető legyen új célpontokhoz, és minden esetben nagy specifitással és alacsony 

citotoxicitással rendelkezzen. Emellett fontos, hogy amennyiben a fehérjében bárminemű 

degradáció következne be, az ne legyen többé funkcionális. 

Habár specifikus nukleázok előfordulnak a természetben is, ezekkel csak bizonyos 

DNS szakaszokat lehet elhasítani és áttervezésük egyéb DNS szekvenciák felismerésére 

jelenleg rendkívül körülményes, mivel bonyolult másodlagos szerkezettel rendelkeznek. 

Akár csak egy nukleobázist felismerő aminosav módosítása a teljes fehérje szerkezetének 

módosulását is okozhatja. A korábbi fejezetekben jellemeztük a cinkujj fehérjék specifikus, 

moduláris DNS-felismerő képességét (ld. 2.1.2 fejezet), illetve néhány önmagában 

nemspecifikus nukleázt is (ld. 2.2.2, 2.3 fejezetek). Ezek kombinációjával elméletben 

lehetséges specifikus, könnyen újratervezhető nukleázok kialakítása is, ahol a cinkujj fehérje 

alegységek felelősek a DNS specifikus felismeréséért, míg a nukleáz alegység a hasításért, 

de immáron specifikus módon. 

Az első sikeres mesterséges metallonukleázokkal végrehajtott kísérletben is cinkujj 

fehérjéket alkalmaztak, míg a nukleáz domén szerepét a FokI enzim nukleáz egysége töltötte 

be. A FokI Mg(II)-jelenlétében homodimer formájában képes felismerni az 5’–CATCC–3’ 

DNS szekvenciát, majd az ezt követő 9. és a másik szálon a 13. bázispárnál hasítja el a 

foszfodiészter kötést [175]. A fehérje egy alegysége nem képes DNS hasításra, csak annak 

megkötésére [176]. A cinkujj-FokI mesterséges nukleázban a FokI DNS-felismerő doménjét 

cserélték le 3-4 alegységből álló cinkujj fehérjére. A kialakított nukleáz elméletben a 

természetes FokI nukleázhoz hasonlóan dimer formában képes csak működni, azaz 2 × 9-12 

bázispárnyi DNS szakaszt ismer fel specifikusan [177]. Ezzel szemben a vizsgálatok alapján 

egy fehérje is képes volt DNS hasítást előidézni, tehát csak 9-12 bázispárnyi specifikus 

szekvenciáról beszélhetünk [178].  

Habár az enzim képes volt specifikus DNS hasítást előidézni, azonban jelentős 

citotoxicitással is rendelkezett. Ennek egyik oka feltehetően az, hogy már nem csak 

homodimerként volt képes DNS hasításra, illetve amennyiben a sejten belül fragmentáció 

során lehasadt a cinkujj alegységekről a FokI nukleáz, az továbbra is aktív maradt, de 

immáron nemspecifikusan hasított [178].  
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Az előbb felvázolt problémára elviekben megoldást jelenthet, ha a nukleáz domén 

szerepét az NColE7 fehérje tölti be, mivel az NColE7 funkciója megszűnik, amennyiben a 

fehérje bármely része fragmentálódik (ld. 2.3 fejezet) [172,174]. 

 
7. ábra: a, C→ZF→N (straight) b, N→ZF→C (reverse) cinkujj-NColE7 fúziós nukleázok kialakításának 
sematikus ábrázolása. Cinkujj fehérje domének (kék), Zn(II) (kék gömbök), cinkujj fehérje által felismert DNS 
szekvencia (világoszöld), NColE7 katalitikus, C-terminális domén (zöld), NColE7 DNS-kötő domén 
(rózsaszín), NColE7 N-terminális domén (narancssárga), a két kiindulási fehérje N- és C-terminális végei 
rendre N és C betűkkel, az újonnan kialakult terminális végek N’ és C’-vel vannak jelölve [179]. 

Kutatócsoportunk régóta foglalkozik cinkujj fehérje-NColE7 fúziós nukleázok 

kifejlesztésével. A két fehérje összekapcsolása kétféleképpen valósítható meg: az egyik 

esetben mindkét fehérje meglévő terminális végeit kapcsoljuk össze, majd az NColE7 

szekvenciáját tetszés szerinti helyeken „elvágva2” olyan fehérjéket kaphatunk, ahol az 

                                                 
2 A valóságban csak a fehérjéket kódoló génrészleteket illesztjük össze. 
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eredeti NColE7 mindkét korábbi terminális vége a szekvencián belül helyezkedik el 

(7. ábra a,). Egy másik elgondolásban az NColE7 szekvenciáját két helyen „elhasítva”, 

majd a cinkujj doménekhez kapcsolva elviekben jobban megőrződik az NColE7 felépítése. 

Habár a molekuladinamikai számítások és nukleáz aktivitási kísérletek alapján mindkét 

koncepció működőképesnek bizonyult, azonban az enzimek aktivitása még finomhangolásra 

szorul [174,179]. 

A 2.2.2 alfejezetben bemutatott ATCUN motívum alkalmazása, mint DNS-hasító 

motívum is felmerült a szakirodalomban. Itt nem beszélhetünk tényleges nukleáz 

aktivitástól, mivel nem a DNS foszfodiészter kötésének hidrolitikus hasítását idézi elő a 

motívum. Ebből adódóan a hasítás során kapott DNS molekulák végei nem hozhatók helyre 

homológ rekombináció (HR) révén, csupán abban az esetben, ha előzőleg a sejt visszabontja 

a DNS szálat, majd az úgynevezett nemhomológ végeket kapcsolja össze (non-homologous 

end joining, NHEJ) [180]. Ebből adódóan ATCUN-motívumot, mint „nukleáz” domént 

tartalmazó enzimek semmiképp sem ideális jelöltek génszerkesztés céljából, azonban 

daganatos megbetegedések kezelésére megfelelőek lehetnek, ahol nem cél a sejt 

helyreállítása, elegendő annak elpusztítása. Harold és mtsai. az ATCUN motívumot egy 

specifikus DNS-felismerő fehérjéhez (Fos138-211) kapcsolva specifikus DNS hasítást 

mutattak ki mind Cu(II), mind Ni(II) komplexekkel [153]. A szakirodalomban egy 

próbálkozás történt eddig, ATCUN motívum-alapú cinkujj nukleázok Ni(II) komplexének 

kialakítására. Ebben az esetben a humán Sp1 cinkujj fehérje N-terminális végéhez 

kapcsoltak egy GGH tripeptidet és ily módon sikerült detektálni DNS hasítást 5’-32P jelölt 

DNS-t alkalmazva [181]. 
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3 Célkitűzés 

A Ni(II) emberi szervezetre gyakorolt hatása többségében káros. A pontos 

hatásmechanizmus feltérképezése közben kiderült, hogy a Ni(II), illetve Cu(II) képes 

szelektív módon hidrolizálni fehérjéket, amennyiben azok tartalmaznak (S/T)XH 

motívumokat. Mindamellett, hogy ez a megfigyelés magyarázatot jelenthet a Ni(II) 

potenciális toxicitására, a szelektív hidrolízis kémiai szempontból is érdekes, mivel fehérjék 

szekvenciaspecifikus hasításához a legtöbb esetben enzimekre van szükség. Számos humán 

fehérje tartalmazhatja a hidrolitikus hasításhoz szükséges szekvenciát, többek között a gének 

átíródását szabályozó cinkujj fehérjék is. Az utóbbi évtizedekben a cinkujj fehérjékkel 

végzett kutatások több irányban is zajlottak: egyfelől még a mai napig sem ismert pontosan 

a működésük a szervezeten belül, továbbá egyes elképzelések alapján a cinkujj fehérjéket 

felhasználva lehetséges mesterséges metallonukleázok tervezése, amelyek segítségével 

kezelhetővé válnak daganatos megbetegedések, genetikai rendellenességek. 

 

 
8. ábra: Doktori dolgozatomban érintett területek, és azok egymásra épülésének sematikus vázlata. 
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A szakirodalmi előzmények alapján munkámban az alábbi kérdéseket igyekeztem 

megválaszolni: 

1. Megvalósítható-e a Ni(II)-, és Cu(II)-indukált szelektív peptidhidrolízis egy 

cinkujj fehérje esetében? 

Célom volt tanulmányozni, hogy a két fémionnal végrehajtott hidrolízis milyen 

módon megy végbe, és a folyamat milyen hatással van a cinkujj alegységek 

szerkezetére, a fehérje tulajdonságaira. A reakciót összehasonlítottam egy fehérje 

alapú proteáz segítségével végrehajtott hidrolízissel, valamint megvizsgáltam, hogy 

a reakciótermékekben mennyire lehet elkülöníteni az ATCUN motívum és a cinkujj 

alegységek komplexképzési sajátságait. 

2. Milyen kapcsolat van egy mesterséges cinkujj fehérje, modellpeptidek és 

természetes cinkujj fehérjék Zn(II) és DNS-kötése között? 

A szakirodalomban számos cinkujj motívum Zn(II)-affinitására találhatók adatok, 

ám teljes cinkujj fehérjékről csak elvétve, így az adatok összehasonlítása is nehézkes. 

Szintén kihívást jelent az egyes természetes fehérjék DNS-kötésének kvantitatív 

értelmezése. Célul tűztem ki a szakirodalomban elérhető cinkujj motívumok és az 

általam előállított mesterséges cinkujj fehérje termodinamikai sajátságainak 

összehasonlítását. Továbbá annak vizsgálatát, hogy mekkora a háromtagú cinkujj 

fehérje affinitása és specifitása DNS szekvenciákkal szemben, ez hogyan viszonyul 

a természetes cinkujj fehérjék DNS-kötő tulajdonságaihoz, illetve milyen 

összefüggés van a fehérje DNS és Zn(II)-kötése között.  

3. Hogyan hat kölcsön egy cinkujj fehérje Ag(I), Cd(II), Hg(II) toxikus 

fémionokkal? 

Számos ellentmondás fedezhető fel a cinkujj fehérjék és toxikus fémionok 

kompetíciójával kapcsolatos közleményekben. Így célom volt alaposabban 

tanulmányozni ezeket a kölcsönhatásokat kvalitatív, és kvantitatív szempontból, 

külön kitérve a DNS célszekvencia hatására. 

4. Alkalmazható-e a Ni(II)-indukált szelektív peptidhidrolízis fehérjetisztítási 

módszerként természetes szekvenciák előállítására? 

A fehérjetisztítási folyamatokban gyakran alkalmazott affinitástoldalék eltávolítása 

sokszor elengedhetetlen, hogy a továbbiakban a pontos szekvenciájú natív fehérje 

tulajdonságait tanulmányozhassuk. Célom volt megvizsgálni, hogy erre 
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alkalmazható-e a Ni(II) a jóval drágább proteázok helyett, illetve, egy ilyen folyamat 

megvalósításának optimalizálása oldatban, vagy közvetlenül az affinitásgyantán. 

5. Felhasználható-e a Ni(II)-indukált peptidhidrolízis enzimek allosztérikus 

szabályozásában? 

Tanulmányoztam, hogy olyan fehérjék esetében, ahol csak a natív szekvenciájú 

enzim működőképes, alkalmazható-e egy Ni(II)-vel hidrolizálható affinitástoldalék 

a fehérje inhibíciójára/szabályozására. Amennyiben igen, ez a szabályozási 

mechanizmus tisztán allosztérikus jellegű, vagy koordinatív sajátságok is szerepet 

játszhatnak a folyamatban. 

6. Alkalmazható-e a cinkujj fehérjék Ni(II)-, vagy Cu(II)-komplexe, mint 

mesterséges specifikus DNS-hasító enzim? 

Céljaim között szerepelt, hogy megvizsgáljam a szakirodalomban bemutatott 

ATCUN-cinkujj fehérje DNS-hasító enzim működése reprodukálható-e amennyiben 

Ni(II)-vel vagy Cu(II)-vel hidrolizált cinkujj fehérjét alkalmazunk. Továbbá, hogy 

mekkora egy ilyen enzim aktivitása, specifitása, és milyen mértékben befolyásolja 

ezeket az ATCUN motívum és a cinkujj alegységek közötti összekötő 

aminosavszekvencia. 
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4 Kísérleti rész 

4.1 Rekombináns DNS technológia 

A rekombináns DNS technológiai eljárások segítségével különböző DNS 

szakaszokat módosíthatunk, építhetünk össze, majd ezt bejuttatva egy élőlénybe, új 

genetikai információt hozunk létre [182].  

4.1.1 DNS hasítás 

Új DNS szakaszok összeállításához szükséges a DNS szálak specifikus hasítása. Erre 

a célra olyan, természetben előforduló restrikciós endonukleázok alkalmazhatók, amelyek 

nagy specifitással képesek felismerni viszonylag rövid ~5-6 bp hosszúságú palindrom DNS 

szekvenciákat, majd ezekben a foszfodiészter kötéseket elhasítják. Ha a DNS szálon 

egymással szemben történik a hasítás, akkor tompa végeket kaphatunk (blunt end), míg 

ellenkező esetben az egyik szál túlnyúlik, ezzel úgynevezett ragadós végek (sticky end) 

képződnek (9. ábra).  

 
9. ábra: Restrikciós endonukleázok által kialakított a, tompa; b, ragadós végű DNS-ek sematikus ábrázolása. 
A tompa végű hasítást EcoRV, a ragadós végű hasítást az NheI restrikciós enzim példáján keresztül ábrázoltuk. 
N bármilyen nukleotidot jelölhet. 

Munkánk során 100-500 ng DNS-t hasítottunk tipikusan 5 Unit3 enzim jelenlétében 

(pl.: BamHI, NheI, NcoI, EcoRI, HindIII, NdeI, XhoI (Thermo Scientific)) 1-4 óra alatt 

37 °C-on, a gyártó által ajánlott pufferben, majd a nukleázokat hősokk segítségével 

inaktiváltuk (65-80 °C, 10-30 perc). 

4.1.2 DNS ligálás 

Az elhasított DNS molekulákat ligáz enzim segítségével lehet „összeragasztani”. 

Tompa végek esetében bármilyen két DNS molekula összeilleszthető, míg ragadós végek 

                                                 
3 Restrikciós endonukleázoknál 1 Unit az az enzim mennyiség, amely 1 µg DNS-t 1 óra alatt 37 °C-on 50 µl 
térfogatban 100%-ban elhasít. 
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esetében csak abban az esetben, ha a túlnyúló egyszálú DNS szekvenciák egymás 

komplemefnterei (10. ábra). Ebből adódóan, ha ragadós végeket hátrahagyó restrikciós 

endonukleázokkal hasítunk el két DNS-t, azok biztosan ligálhatók, és a ligálás során újra 

helyreáll a restrikciós enzim felismerési helye.  

 
10. ábra: Ligálási reakció a, tompa; b, ragadós végű DNS szálak esetén. Az X-szel jelölt helyen foszfátcsoport 
és hidroxilcsoport is lehet, a ligálás mindkét esetben megvalósulhat Adenozin-trifoszfát (ATP) jelenlétében. 

A tompa végű QuikChange reakciótermékeket 50 µl ligálási elegyben, 0,07 Unit/µl4 

T4 DNS ligáz (Thermo Scientific, Toyobo) segítségével ligáltuk 1 órán keresztül 37 °C-on. 

A ragadós végű DNS-eket 0,15 Unit/µl enzim segítségével ligáltuk 12 órán keresztül 16 °C-

on vagy 1 órán keresztül 37 °C-on. Az enzimet 65 °C, 10 perc inkubálással inaktiváltuk. 

4.1.3 DNS foszforilálás-defoszforilálás 

A munkánk során alkalmazott T4 DNS ligáz (Thermo Scientific, Toyobo) képes 

abban az esetben is összeilleszteni két DNS szálat, amennyiben a két szál közül csupán az 

egyik tartalmaz 5’ foszfátcsoportot (10. ábra), amennyiben mindkét foszfátcsoport hiányzik 

már nem történik ligálás. Ez lehetőséget teremt arra, hogy két DNS összeillesztése során 

elkerüljük, hogy ugyanazon DNS két vége egymással kapcsolódjon össze. A DNS hasítása 

után az 5’ végen elhelyezkedő foszfátcsoportot, a FastAP Thermosensitive Alkaline 

Phospatase (Thermo Scientific) enzim segítségével lehet eltávolítani. Az enzimet 1 Unit5 

mennyiségben alkalmaztuk (10 perc, 37 °C), majd 5 percen keresztül 75 °C-on inaktiváltuk.  

A szilárdfázisú oligonukleotid szintézis segítségével elállított oligonukleotidok 5’ 

végein hidroxilcsoport található, így ahhoz, hogy a ligálási reakciókat végrehajthassuk, 

esetenként szükség lehet az egyik vagy másik lineáris DNS molekula foszforilálására vagy 

defoszforilálására. Kísérleteink során 10 Unit6 T4 Polinukleotid kináz enzimet (Thermo 

                                                 
4 Ligáz esetén 1 Unit/µl koncentráció az az enzimkoncentráció, amely 1 nmol ³²P-jelölt pirofoszfátot ATP-vé 
alakít 20 perc alatt 37 °C-on 66 mM Tris-HCl pH 7,6 6,6 mM MgCl₂ 10 mM DTT 66 µM ATP pufferben. 
5 Alkalikus foszfatáz enzimnél 1 Unit az a mennyiség, amely képes 1 µg DNS 5’–végeiről 10 perc alatt 37 °C-
on 100%-ban eltávolítani a foszfátcsoportokat. 
6 T4 Polinukleotid Kináz esetén 1 Unit jelenti azt a mennyiséget, amely képes 1 nmol DNS-t foszforilálni 30 
perc alatt 37 °C-on. 



33 

 

Scientific) alkalmaztunk 1 µM ATP jelenlétében ~45 µg lineáris DNS foszforilálásához 

(20 perc 37 °C), majd az enzimet 10 percen keresztül 75 °C-on inaktiváltuk. A reakció során 

az enzim az ATP-ről viszi át a foszfát csoportokat a DNS 5’– végére. 

4.1.4 Transzformálás 

A ligálási reakciót követően egy olyan vegyes DNS elegyünk van, amely legalább 

egy, általunk tervezett DNS molekulát tartalmaz, emellett pedig számos egyéb nemkívánt 

terméket. A legegyszerűbb szelekciós módszer, ha a DNS molekulákat baktériumsejtekbe 

juttatjuk be. Egy baktériumsejten belül nem maradhat fenn két olyan DNS hordozó, amelyek 

replikációs origójukban megegyeznek, de a szekvenciájukban valahol eltérés található. 

Ezesetben a sejt az egyik DNS-t lebontja. Ezzel a sejtek kvázi elvégzik a DNS molekulák 

szelektálását. További egyszerűsítést jelent, hogy a legtöbb rekombináns DNS hordozó 

tartalmaz antibiotikum-rezisztenciát kódoló génszakaszt, így antibiotikum-tartalmú 

táptalajon csak azok a sejtek maradnak életben, amelyekbe bejutott egy körkörös DNS 

hordozó. 

A folyamat végrehajtásához olyan sejtekre van szükség, amelyeknek a sejtfalát 

előzőleg fellazítottuk, ezeket kompetens sejteknek nevezzük. Kompetens sejtek előállíthatók 

elektroporációval, illetve CaCl2 segítségével. Kutatásaink során mi utóbbi technikát 

alkalmaztuk. Az eredetileg antibiotikum-rezisztenciát és körkörös DNS hordozót még nem 

tartalmazó baktériumsejteket LB-agar táptalajon szaporítottuk egy éjszakán át 37 °C-on, 

majd egy telepet 5 ml antibiotikummentes LB tápoldatba oltottuk át. A sejteket 37 °C-on 

150-200 percenkénti fordulatszámmal (RPM) rázattuk ~1 OD600 érték eléréséig, majd 50 ml 

antibiotikummentes LB oldatba átoltva, további 3 órán keresztül ~1 OD600 értékig. 

A sejtszuszpenziót jégen hűtöttük, a sejteket centrifugálással ülepítettük, (4000 g 10 

perc 4 °C) majd 25 ml 0 °C 0,1 M CaCl2 oldatban szuszpendáltuk. 1 óra inkubáció alatt a 

Ca(II) hatására a sejtfal fellazult, ezután a sejteket ismét ülepítettük, végül 4 ml 0,1 M CaCl2 

15 (V/V)% glicerin oldatba szuszpendáltuk, és 50-100 μl adagokban –80 °C-on tároltuk 

felhasználásig. 

Egy tipikus transzformálás során 50 µl DH5α kompetens sejtet kevertünk össze jégen 

~100 ng DNS-sel, majd jégen tároltuk az elegyet 1 órán át. Ezután hősokkot alkalmaztunk, 

hogy a kompetens sejtek pórusai bezáródjanak (42 °C 2 perc, 0 °C 2 perc). A sejteket 50-

100 µl 37 °C-os antibiotikummentes LB tápoldat hozzáadását követően inkubáltuk (1 óra, 

37 °C), majd 50-150 µl szuszpenziót, antibiotikum-tartalmú (100 ng/µl ampicillin vagy 

50 ng/µl kanamicin) LB+-agar Petri csészékre szélesztettünk és inkubáltuk (37 °C, 
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12‑16 óra). A továbbiakban az antibiotikum jelenlétét a tápoldatban, táptalajokban LB+ 

jelöléssel tüntettük fel. 

4.1.5 Polimeráz láncreakció 

A polimeráz láncreakció (PCR) segítségével DNS szakaszok sokszorosíthatók, 

amennyiben a kiválasztott régió két végén ismert a DNS szekvencia. Első lépésben olyan 

oligonukleotidokat (primerek) kell szilárdfázisú oligonukleotid szintézis segítségével 

előállítani, amelyek a sokszorosítandó DNS szakasz (templát) két szálának 5’-végeivel 

azonosak és ~12-20 nukleotid (bp) hosszúságúak. Ezek az oligonukleotidok hozzátapadnak 

a linearizált DNS templát komplementer 3’ végeihez, ezzel pedig indító szekvenciaként 

funkcionálnak a DNS polimerizációhoz. A polimeráz enzim a primerektől indulva 5’→3’ 

irányban megkezdi az új szál felépítését megfelelő építőegységek, dezoxi-nukleozid-

trifoszfátok jelenlétében. 

A folyamat emberi szervezetben is végbemegy, ám itt további fehérjékre is szükség 

van, amelyek kitekerik a kromoszómákat, és a DNS két szálát szétválasztják, ezzel 

lehetőséget adva, hogy polimeráz enzim által előállított komplementer oligonukleotidok és 

a polimeráz enzim hozzáférjen a sokszorosítandó régióhoz. Az in vitro PCR során magas 

hőmérsékletet alkalmazunk a DNS szálak szétválasztására. A reakcióhoz speciális hőtűrő 

polimeráz enzimekre van szükség. Az enzim működéséhez elengedhetetlen a Mg(II)-

jelenléte. 

A reakciót a hőmérséklet programozott változtatásával szabályozhatjuk. Első 

lépésben (denaturálás) 94-98 °C-on a kiindulási DNS két szála közötti hidrogénkötések 

felbomlanak. Második lépésben (kapcsolódás) a hőmérsékletet olyan értékre csökkentjük le, 

ahol a primerek hozzákapcsolódnak a DNS szálaihoz. Ez az érték jellemzően a primer 

olvadási hőmérséklete ±5 °C. Harmadik lépésben (meghosszabbítás) a DNS-polimeráz az 

egyszálú DNS-ekhez kapcsolódott primerektől megkezdi az új szál szintézisét. Az 

alkalmazott hőmérséklet az enzim fajtájától függően 65-72 °C között alakulhat. A DNS-

polimerázok többségére igaz, hogy a reakció körülményei között egy perc alatt ~1000-2000 

nukleotidot építenek a láncba, így a meghosszabbítás ideje a sokszorosítandó szakasz 

hosszától függ. Ezt a három lépést egy ciklusnak tekintjük, és a folyamat végén a kiindulási 

sokszorosítandó DNS szakaszból immár kettő lesz. A ciklust többször megismételve a DNS 

mennyisége exponenciálisan növekszik, amíg el nem fogynak az építőegységek, ami 

álltában 30-35 ciklust követően történik meg. Amennyiben hosszabb kiindulási DNS-t 

alkalmazunk, mint a sokszorosítandó régió, akkor minden ciklusban képződik nem 
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megfelelő hosszúságú szakasz is, de ezeknek a száma csak lineárisan nő, így harminc ciklus 

után ezek aránya elhanyagolható (11. ábra). 

 
11. ábra: Egy PCR első három ciklusa. Az első ciklus részlépéseit külön tüntettem fel. A várt kétszálú termék 
(bekarikázva) a 3. ciklustól kezdve képződik. 

A kísérleteket MJ Research PTC-150 és BioRAD iCycler PCR készülékben hajtottuk 

végre. DreamTAQ (Thermo Scientific), Phusion High Fidelity (Thermo Scientific), vagy 

KOD –Plus (Toyobo) polimerázt alkalmaztunk a gyártók protokolljait követve. 

4.2 DNS hordozó sokszorosítás, tisztítási módszerek 

Nagyobb mennyiségű körkörös bakteriális DNS hordozó előállításához a Petri 

csészén felnövesztett baktériumtelepeket egyesével antibiotikum tartalmú (100 ng/µl 

ampicillin vagy 50 ng/µl kanamicin) LB+ tápoldatba juttattuk, majd inkubáltuk (37 °C, 150-

200 RPM rázatás), amíg a szuszpenzió zavarossága el nem érte az ~1-2 OD600 értéket. 

Az így előállított sejtszuszpenzióból későbbi felhasználás céljából minden esetben 

glicerines törzsoldatot készítettünk (20 (V/V)% glicerin), amit –75 °C-on tároltunk, amivel 

elkerülhető az ismételt transzformálás szükségessége. Kismennyiségű DNS előállításához 

(small scale) ezen a ponton a fennmaradó oldatból a sejteket centrifugálással ülepítettük 

(14000 g, 2 perc). Nagyobb mennyiségű DNS előállításakor az 5 ml sejtkultúrából 100-

250 μl-t 250 ml antibiotikum tartalmú LB+ tápoldatba oldottunk át, ezt tovább inkubáltuk 

(37 °C, 150‑200 RPM rázatás) ~1-2 OD600 érték eléréséig, majd a sejteket centrifugálással 

ülepítettük (4000 g, 15 perc, 4 °C) és a felülúszót dekantáltuk. A sejteket RNáz A-tartalmú 

oldatban szuszpendáltuk fel, ami elbontja az RNS molekulákat, majd a DNS hordozókat 

alkalikus lízis segítségével nyertük ki a sejtekből (0,1 M NaOH és 1 (m/V)% SDS7(nátrium-

                                                 
7 1 g SDS 100 ml oldatban 



36 

 

dodecil-szulfát)). Lúgos közegben a DNS két szála elválik egymástól, majd az elegyhez 

kálium acetát puffert (pH 5,2) adva a pH hirtelen lecsökkent. Így a bakteriális körkörös 

DNS-ek ismét kétszálúvá alakulnak, míg a genomiális DNS a gyors pH változás hatására 

nem tud hibridizálódni, és kicsapódik a fehérjékkel és egyéb sejtalkotókkal együtt. Az 

oldhatatlan komponensek centrifugálással távolíthatók el (14100 g, 2 perc, vagy 20000 g 

30 perc, 4 °C). 

 
12. ábra: Bakteriális DNS hordozó tisztításának sematikus folyamatábrája 

A DNS hordozót tartalmazó felülúszót anioncserélő oszlopra felvéve, a DNS enyhén 

savas közegben megkötődik, a többi még jelenlévő szennyező pedig átmosható etanol és 

izopropanol-tartalmú oldatokkal. A tiszta DNS semleges, enyhén lúgos közegben (1× TE 

pufferrel) eluálható a gyantáról (12. ábra). Munkánk során kismennyiségű DNS 

tisztításához a ZR Plasmid Miniprep-Classic kit-et, nagymennyiségű DNS-hez a GeneJet 

Plasmid Maxiprep Kit-et és a Geneaid Maxi Plasmid DNA Kit-et használtuk. 

4.3 Gélelektroforézis 

Elektroforézisen töltéssel rendelkező részecskék elektromos erőtér hatására történő 

vándorlását értjük olyan közegben, amely lehetőséget nyújt azok szétválasztására. 

 
13. ábra: Gélelektroforézis sematikus vázlata: A töltéssel rendelkező makromolekulák elegyét a porózus gél 
előre kialakított üregeibe töltjük, majd elektroforézis során azok az ellentétes töltésű elektród felé indulnak el. 
Vándorlásuk sebességét a gélben az effektív töltésük, alakjuk, méretük, géllel való kölcsönhatásuk befolyásolja 
így a különböző molekulák fokozatosan szétválasztódnak [183]. 
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A DNS vagy fehérje minták elválasztásához agaróz vagy poliakrilamid gélt 

alkalmazunk. A pozitív töltésű részecskék a katód, a negatívak az anód felé vándorolnak. 

Ennek sebességét befolyásolja a gél sűrűsége, pórusátmérője, az alkalmazott feszültség, a 

makromolekulák töltéssűrűsége, mérete és alakja (13. ábra). 

4.3.1 Agaróz gélelektroforézis 

A térhálós szerkezetű agaróz géleket elsősorban nagyobb méretű (>100 bp) DNS 

keverékek elválasztására használjuk. A nukleinsavak foszfátcsoportjaik révén negatív 

töltéssel rendelkeznek, így az anód felé vándorolnak. Haladásuk sebessége méretük 

logaritmusával ellentétesen arányos. 

 
14. ábra: Bakteriális DNS hordozó különböző formái a, sematikusan ábrázolva; b, 1 (m/V)% agaróz gélben 
futtatva. sc: szuperhelikális, oc: nyílt cirkuláris, lin: lineáris forma. DS: kétszálú DNS hasítás, SS: egyszálú 
DNS hasítás. Marker: EcoRI, HindIII hasított λ marker. 

A vizsgálatok során használt bakteriális DNS-ek három fő formáját8 

különböztethetjük meg. Normál állapotban szuperhelikális formában fordulnak elő (sc), 

amennyiben egyik szálban sem fordul elő hasadás. Szerkezetük többszörösen feltekeredett, 

így rendkívül kompakt. A gélben ez a forma képes a legkönnyebben előrehaladni 

elektroforézis során. Ha a szuperhelikális DNS két szálának egyikén hasadás történik (SS), 

nyílt cirkuláris forma alakul ki (oc), mely a három forma közül leglassabban jut át a gél 

pórusain. Amennyiben a szuperhelikális DNS-ben kétszálú hasítás történik (DS) lineáris 

(lin) formájúvá alakul, és többnyire rendezetlen alakjának köszönhetően a szuperhelikális és 

nyílt cirkuláris forma között vándorol a gélben. Szintén lineáris forma alakul ki, ha egy nyílt 

                                                 
8 A szakirodalomban gyakran eltérő konformációkként hivatkoznak az eltérő formákra, habár nem teljesen 
azonos molekulákról beszélünk. 
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cirkuláris DNS-ben a felnyílt szállal átellenes pozícióban további egyszálú hasítás 

következik be (14. ábra a,). Számos esetben megfigyelhető egy sáv a gélképeken, amely a 

leglassabban fut, és ez feltételezések szerint a DNS aggregálódásából adódhat. Ezt 

konkatemernek nevezzük, de a legtöbb vizsgálat során nem vesszük figyelembe 

(14. ábra b,). A DNS kimutatására gélben eloszlatott etídium-bromidot alkalmazunk, amely 

interkalálódik a kettős hélix szerkezetébe, és ilyen formában UV fény hatására látható 

fénnyel lumineszkál. Az agaróz gélre – a vizsgált mintákkal párhuzamosan – ismert méretű 

DNS-ek elegyét (marker) is felvisszük. Ezekkel összehasonlítva a DNS mérete 

megbecsülhető. Munkánk során 5 µl felvitt DNS mellé 1 µl hatszoros töménységű glicerin-

tartalmú festékoldatot (Loading Dye) adagoltunk, amely biztosította a könnyű 

mintafelvételt, és a kék festék segítségével nyomon követhető volt az elektroforézis 

előrehaladása. Az elektroforézist horizontális elrendezésű futtatókádban 100 V-on, általában 

30-60 percig végeztük. 

4.3.2 Poliakrilamid gélelektroforézis 

Az akrilamid gyökös polimerizáció során hosszú elágazásmentes poliakrilamidot 

képez. A gyökös reakció katalizátoraként N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamint (TEMED) 

használunk, az iniciátor pedig ammónium-peroxo-monoszulfát (APS). Az akrilamid vizes 

oldatába megfelelő arányban bisz-akrilamidot keverve térhálós polimert kapunk, amely 

alkalmas fehérjék, illetve kisebb méretű (< 100 bp) DNS szakaszok elválasztására. 

Megkülönböztethetünk natív (natív-PAGE), valamint nátrium-dodecil-szulfátot tartalmazó 

(SDS) poliakrilamid géleket (SDS-PAGE). 

Natív gélben a fehérje előrehaladása az oldalláncainak töltése mellett a 

makromolekula alakjától is függ. Ha előzőleg SDS-sel, illetve β-merkaptoetanollal kezeljük 

a fehérjemintákat, akkor azok egységesen „szivar” alakot vesznek fel, és méretükkel arányos 

negatív töltésre tesznek szert, mivel az SDS az aminosavak oldalláncaihoz kapcsolódik 

hidrofób kölcsönhatások révén. Az így kezelt fehérjék méretük, azaz molekulatömegük 

alapján elkülöníthetők, illetve ismert molekulatömegű fehérjék elegyével (marker) 

párhuzamosan futtatva molekulatömegük becsülhető. A fehérjesávok előhívására 

leggyakrabban az eredetileg textilipar számára kifejlesztett Coomassie Brilliant Blue 

festéket használják, mivel az a gélben csak a fehérjékhez kötődik hozzá. Kutatásaink során 

16,5 (m/V)% Tricin-SDS-PAGE géleket használtunk (120 V, 4 h) a fehérjék vizsgálatára. 
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4.3.3 Gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálat 

A fent említett agaróz és poliakrilamid gélelektroforézis segítségével fehérje-DNS 

kölcsönhatások kimutatása is lehetséges, melynek alapja, hogy amennyiben a DNS-hez 

fehérje köt hozzá, az lassabban halad előre gélben, mint szabad formában. A specifikus és 

nem specifikus kölcsönhatások is elkülöníthetők ily módon az ionerősség változtatásával 

(15. ábra). A módszert angol elnevezése alapján (Electrophoretic Mobility Shift Assay) 

általában EMSA-nak rövidítik. 

 
15. ábra: DNS sáv eltolódása gélben növekvő fehérjefelesleg hatására specifikus, illetve nem specifikus 
kölcsönhatás következtében sematikusan ábrázolva. 

Az EMSA kísérletekben 34 bp hosszúságú DNS molekulákat alkalmaztunk. Az 

1MEY# cinkujj fehérje specifikus (5’-GAGGCAGAA-3’) szekvenciáját tartalmazó S1 

DNS-t az 5′‑GAATTCCTGCTGAGAGGCAGAAACATAGGGGTCG‑3′ és 

5′‑CGACCCCTATGTTTCTGCCTCTCAGCAGGAATTC‑3′ oligonukleotidok, a 

nemspecifikus S0 DNS-t a 5′‑CTAGTTTGCTGAACTGGGGTCACATAGATTAATA‑3′ 

és 5′‑TATTAATCTATGTGACCCCAGTTCAGCAAACTAG‑3′ oligonukleotidok 

hibridizálásával állítottuk elő. Az oligonukleotidok szilárdfázisú oligonukleotidszointézis 

révén készültek el (Invitrogen). A kísérletek során 6 (m/v)% natív PAGE-t használtunk, ami 

29:1 arányban tartalmazott akrilamidot és biszakrilamidot. A felesleges akrilamid 

eltávolítása érdekében a gélt 60 percig előfuttattuk üresen (4 °C, 100 V). A futtatásokat 4 °C-

on hajtottuk végre 30 percig 12,5 mM Tris, 96 mM glicin (pH 8,3); pufferben vertikális 

futtatókádban (Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad)). A mintákat 10 mM HEPES (pH 7,4); 

150 mM NaClO4, 10 (m/V)% glicerin pufferben állítottuk össze, majd 5 μl-t vittünk fel a 

gélre. Referenciaként minden esetben 5 μl FastRuler Ultra Low Range DNA Ladder 

(Thermo Scientific) markert alkalmaztunk. A géleket futtatást követően 0,5 μg/ml EtBr 
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festéssel (15 perc) tettük láthatóvá. Az eredményeket Uvitec BTS 20MS készülékben 

dokumentáltuk. 

4.4 Spektroszkópiás vizsgálati módszerek 

4.4.1 UV-Vis spektroszkópia 

Ultraibolya-látható (UV-Vis) spektroszkópia abban az esetben alkalmazható, ha egy 

anyagnak van fényelnyelése a 200-800 nm hullámhossz-tartományban. A fényelnyelés 

mértékét az abszorbancia jellemzi, ami egy dimenziómentes mennyiség. A hullámhossz 

minőségi, míg az intenzitása mennyiségi információt hordoz. A DNS nukleobázisai purin 

(adenin, guanin) és pirimidinvázas (citozin, timin) heteroaromás vegyületek, melyek 

abszorbanciájában ~260 nm környékén található lokális maximum. Minél hosszabb egy 

DNS szál, annál valószínűbb, hogy a négy nukleobázis egyenlő arányban lesz jelen, ekkor a 

minta fényelnyelésének lokális maximuma pontosan 260 nm-nél található. 50 µg/ml DNS, 

33 µg/ml egyszálú DNS és 40 µg/ml RNS egyes abszorbanciát mutat 260 nm-en 1 cm 

úthosszon, ami alapján könnyen meghatározható spektrofotometriával ezen minták 

koncentrációja. A laboratóriumban előállított lineáris, valamint körkörös bakteriális DNS‑ek 

tisztaságának megállapítására UV-Vis mérések során jellemzően a 260 és 280 nm-en mért 

abszorbancia hányadosát használják. Ez az érték optimális esetben 1,8-2 között mozog. 

Magasabb érték RNS, míg 1,8 alatti érték feltehetően fehérje/aromás szennyezésre utal a 

mintában. A fehérjék 280 nm-környékén rendelkeznek lokális abszorbciós maximummal, 

azonban a moláris abszorbancia függ az aminosav összetételtől. Habár léteznek programok, 

amelyek megbecsülik ezt az értéket [184], azonban a valóságban 10-20% eltérés is lehet a 

tényleges értékhez képest, így körültekintően kell ezt a módszert fehérjék koncentrációjának 

meghatározására használni. A fémionok d-d átmeneteit és a fémion és ligandum közötti 

töltésátviteli sávot is lehetséges UV-Vis spektroszkópiával követni. Így akár stabilitási 

állandók is meghatározhatók. Azonban a Zn(II) a látható és közeli UV tartományban nem 

rendelkezik fényelnyeléssel, így esetünkben ez a módszer közvetlenül nem alkalmazható, 

csak kromofór csoporttal rendelkező Zn(II)-szelektív molekulákat alkalmazva (pl. 4-(2-

piridilazo)rezorcin (PAR)).  

Teljes UV-Vis abszorbancia spektrumokat egy Evolution 220 (Thermo Fischer) 

spektrofotométeren rögzítettük 1 cm úthosszban, míg DNS-koncentráció meghatározásra 

egy rögzített hullámhosszakon működő Nanodrop Lite készüléket használtunk (Thermo 

Fischer), amelyben 2× 0,5 mm úthosszal 1 µl mintatérfogat mellett is kivitelezhető a mérés. 
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4.4.2 Cirkuláris dikroizmus spektroszkópia 

A fehérjék szerkezetének meghatározására többféle fizikai-kémiai módszer 

alkalmazható. Röntgen-diffraktometriával meghatározható egy fehérje háromdimenziós 

szerkezete, de ehhez egykristályra van szükség, aminek előállítása gyakran nagy kihívást 

jelent. Az NMR spektroszkópia az oldatban lévő fehérje szerkezetére ad információt, 

azonban meglehetősen tömény, és/vagy 13C és 15N izotópokkal dúsított fehérjemintára van 

szükség, továbbá a mérés és kiértékelés időigényes. A krio-elektronmikroszkópia egy új és 

ígéretes eljárásnak számít, amely kiküszöbölheti az előbbi módszerek hátrányait, de 50 kDa 

alatti fehérjékre nem alkalmazható jelenleg. A cirkuláris dikroizmus (CD) spektroszkópia 

bevett eljárás, melynek segítségével ~10% pontossággal becsülhető a fehérjék másodlagos 

szerkezeti összetétele híg (μM-os) oldatokból is. A másodlagos szerkezeti elemek megléte 

az esetek többségében a megfelelő harmadlagos szerkezet kialakulását is alátámasztja.  

A fényre jellemző, hogy haladási irányára merőlegesen a térerősség vektorainak 

intenzitása (esetlegesen iránya) adott pontban periodikus változást mutat. Lineárisan poláros 

fény esetén a térerősség vektorok minden esetben azonos sík mentén mozognak. A síkban 

polarizált fény felbontható két azonos intenzitású, de ellentétesen cirkulárisan polarizált 

sugárra. Ha a síkban polarizált fény olyan optikailag aktív anyagon halad keresztül, mely az 

egyik cirkulárisan polarizált alkotót nagyobb mértékben nyeli el, az átjutó fény amplitúdója 

és fázisa is különbözni fog a beesőtől, ez a cirkuláris dikroizmus jelensége. Az amplitúdó 

változása elliptikusan polarizált fényt eredményez, mértékét az ellipticitással (θ) 

jellemezhetjük: tanθ = b/a, ahol b és a az ellipszis kis- és nagytengelyének hossza. A CD 

spektrométerben elsődlegesen mért érték a balra és jobbra cirkulárisan polarizált 

fénysugarak abszorbanciájának különbsége: ΔA = AL–AR. A két mértékegység közti átváltás 

az alábbi összefüggés alapján lehetséges: θ = 32,98×ΔA [185]. 

A fehérjékben megfigyelhető másodlagos szerkezeti elemeket (α-hélix, β-kanyar, 

antiparallel/parallel β-redő) az amidkötések egymáshoz viszonyított elrendeződése hozza 

létre. Mivel e csoport a távoli ultraibolya tartományban (180-260 nm) n-π*, illetve π-π* 

átmenetei révén CD jelet ad, megbecsülhető a fehérjéket felépítő másodlagos szerkezeti 

elemek egymáshoz képesti aránya (16. ábra). A közeli UV tartományban (260-320 nm) az 

aromás oldalláncok elnyelése mérhető, így azok egymáshoz képesti orientációjából 

következtetni lehet a fehérjék harmadlagos szerkezetére. 
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A CD spektrumokból számítógépes programok segítségével (BeStSel, CDpro) 

becsülhető meg a másodlagos szerkezeti elemek aránya. Ehhez gyakran szükséges az adatok 

átváltása. A delta epszilon (Δε) számolása az alábbi képlet alapján történik: 

∆𝜀 =
𝜃[mfok]

32982 ∙
𝑐௙௘௛é௥௝௘[μM]

1000000
∙ 𝑛 ∙ 𝑙[cm]

 
(1) 

ahol 𝑛 a fehérjét alkotó aminosavak száma, 𝑙 a küvetta úthossza [186].  

 
16. ábra: A fehérjék másodlagos szerkezeti elemeire jellemző CD spektrumok. A legnagyobb intenzitású 
jeleket az α-hélixek szabályosan elrendeződő kromofórjai eredményezik [187]. 

A CD méréseket egy JASCO J-815, illetve Jasco J-1500 spektropolariméteren 

végeztük 180-330 nm hullámhossztartományban 1 nm felbontással 2 s integrációs idővel és 

1 nm‑es sávszélességgel 0,1 vagy 0,2 mm cilindrikus küvettában (SUPRA-SIL, Hellma 

GmbH) szakaszos mérésmóddal. A szinkrotron sugárforrású CD méréseket (SRCD) az 

Aarhusi Egyetemen, Dániában végeztük (CD1 beamline of the storage ring ASTRID at the 

Institute for Storage Ring Facilities (ISA)) 170-330 nm hullámhossz-tartományban 

[188‑189]. 

4.4.3 Spektrofluorimetria 

Fluoreszcencia akkor lép fel, ha egy anyagot UV vagy látható fénnyel gerjesztve, az 

10−9-10−6 s elteltével azonos vagy nagyobb hullámhosszúságú fény kibocsájtása közben jut 

vissza alapállapotba. Jellemzően az aromás, vagy többszörösen konjugált kettős kötés-

tartalmú, merev szerkezetű molekulák rendelkeznek fluoreszcenciával. Az 1MEY#-Zn(II), 

Cd(II)- és Hg(II)-affinitásának maghatározására a 2-[2-[2-[2-[bisz(karboxil metil)amino]-5-

metoxi-fenoxi]etoxi]-4-(2,7-difluor-3-oxido-6-oxo-4a,9a-dihidroxantén-9-il)anilino]acetát 

(FluoZin-3) fluoreszcens festéket alkalmaztuk CLARIOstar Plus lemezolvasóban 

θ 
(m

fo
k

)

Hullámhossz (nm)

= α-hélix
= β-redő
= rendezetlen szerkezet

180 200 220 240
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(BMG Labtech). A szabad FluoZin-3 491 nm-en, a Zn(II)-komplexben lévő FluoZin-3 

494 nm-en rendelkezik lokális abszorbciós maximummal. A vegyület Zn(II) (vagy egyéb 

soft d10 fémion) jelenlétében 516 nm-en fluoreszkál maximális intenzitással. A fluorofór 

Zn(II) kötés lgβ = 8,16 pH független stabilitási állandóval jellemezhető [190]. A 

vizsgálataink során nem volt szükség fémion-FluoZin‑3-cinkujj fehérje vegyeskomplexek 

feltételezésére, a folyamatok leírásához. A FluoZin-3 koncentrációját spektrofotometriásan 

határoztuk meg az irodalmi moláris abszorbancia adatokat felhasználva (λmax = 491 nm, 

εmax = 71143 M–1cm–1, (pH 7,4)). Az 1MEY# Zn(II)-affinitásának becslésére 200-200 μl 

egyedi mintákat állítottunk össze 96-lyukú mikrolemezeken (96 well polystyrene non-

binding flat-bottom black microplates (Greiner Bio-One)). A FluoZin-3 koncentráció 

állandó volt, míg a Zn(II)-kötött 1MEY# koncentrációja fokozatosan növekedett. 30 perc 

fénytől elzárt 25 °C inkubálást követően, 480 – 490 nm hullámhossz-tartományban 

gerjesztettük a mintákat, és 510 – 520 nm hullámhossz-tartományban mértük a 

fluoreszcenciát. Referenciaként olyan mintákat is összeállítottunk, ahol a Zn(II)-kötött 

1MEY# helyett azonos koncentrációjú ZnCl2-t adtunk a mintákhoz, ezzel határoztuk meg a 

maximális elérhető fluoreszcencia intenzitás értéket minden mérési pontban. 

 
17. ábra: Fluorimetriás titrálási eljárás. A kiindulási fluoreszcenciát a FluoZin-3-hoz képest 10-szeres 
feleslegben alkalmazott EDTA-val határoztuk meg. Az elérhető maximális fluoreszcencia értéket 0,5 ekv 
Zn(II) FluoZin-3 ('Max') alkalmazásával határoztuk meg. A FluoZin-3 kétszeres feleslegére azért volt szükség, 
hogy a Zn(II) 100%-a komplexben legyen. A 'Max' referencia mintával azonos mennyiségű Zn(II)-t tartalmazó 
1MEY# mintát titráltuk. A titrálás során a hígítási hatást puffer injektálásával határoztuk meg (a mérőoldat 
helyett). 

Amennyiben a Zn(II)-1MEY# és a toxikus fémionok közötti kompetíciót követtük, 

a lemezolvasó beépített injektorait használtuk a tényleges titrálás során. Minden pontban 3-

3 μl mérőoldatot injektáltunk kiindulási mintához. Minden injektálást követően a mintákat 

inkubáltuk (30 s 150 RPM rázatás, 5 perc 25 °C). A titrálást automatizáltuk (ld. F1. 

táblázat). A tényleges fehérje-fémion mérés mellett minden esetben további összehasonlító 

Háttér:
FluoZin-3 +

EDTA

Max:
FluoZin-3 +

0,5 ekv Zn(II)

Minta:
FluoZin-3 +

0,16 ekv1MEY#

Minta:
FluoZin-3 +

0,16 ekv1MEY#

Puffer Mérőoldat
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méréseket is végrehajtottunk annak érdekében, hogy ismerjük a hígulás hatását, továbbá 

minden pontban ki tudjuk számolni a relatív fluoreszcencia értékeket (17. ábra). 

4.4.4 Fluoreszcencia anizotrópia 

Amennyiben egy fluoreszcens molekula besugárzása polarizált fénnyel történik, 

információt nyerhetünk róla, hogy a besugárzás, és az emisszió között milyen mértékben 

képes elfordulni. Az ilyen mérések előnyösek makromolekulák és fluoreszcens 

kismolekulák kölcsönhatásának detektálására, mivel a méretváltozással együtt a molekulák 

mozgékonysága is változik. Kísérleteink során ezt a módszert az 1MEY# fehérje és a 

specifikus DNS kölcsönhatását jellemző stabilitási állandó becslésére alkalmaztuk. 

Egy molekula anizotrópiája az alábbi módon adható meg: 

𝑟 =
𝐼௏௏ − 𝐼௏ு

𝐼௏௏ + 2𝐼௏ு
 

(2) 

ahol 𝑟 az anizotrópia, 𝐼௏௏ a vertikális, míg 𝐼௏ு a horizontális intenzitás. 

200-200 μl egyedi mintákat állítottunk össze 96-lyukú mikrolemezeken (96 well 

polystyrene non-binding flat-bottom black microplates (Greiner Bio-One)). 474 – 490 nm 

gerjesztési és 510 – 550 nm emissziós szűrőket használtunk és egy 6-karboxilfluoreszcein 

(FAM)-kapcsolt 28 bp méretű DNS molekula fluoreszcenciáját követtük nyomon növekvő 

mennyiségű 1MEY# cinkujj fehérje jelenlétében egyedi mintákat összeállítva. A DNS-t a 

fluorofórral jelzett 5′-FAM-CCGAGGCAGAATTCGTTCTGCCTCAG-3′ és 

5‑TAMRA‑CTGAGGCAGAACGAATTCTGCCTCGG-3′ (tetrametilrodamin) 

oligonukleotidok hibridizálásával kaptuk meg (Invitrogen). 

4.5 Tömegspektrometria 

A tömegspektrometria azon alapszik, hogy az eltérő tömegű és töltésű gázfázisú 

ionok – elektromágneses tér hatására – tömeg/töltés hányadosuk alapján egymástól eltérő 

idő alatt érik el a detektálás helyét. A módszer nagy érzékenységű (akár fg tömegű minta 

meghatározható), széles tömegtartományú, jól reprodukálható, szelektív, valamint 

elválasztástechnikai módszerekkel, így például gázkromatográfiával (GC-MS), 

folyadékkromatográfiával (LC-MS) vagy kapilláris elektroforézissel (CE-MS) 

kombinálható. A tömegspektrométerek három fő része az ionforrás, analizátor és detektor. 

A mérés lépései a következők: a vizsgálandó mintából ionokat hozunk létre, majd ezeket a 

különböző tömeg/töltés arányuknak megfelelően elválasztjuk. Az ionokat ezután 

detektáljuk, majd az összegyűjtött adatokból kirajzolódik a tömegspektrum. Munkánk során 

egy HPLC-vel összekötött elektropray ionizációs (ESI) ionforrással ellátott TOF (Time Of 
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Flight) detektorral üzemelő Premier Q-Tof1 Waters és egy TriVersa NanoMate (Advion) 

chip-alapú ESI-MS feltéttel ellátott LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Scientific) 

tömegspektrométerrel dolgoztunk. Az ESI-MS lágy ionforrásnak köszönhetően 

vizsgálhatók makromolekulák anélkül, hogy fragmentáció következne be. Méréseinket 

R=120000 (400 m/z-értéknél) felbontással végeztük. Tömegspektrometria során csak 

illékony pufferek alkalmazhatók, így a méréseket megelőzően a fehérjeminták pufferét 

puffercsere segítségével cseréltük ki 100 mM ammónium acetát, (pH 8,1) vagy 2 mM 

ammónium-hidrogén-karbonát (ABC) (pH ~7,8) pufferre az F1.5 fejezetben leírtakhoz 

hasonló módon. A csúcsok dekonvolúcióját az XCalibur 2 programcsomag (Thermo 

Scientific) Xtract programja segítségével hajtottuk végre, a részecskék szimulációját 

ugyanezen programcsomag Freestyle 1.6 programja segítségével végeztük. A fémmentes 

fehérjék molekulatömegeit monoizotópos formában is megadtuk, míg a fémtartalmú 

fehérjék esetében a dekonvolúcióval kiszámított és a szimulált tömegspektrumok 

legnagyobb intenzitású MH+ csúcsaihoz rendelhető molekulatömegeket hasonlítottuk össze 

(18. ábra). A fémtartalmú fehérjekomplexek molekulatömegeinek kiszámításakor a 

fémionok töltésével egyenértékű számú protont vontunk ki az összegképletből. 

 
18. ábra: Fémtartalmú fehérjeminták ESI-MS tömegspektrumainak reprezentatív kiértékelése. Felül a mért, 
és dekonvolúcióval egyetlen MH+ részecskére visszafejtett fehérjeminta izotópeloszlása látható, míg alul 
ugyanezen fehérje szimulált eloszlása. A legintenzívebb szimulált és mért izotópcsúcsok molekulatömegeit 
hasonlítottuk össze munkánk során (világoskék háttér). 



46 

 

Amennyiben a fehérjeszekvenciát alaposabb vizsgálatnak akartuk alávetni, MS/MS 

méréseket is végeztünk ütközés-indukált disszociációs (CID) módszerrel 30 eV 

gyorsítófeszültség mellett. Ekkor R = 30000 felbontással (400 m/z-értéknél) dolgoztunk. 

4.6 Izotermális kalorimetria 

A fehérje-fémion kölcsönhatások vizsgálatában az izotermális titrálásos kalorimetria 

(ITC) előnye, hogy oldatfázisban, immobilizálás és egyéb módosítások nélkül is 

végrehajtható. A titrálás során a kötőhelyek száma, a kölcsönhatás erőssége (lgβ) és egyéb 

termodinamikai paraméterei (entalpia ΔH, szabadentalpia ΔG0, entrópia, ΔS0, állandó 

nyomáson mért fajlagos hőkapacitás különbség ΔCp) is meghatározhatók. További előny, 

hogy közvetlen információt szolgáltat, fenntartási költsége pedig alacsony. 

A kaloriméterben egy referencia és egy mérőcella található, melyek közül előbbibe 

vizet utóbbiba a vizsgálandó fehérje vagy oldatát töltjük. Mivel a víz hőkapacitása 

nagyságrendekkel nagyobb a vizsgálandó komponensénél, ezért nem szükséges a 

referenciacellába és a mérőcellába teljesen azonos oldatot tölteni. A mérőcella tartalmához 

– folyamatos kevertetés mellett – egy automatikus injektorral adagoljuk a kölcsönható 

partner oldatát (mérőoldat). Túltöltéses titrálás során a mérőcellát teljes mértékben feltöltjük 

a mérendő oldattal, így minden injektálási lépés során a befecskendezett térfogattal azonos 

térfogat kiszorul a cellából. Ebből adódóan a titrálás teljes térfogata állandó lesz, azonban a 

kezdeti titrált minta anyagmennyisége fokozatosan csökken, amit figyelembe kell venni a 

számolásoknál. 

A mérés során mindkét cellát kis mértékben fűtjük. A cellák hőmérséklete ezredfok 

pontossággal megegyezik, és a mérés során ennek az állapotnak a fenntartásához szükséges 

fűtőteljesítményt mérjük. Amennyiben nincs reakció, a mérőcellát a referencia 

fűtőteljesítményével megegyező mértékben fűtjük. Ha endoterm reakció zajlik le a 

mérőcellát kell jobban fűteni, míg ha exoterm, akkor csak olyan mértékben, hogy 

megfeleljen a referenciacella hőmérsékletének. 

A titrálás során mért hőváltozás egyenesen arányos azzal, hogy az injektált 

komponens mekkora hányada lép kölcsönhatásba. A titrálás vége felé a titráló komponens 

egyre kisebb hányada lép kölcsönhatásba, míg végül csak az oldathígulásból származó jel 

lép fel. A titrálandó és titráló komponens pontos koncentrációjának ismerete 

elengedhetetlen, valamint célszerű teljesen azonos pufferben azonos pH-n feloldani 

mindkettőt, hogy a keveredésből, ionizációs entalpiaváltozásból adódó többletjel minimális 

legyen. Az injektálások során mérhető hő az alábbi képlettel számítható: 
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∆𝑄 = ෍ ∆𝐻𝑖
0

𝑛

𝑖=1

𝛿𝑛𝑖 (3) 

ahol ∆𝐻௜
଴ az i. részecskéhez tartozó entalpia, 𝛿𝑛 pedig az i. részecske anyagmennyiségének 

változása. A minél pontosabb mérési eredmény elérése érdekében mind a fémion mind a 

makromolekula esetében összehasonlító mérés is szükséges, melynek során a hígulásból 

adódó hőt mérjük. Általában ez utóbbi elhanyagolható. 

Az egyensúlyi állandó meghatározásához megfelelő tartományon belül kell 

megválasztani a minta koncentrációját a mérés során, melyhez az alábbi kísérleti képlet nyújt 

segítséget: 

𝑎 = 𝑛 ∙ [𝐿] ∙ 𝐾௔ 

 
(4) 

ahol 𝑎 az affinitáshoz kapcsolódó paraméter, melynek 1 és 1000 között kell lennie, 𝐾௔ a 

folyamathoz tartozó egyensúlyi állandó, [𝐿] pedig a ligandum koncentrációja [191]. 

 
19. ábra: a, Nyers ITC adatok, ahol a csúcsok a meghatározott időközönként történő injektálások hatására 
bekövetkező hőváltozást jelölik; b, a tényleges titrálási görbe. 

A méréskor fontos, hogy helyesen válasszuk meg az injektálások hosszát, azaz, hogy 

egy egységnyi ligandum térfogatot milyen sebességgel adagoljon a rendszer, különben a 

kapott válaszjel a mérhető tartományon kívül esik. Az is fontos, hogy elegendő idő teljen el 

két injektálás között, máskülönben nem tudjuk meghatározni a későbbiekben az alapvonalat 

(19. ábra a,). A mérés során kapott csúcsok alatti területeket integrálva kapjuk meg a 

tényleges titrálási pontokat, amelyekkel elvégezhetjük az illesztést (19. ábra b,). 

Méréseinket egy kis térfogatú NanoITC (TA) készülékben hajtottuk végre 

25 ± 0,1 °C‑on túltöltéses módban, 350 RPM kevertetés mellett. 50 µl mérőoldatot 

injektáltunk 0,5-2,5 µl adagokban (100-20 adatpont) 170 µl mintához. 10 mM HEPES 
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(pH 7,40) pufferben dolgoztunk, így a számításoknál figyelembe kellett venni a HEPES 

protonálódásának relatíve magas entalpiáját is (ld. F1.3 fejezet). A puffert szűrt, 

gázmentesített vízben oldottuk fel, majd a nyomnyi fémszennyezést 5 mg/dm3 Chelex® 100 

kationcserélő gyanta (Sigma-Aldrich) segítségével távolítottuk el 30 perc 25 °C inkubáció 

során. Ezt követően az oldatot 0,22 µm MF-Millipore vegyes cellulóz membránszűrőn 

szűrtük át (Merck). A fehérjeminták pufferét ultraszűrés segítségével cseréltük le a fentiek 

szerint elkészített pufferre. Amicon 3K 0,5 ml szűrőket (Merck) használtunk (14000× g, 

15 °C, 6× 5 perc), és az utolsó szűrési lépésben kinyert átfolyó szolgált háttérként az ITC 

méréseknél. Az ultraszűrés során tipikusan ~20 M koncentrációjú fehérjeoldatot kaptunk. 

A mérőoldatokat (AgClO4 vagy EDTA) a fenti pufferrel hígítottuk az alkalmazott 

koncentrációra. Az EDTA koncentrációt komplexometriásan határoztuk meg Pb(NO3)2 

titrálás során, míg az AgClO4 mérőoldatot csapadékos titrálással KCl segítségével. Minden 

merést legalább háromszor ismételtünk meg, a mérések között pedig víz-víz, valamint 

Ca(II)-EDTA referenciatitrálásokat hajtottunk végre, hogy igazoljuk sikerült-e megfelelően 

kitisztítani a cellát. Az injektálások között minden esetben elegendő időt vártunk (5-24 perc), 

hogy az egyensúly biztosan beálljon (és a válaszjel visszajusson nulla értékre). A hosszú 

injektálási intervallumok esetében referenciatitrálások segítségével vettük figyelembe a 

diffúzió hatását. A kontrol mérések erős negatív Pearson korrelációt mutattak (r = −0,715), 

így minden esetben korrigáltuk a mért értékeket, ha 5 percnél hosszabb idő telt el két 

injektálás között (F1. ábra). 

4.6.1 ITC adatok értékelése 

A készülék Nano Analyze programja (TA Instruments) számos kötési modellt 

tartalmaz, de ezek nem voltak alkalmasak, a rendszerünk leírására bonyolultabb esetekben. 

Az 1MEY#-EDTA titrálásoknál egy analitikusan megoldható kompetíciós modellel 

számoltunk. A titrálás során az alábbi folyamatok játszódhatnak le: 

Znଷ1MEY# + EDTA∗ = Znଶ1MEY# + ZnEDTA∗ (5) 

Znଶ1MEY# + EDTA∗ = Zn1MEY# + ZnEDTA∗ (6) 

Zn1MEY# + EDTA∗ = ZnEDTA∗ +  1MEY# (7) 

ahol EDTA∗ az EDTA aktuális protonáltsági állapotát jelöli. Amennyiben feltételezzük, hogy 

a három cinkujj azonos erősséggel köti a Zn(II)-t egymástól függetlenül a reakció 

egyszerűbben is felírható kötőhelyekre, ahol 1MEY#′ az 1MEY# cinkujj fehérje egy cinkujj 

alegységét jelöli. 
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Zn1MEY#′ + EDTA∗ = ZnEDTA∗ +  1MEY#′ (8) 

A 8. egyenlet alapján egy egyszerű kompetíciós modell is használható, ahol az egyensúlyi 

koncentrációk analitikusan kiszámíthatók, míg a ΔH és lgβ’ értékek az Excel Solver 

bővítményével (Microsoft) illeszthetők. A részletes levezetéseket a szakirodalomból vettük 

át [192], csupán a (∆𝑄௜) hőváltozást leíró egyenleteket módosítottuk, hogy megfelelően 

jellemezze a túltöltött NanoITC-ben végrehajtott titrálást (9. egyenlet). 

∆𝑄௜  = ቀ𝑉଴ ∙ 𝑐୞୬(୍୍),଴,௜ ∙ 𝑥ൣ୞୬ଵ୑୉ଢ଼#ᇲ൧,௜ − (𝑉଴ − 𝑣௜) ∙ 𝑐୞୬(୍୍),଴,௜ିଵ ∙ 𝑥ൣ୞୬ଵ୑୉ଢ଼#ᇲ൧,௜ିଵቁ ∙ ∆𝐻୍୘େ + 

 +൫𝑉଴ ∙ 𝑐୞୬(୍୍),଴,௜ ∙ 𝑥[୞୬୉ୈ୘୅],௜ − (𝑉଴ − 𝑣௜) ∙ 𝑐୞୬(୍୍),଴,௜ିଵ ∙ 𝑥[୞୬୉ୈ୘୅],௜ିଵ൯ ∙ ∆𝐻[୞୬୉ୈ୘୅] 
(9) 

ahol 𝑉଴ a kiindulási cellatérfogat, 𝑣௜ az i. injektálás térfogata, 𝑐୞୬(୍୍),଴,௜ a Zn(II) 

totálkoncentrációja az i. injektálást követően, 𝑐୞୬(୍୍),଴,௜ିଵ pedig ugyanaz az összkoncentráció 

az (𝑖 − 1)th injektálás után, 𝑥ൣ୞୬ଵ୑୉ଢ଼#ᇲ൧,௜ a Zn(II)-kötött cinkujj alegység móltörtje az i. 

injektálást követően, 𝑥[୞୬୉ୈ୘୅],௜ pedig a ZnEDTA* komplex móltörtje az i. injektálás után, 

∆𝐻[୞୬୉ୈ୘୅] az entalpiaváltozása ZnEDTA* komplex képződése során, amit 

referenciatitrálással határozhatunk meg, ∆𝐻୍୘େ pedig az összes egyéb folyamat 

entalpiaváltozása, ami a Zn(II) felszabadulása során lejátszódik. A tényleges cinkujj 

alegység Zn(II)-kötéséhez tartozó Δ𝐻୞୬ଵ୑୉ଢ଼#’ entalpiaértéket a ∆𝐻୍୘େ értékből 

határozhatjuk meg (ld. F1.3 fejezet). Az Ag(I) titrálása során egy egyszerű kompetíciós 

modell nem volt elegendő, így itt a PSEQUAD program alapján számoltunk, amit a 

következő alfejezetben mutatok be részletesen. 

4.7 Egyensúlyi számolások 

Az egyensúlyi állandókat a PSEQUAD program segítségével számítottuk [4], 

amennyiben UV-Vis abszorbancia, fluorimetria, cirkuláris dikroizmus spektroszkópia vagy 

EMSA adataink voltak. Az ESI-MS és az ITC mérések illesztésére a PSEQUAD program 

nem alkalmas, így ezeket a méréseket Excel-ben értékeltük ki, de a PSEQUAD programban 

is alkalmazott anyagmérleg egyenletek alapján. 

Első lépésként összeállítottuk a részecskemátrixot, és közelítő értékeket adtunk meg 

minden m. komponens ൣ𝑐௠,௜൧ egyensúlyi koncentrációjára minden i. titrálási pontban, illetve 

minden 𝛼 részecskemátrixban szereplő j. részecskének a 𝛽௝
ᇱ látszólagos stabilitási 

állandójára. 

Ezt követően minden t. komponens (𝑐଴,௧,௜
௖௔௟௖) összkoncentrációját kiszámoltuk minden 

i. titrálási pontban felírva az anyagmérleg egyenleteket: 
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𝑐଴,௧,௜
௖௔௟௖ = ෍ 𝛼௝௧𝛽௝

ᇱ ෑൣ𝑐௠,௜൧
ఈೕ೘

௞

௠ୀଵ

௡

௝ୀଵ

 
10 

ahol 𝑛 a részecskék és komponensek számának összege, 𝑘 a komponensek száma és 𝛼௝௠ a 

sztöchiometriai érték, ami meghatározza az m. komponensek és j. részecskék számát. Ezt 

követően minden t. komponensre minden i. titrálási pontban felírtuk a különbséget a 

kiszámított és a ténylegesen mért összkoncentráció között: 

𝑓௧,௜ = 𝐶଴,௧,௜
௖௔௟௖ − 𝐶଴,௧,௜

௘௫௣ 11 

Ezután az egyensúlyi koncentrációkat Newton-Raphson módszer segítségével 

optimalizáltuk oly módon, hogy az 𝑓௧,௜ értékéke minimális legyen: 

ൣ𝑐௠,௜൧௬ାଵ
= ൣ𝑐௠,௜൧௬

−
𝑓௧,௜,௬

𝑓௧,௜,௬
ᇱ  

12 

ahol ൣ𝑐௠,௜൧௬ାଵ
 a ൣ𝑐௠,௜൧ egyensúlyi koncentráció az (𝑦 + 1). iterációs lépésben, ൣ𝑐௠,௜൧௬

 pedig 

a ൣ𝑐௠,௜൧ egyensúlyi koncentráció az 𝑦. iterációs lépésben. 𝑓௧,௜,௬ a mért és számított 

összkoncentrációk (𝑓௧,௜) közti különbsége az 𝑦. iterációs lépésben és 𝑓௧,௜,௬
ᇱ  𝑓௧,௜ első deriváltja 

az 𝑦. iterációs lépésben, ami analitikusan megoldható. 

Az iterációt mindaddig ismételtük, amíg a 13. egyenlet nem teljesült (PSEQUAD 

alapján): 

ቤ
𝐶଴,௧,௜

௘௫௣
− 𝐶଴,௧,௜,௬

௖௔௟௖

𝐶଴,௧,௜
௘௫௣ ቤ ≤ 5 ∙ 10ିସ 

13 

Miután meghatároztunk minden egyensúlyi ൣ𝑐௠,௜൧ koncentrációt, egy közelítő értéket 

adtunk meg minden j. részecske ∆𝐻௝ entalpiájára. Ekkor a mért hőváltozások túltöltött cella 

esetén az alábbi egyenlet szerint számolhatók: 

∆𝑄௜ = ෍ ∆𝐻௝ ∙ ൝൭𝛽௝
ᇱ ෑൣ𝑐௠,௜൧

ఈೕ೘

௞

௠ୀଵ

൱ ∙ 𝑉଴ − ൭𝛽௝
ᇱ ෑൣ𝑐௠,௜ିଵ൧

ఈೕ೘

௞

௠ୀଵ

൱ ∙ (𝑉଴ − 𝑣௜)ൡ

௡

௝ୀଵ

  14 

A látszólagos stabilitási állandók és entalpiák finomítása ezt követően már 

megoldhatóvá vált az Excel Solver bővítményével. 
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5 Eredmények 

5.1 Ni(II)-indukált hidrolízis megvalósítása cinkujj fehérjékben 

Az in vitro biotechnológiai, biokémiai kutatásokban felhasznált fehérjék a 

legegyszerűbben sejteken belül állíthatók elő. Ahhoz, hogy a célfehérje egyszerűen 

kinyerhető legyen a sejt többi fehérjéje közül, általában peptid,- vagy fehérjealapú 

affinitástoldalékot kapcsolnak hozzá a rekombináns DNS technológia módszerét 

felhasználva. Az ilyen toldalékok a későbbi vizsgálatok során befolyásolhatják a fehérje 

szerkezetét, működését, oldatkémiai tulajdonságait, így a tisztítást követően célszerű 

eltávolítani azokat. Munkám első részében arra kerestem a választ, hogy a szakirodalomban 

jellemzett X|(S/T)XH aminosav motívum Ni(II)- és Cu(II)-indukált szelektív hidrolízise 

alkalmazható-e cinkujj fehérjék tisztítása során, valamint, hogy ez a reakció minden 

szempontból azonos végterméket szolgáltat-e egyéb klasszikus toldalék hasítási technikával, 

mint például a sumoiláció [148-151] melynek részletes leírása az alábbiakban olvasható. 

5.1.1 Gének tervezése, fehérjetisztítás 

A vizsgált cinkujj fehérje három alegységből épült fel, aminosav szekvenciája 

hasonló az 1MEY PDB (Protein Data Bank) kóddal jelölt fehérje-DNS kristályszerkezetben 

található cinkujj fehérjéhez [1], de a 3. cinkujj alegységben két aminosavcserét hajtottunk 

végre (H99N; S101V) (ld. F1.1 fejezet). A módosításra azért volt szükség, mivel az eredeti 

1MEY fehérje 3. cinkujj alegységben is található volt két további potenciális X|(S/T)XH 

hasítási hely, így a fehérje itt is elhasadhatott volna a hidrolízis során [193]. A továbbiakban 

a módosított fehérje elnevezése 1MEY#. 

 
20. ábra: Az előállítandó fehérjék szekvenciája, és az azokat kódoló gének elhelyezkedése a bakteriális DNS 
hordozókban. a, pET16b-P-1MEY#; b, pETM11-SUMO3-1MEY#. 
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A fehérjét kódoló gént a Ni(II)-indukált hidrolízis tanulmányozása céljából egy pET-

16b DNS hordozóba (vektorba) építettük be. A kifejeződés során egy N-terminális 

dekahisztidin toldalékkal és az előzőleg említett S|SGH aminosav szekvenciával együtt 

képződik a fehérje (20. ábra a,), melynek elnevezése His-1MEY#. Annak érdekében, hogy 

a reakció összehasonlítható legyen egy enzimalapú poszttranszlációs fehérjetisztítási 

eljárással, a fehérje génjét pETM11-SUMO3 hordozóba is beépítettük, ami egy 

hexahisztidin toldalék mellett egy SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) N-terminális 

fehérjetoldalék hozzákapcsolódását is eredményezi (sumoiláció) az 1MEY# cinkujj 

fehérjéhez (His-SUMO-1MEY#) (ld. F1.1 fejezet). Ez a toldalék későbbiekben az ULP1 

proteázzal specifikusan lehasítható (20. ábra b,) [194]. A His-1MEY# és His-SUMO-

1MEY# fehérjéket BL21 (DE3) E.coli sejtekben termeltettük. A deka-, illetve hexahisztidin 

toldalék lehetővé tette a Ni(II)-affinitás kromatográfia alkalmazását a tisztítás során. Az 

ULP1 proteáz a fehérjékkel azonos módon fejezhető ki és tisztítható, mivel szintén 

rendelkezik hexahisztidin toldalékkal az N- és C-terminális végein (ld. F1.2 fejezet) 

(F2. táblázat). 

5.1.2 Ni(II)-indukált hidrolízis és desumoiláció összehasonlítása 

A His-1MEY# cinkujj fehérjét Zn(II)-kötött formában sikerült kitisztítanunk, mivel 

a rendezett ββα másodlagos szerkezetre jellemző CD spektrummal rendelkezett a minta, ami 

csak a fehérje holo formájában alakulhat ki (F4. ábra). A Ni(II)-indukált hidrolitikus hasítási 

reakciót 100 mM HEPES (pH 7,4 és 8,2 pH) pufferben 37 °C és 50 °C-on vizsgáltuk 

10× Ni(II) felesleg mellett. Fiziológiás körülmények között (pH 7,4; 37 °C) a reakció lassú 

(t1/2 ~11 nap), míg pH 8,2-n 50 °C-n három nap alatt a fehérje közel 100%-ban átalakul 

(t1/2 ~7,5 óra) az SDS-PAGE vizsgálat alapján (21. ábra a,). A tömegspektrometriás mérések 

alapján a reakció fő terméke a – várakozásoknak megfelelően a – 12-es és 13-as szerin között 

elhasadt fehérje (21. ábra d,). A többnapos 10× Ni(II)-felesleg jelenlétében végrehajtott 

inkubáció nem befolyásolta a cinkujj fehérje alegységek szerkezetét, azok továbbra is 

Zn(II)‑t kötöttek meg. Ni(II)-kompetíció a cinkujj alegységekért nem volt megfigyelhető, 

ami a cinkujj fehérjék Zn(II)- és Ni(II)-komplexeire jellemző stabilitási állandók közti ~4‑5 

nagyságrendbeli eltéréssel magyarázható [21]. Emellett a cinkujj fehérje új N-terminális 

végén kialakult egy Ni(II)-kötő ATCUN motívum (21. ábra e,). A Ni(II)-indukált szelektív 

peptidhidrolízis és a SUMO toldalékot specifikusan lehasítani képes ULP1 proteázzal 

történő kezelés azonos végterméket eredményezett. Az SDS-PAGE képek alapján a 

hasítások szelektivitásában sem mutatkozott jelentős eltérés (21. ábra a, b,). A termékek 
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CD spektruma azonos volt, a fragmensek molekulatömege ESI-MS vizsgálatok alapján 

megegyezett savanyított közegben (21. ábra d,f,)(2. táblázat), míg pH ~7,7-en azonos 

módon kötöttek három Zn(II)-t és egy Ni(II)-t (21. ábra e,g,)(2. táblázat). 

2. táblázat: Ni(II)-indukált szelektív peptidhidrolízis és ULP1 enzimmel végrehajtott hasítás során képződött 
1MEY# fehérjék ESI-MS vizsgálata. 

 
Elméleti 

molekulatömeg (Da) 
Ni(II) ionokkal 

hasított fehérje (Da) 
ULP1 enzimmel 

hasított fehérje (Da) 
apo 1MEY# 11486,5 11487,0 11486,6 

1MEY# + Ni(II) + 3 Zn(II)* 11733,2 11733,0 11733,3 
* – 8 proton. 

Érdemes megemlíteni, hogy az ULP1 enzimmel hasított 1MEY# fehérje az 

N‑terminális ATCUN motívumában Ni(II)-t kötött, annak ellenére, hogy a reakcióelegy nem 

tartalmazott hozzáadott Ni(II)-t, így azt a szakaszos (batch) Ni-affinitás fehérjetisztításhoz 

használt Ni(II)-nitrilotriacetát (Ni-NTA) gyantából vette fel. Ez összhangban van az 

irodalmi adatokkal, mivel az ATCUN motívum (lgβ = 19,19 – 23,37) ~10 nagyságrenddel 

erősebben köti a Ni(II)-t, mint az NTA (lgβ = 10,75 – 11,54) [134-144,195‑196].  

 
21. ábra: Ni(II)-indukált szelektív peptidhidrolízis és ULP1 enzimmel történő hasítás összehasonlítása a, A 
His-1MEY# fehérje Ni(II)-indukált hidrolízis előtt és után Tricin-SDS-PAGE módszerrel vizsgálva. c(His-
1MEY#) = 40 µM; c(ZnCl2) = 100 µM; c(NiCl2) = 100 µM; 100 mM HEPES (pH 8,2); 72 óra; 50 °C; b, Ni-
NTA gyantára kötött His-SUMO-1MEY# fehérje hidrolízise ULP1 proteázzal Tricin-SDS-PAGE módszerrel 
vizsgálva. 100 mM HEPES (pH 8,2); 150 mM NaCl; 60 mM imidazol; 16 óra; 4 °C; 2 RPM; c, 1MEY# cinkujj 
fehérje CD spektruma Ni(II)-indukált szelektív peptidhidrolízis és ULP1 enzimmel történő hasítás után. A 
fehérjekoncentrációt 18,8 µM-ra normáltuk. 10 mM HEPES (pH 7,4); l = 0,1 mm. A Ni(II) hatására hidrolizált 
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His-1MEY# fehérje ESI-MS vizsgálata d, 0,1 (V/V)% hangyasav jelenlétében, e, 100 mM ABC (pH 8,1) 
pufferben. ULP1 enzimmel hidrolizált His-SUMO-1MEY# fehérje ESI-MS vizsgálata f, 0,1 (V/V)% 
hangyasav jelenlétében, g, 10 mM ABC (pH 7,9) pufferben.  

Emellett a Ni(II)-komplex kinetikailag inertnek bizonyult, mivel a mintát 0,1 (V/V)% 

hangyasavval kezelve 5 perc elteltével még ~50% relatív intenzitással detektálható volt a 

Ni(II)-tartalmú fehérjéhez tartozó csúcs az ESI-MS spektrumokon (21. ábra d,). 

5.1.3 ATCUN motívum és cinkujj alegységek függetlenségének vizsgálata 

Az a tény, hogy a Ni(II) még savas körülmények között sem távozott el teljes 

mértékben az 1MEY# fehérjéből az ESI-MS alapján (21. ábra d,) fontos a további kísérletek 

szempontjából. Így alaposabban megvizsgáltuk, hogy a fehérjében található cinkujj 

alegységek és az ATCUN motívum fémkötése mennyiben különíthető el egymástól. Az N-

terminális ATCUN motívum Ni(II)-komplexének képződése megnöveli az UV-Vis 

abszorbanciát 280 nm-en, illetve egy új kis intenzitású sáv is észlelhető a látható 

hullámhossz tartományban ~400 nm környékén (F5. ábra a,). A fehérjét 66 ekvivalens 

EDTA-val kezelve ~400 órába telt, amíg sikerült elérni a teljesen Ni(II)-mentes fehérje UV-

Vis spektrumát (F5. ábra b,). Az ESI-MS spektrumok alapján a holo 1MEY# fehérjét 12,5 

ekvivalens EDTA jelenlétében sem sikerült Ni(II)-mentes fehérjeformában azonosítani 30 

perc inkubációt követően sem. Mindeközben a fehérje Zn(II) tartalmát fokozatosan 

komplexálta az EDTA (F6. ábra). Mindezek a tapasztalatok arra utalnak, hogy az ATCUN 

motívumban kötött Ni(II) termodinamikailag stabilis, valamint nagy inertségének is 

köszönhetően nem szabadul fel a fehérjéből. Így lehetséges a cinkujj fehérjék Zn(II)-

affinitásának meghatározása Ni(II) jelenlétében. 

5.1.4 Cu(II)-Ni(II) csere a hidrolizált cinkujj fehérjében 

Igazoltuk, hogy a cinkujj fehérjék tisztítása megvalósítható Ni(II)-indukált szelektív 

hidrolízis révén, amennyiben a szekvencia tartalmaz X|(S/T)XH aminosav motívumot, 

valamint, hogy a Ni(II) nem lép kompetícióba a cinkujj alegységekért a Zn(II)-vel a reakció 

során. Habár a szakirodalomban bemutatásra került a hidrolízis Cu(II)-vel is rövid peptideket 

felhasználva [151], a reakciót cinkujj fehérjével nem tudtuk megvalósítani. A Ni(II)-vel 

analóg módon végrehajtott inkubáció során Cu(II) felesleg jelenlétében a His-1MEY# 

cinkujj fehérje másodlagos szerkezete pillanatszerűen összeomlott és a fehérje 

aggregálódott. Ezt követően nem tudtuk ismételten oldatba vinni, emiatt az SDS-PAGE 

képeken nem láthatók fehérjesávok (22. ábra). Hasonló reakciókat cinkujj fehérjével nem 

vizsgáltak a szakirodalomban, de az amb2 fehérje cisztein-, és hisztidintartalmú fémkötő 
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motívumát modellező peptid vizsgálata alapján megfigyelhető volt, hogy a Cu(II) oxidálta a 

fehérje ciszteinjeit. Ezzel intra-, és intermolekuláris diszulfid-hidak alakultak ki, miközben 

a Cu(II) Cu(I) oxidációs állapotba redukálódott [106]. A redukciót követően a "szoft" 

karakterű Cu(I) effektíven versengett a Zn(II)-vel a fehérjében épen maradt ciszteinekért, 

további szerkezeti összeomlást előidézve [104]. 

 
22. ábra: A Ni(II) és Cu(II) jelenlétében inkubált His-1MEY# fehérjék összehasonlítása Tricin-SDS-PAGE 
módszerrel. 

Megvizsgáltuk, hogy a Ni(II)-indukált hidrolízist követően az ATCUN motívumban 

kötött Ni(II) helyettesíthető-e Cu(II)-vel, azaz kerülő úton létrehozható-e Cu(II)–ATCUN 

komplex. A szakirodalmi adatok alapján az ATCUN-Cu(II)-komplex termodinamikai 

stabilitása még a Ni(II)-komplexnél is ~5 nagyságrenddel nagyobb [134-139,141-143]. Így 

feltehetően nagyobb valószínűséggel kötődik egy szabad Cu(II) a szabad ATCUN 

motívumhoz, minthogy kompetícióba lépjen Zn(II)-vel a cinkujj alegységek ciszteinjeiért. 

Ehhez 1 órán keresztül 50 °C-on 100× EDTA felesleg mellett inkubáltuk a holo 1MEY# 

fehérjét 0,1 mM trisz(2-karboxietil)-foszfin (TCEP) jelenlétében, hogy eltávolítsuk a 

fehérjében kötött Ni(II)-t és Zn(II)-t, majd puffercserét követően ZnCl2 adagolásával 

helyreállítottuk a fehérje másodlagos szerkezetét. A TCEP redukálószerre a cinkujjak 

ciszteinjeinek megvédése érdekében volt szükség, mivel Zn(II)-hiányában a fehérje 

érzékeny az oxidációra [197]. A tömegspektrometriás mérések alapján a kezelést követően 

a fehérje 80%-a csak három Zn(II)-t kötött meg, azonban 20% -ban még továbbra is jelen 

volt az ATCUN motívumhoz koordinálódó Ni(II), ami szintén a komplex kinetikai 

inertségére utal (23. ábra a,). A kezelést követően kialakítható volt a fehérje 100%-ban 

Ni(II)-kötött formája, amennyiben pedig a kiindulási 3 Zn(II)-t tartalmazó fehérjéhez 

0,8 ekvivalensnyi Cu(II)-t adunk, egy új csúcs jelent meg a tömegspektrumban, ami az 
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1MEY# cinkujj fehérje Cu(II)-komplexéhez volt köthető (23. ábra b, c,). A kiindulási 

elegyben jelenlévő Ni(II)-tartalmú forma is megfigyelhető 5 Da távolságra a Cu(II)-tartalmú 

fehérje csúcsától. A mért molekulatömegek jó egyezést mutattak az elméleti értékekkel 

(3. táblázat). 

3. táblázat: Az 1MEY# cinkujj fehérje Zn(II)-, Ni(II)- és Cu(II)-komplexeinek ESI-MS vizsgálata. 

 Elméleti molekulatömeg (Da) Mért molekulatömeg (Da) 
1MEY# + 3 Zn(II)° 11676,3 11676,4 
1MEY# + 3 Zn(II) + Ni(II)* 11733,2 11733,2 
1MEY# + 3 Zn(II) + Cu(II)* 11738,2 11738,2 
° – 6 proton; 
* – 8 proton 

A mérés időtartama során nem volt megfigyelhető a Zn(II) szubsztitúciója, az 

továbbra is a cinkujj alegységekhez koordinálódott. A hipotézisünk, miszerint a Cu(II) 

elsősorban a szabad ATCUN motívumhoz kötődik, helytállónak bizonyult. 

 
23. ábra: 1MEY# fehérje vizsgálata ESI-MS módszerrel: a, amennyiben a fehérje fémtartalmát előzetesen 
100× EDTA felesleg segítségével eltávolítottuk, majd Zn(II)-vel telítettük; b, Ni(II)-telítés után. c, Cu(II)-vel 
történő telítést követően. Az 1MEY# cinkujj fehérje másodlagos szerkezetének alakulása CD spektroszkópia 
segítségével követve: d, 0,8 ekv Cu(II) jelenlétében. c(1MEY#) = 14 µM; 10 mM ABC (pH 7,9); l = 0,1 mm; 
e, 0,8 ekv Cu(II) és 1 ekv specifikus DNS jelenlétében. c(1MEY#) = 10 µM; 10 mM HEPES (pH 8,2); 
l = 0,1 mm; A DNS CD spektrumát a mért spektrumokból kivonva kaptuk meg a szaggatott vonallal jelzett 
különbségi spektrumokat. 

Többnapos inkubáció hatására az így előállított Cu(II)-tartalmú fehérje másodlagos 

szerkezetének kismértékű változása figyelhető meg. Ennek oka feltehetően, a Cu(II) és 
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ciszteinek között fellépő lassú redoxireakció lehet, azonban ez a folyamat visszaszorítható 

volt amennyiben a cinkujj fehérje a specifikus DNS célszekvenciájához kötődött 

(23. ábra d, e). Ez a jelenség azzal magyarázható, hogy a fehérje–DNS kölcsönhatás 

növelhette a Zn(II)-kötés stabilitását is, amit a későbbiekben alaposabban tanulmányoztunk 

(ld. 5.2.3 fejezet). 

Összességében tehát elmondható, hogy sikerült kialakítani a Cu(II)-komplexét egy 

ATCUN motívummal rendelkező cinkujj fehérjének oly módon, hogy a Cu(II) csak az N-

terminális ATCUN motívumhoz kötődjön, míg a cinkujj alegységek továbbra is Zn(II)-t 

kötnek meg. Ez az eredmény azért fontos, mert így a fehérje Ni(II)-komplexe mellett 

lehetőség volt a Cu(II)-komplex DNS hasítását is tanulmányozni a későbbi kísérleteink 

során (ld. 5.6 fejezet). 

5.2 Az előállított cinkujj fehérje Zn(II)-, és DNS affinitása 

5.2.1 Cinkujj fehérjék Zn(II)-affinitása 

A cinkujj fehérjék Zn(II)-affinitásának meghatározása során számos korlátozó 

tényezővel találkozunk. A Zn(II) kölcsönhatása cinkujj fehérjékkel a fémion lezárt d-alhéja 

miatt nem követhető UV-Vis abszorpciós spektrometriával. A vizsgálható koncentráció-

tartomány limitált, mivel <µM koncentrációknál a környezet nagy Zn(II)-szennyezettsége 

teszi pontatlanná a mérést, míg a mM tartományban pH 7,4 felett Zn(OH)2 csapadék 

képződik. Ezen kívül az Zn(II)-mentes apo-formájú cinkujj fehérjék instabilak, könnyen 

aggregálódnak, és amint korábban említettük, cisztein oldalláncaik oxidációra hajlamosak. 

Ezért javasolt a kísérleteket a holoproteinnel kezdeni megfelelő kompetítor alkalmazásával 

[197]. A puffertől függően egy vizsgált cinkujj fehérje hajlamos a kicsapódásra ~20 μM 

koncentráció felett. Amennyiben a látszólagos stabilitási állandó egy cinkujj motívumra 

vonatkoztatva nagyobb, mint 109, közvetlen titrálás még az apofehérjével sem lehetséges, 

kompetítorok alkalmazása válhat szükségessé. Zn(II)-tartalmú fehérjék kompetítorokkal 

végzett titrálásánál, azonban a csererekciók kinetikája lehet limitáló tényező [21,68]. A 

szakirodalomban kevés adat található több alegységből felépülő cinkujj fehérjék Zn(II)-

affinitására vonatkozóan (4. táblázat). Az önálló cinkujj motívumokra vonatkozó értékek 

pedig nagyban függnek az alkalmazott módszertől és a mérési körülményektől (1. táblázat). 

Méréseink során abból indultunk ki, hogy az 1MEY# fehérje három cinkujj 

motívuma egymástól függetlenül, azonos erősséggel köti meg a Zn(II)-t. Elsőként a 

FluoZin‑3, Zn(II)-szelektív fluoreszcens kelátor alkalmazásával [190] becsültük meg az ily 
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módon definiált, egy cinkujj motívumra vonatkozó látszólagos stabilitási állandót (β’pH 7,4). 

A kísérleti pontokat különböző feltételezett affinitás értékek alapján szimulált görbékkel 

összehasonlítva a β’pH 7,4 nagyobbnak bizonyult 109-nél (F7. ábra b,). Mivel az adott 

méréssel nem volt lehetséges ennél pontosabb becslés, így a FluoZin-3-nál a Zn(II)-vel 

nagyobb stabilitású komplexet kialakító kelátorra volt szükség. A kereskedelmi forgalomban 

azonban ilyen fluoreszcens kelátor nem érhető el. Ezért hagyományos, nem fluoreszcens és 

nem királis kelátorokat felhasználva CD spektroszkópiával vizsgáltuk tovább rendszerünket. 

Ez a módszer alkalmas az 1MEY# cinkujj fehérje holo formájára jellemző ββα másodlagos 

szerkezet Zn(II) eltávolításának hatására bekövetkező összeomlásának követésére. Az 

EDTA kelátorral végrehajtott titrálás látszólag túl éles töréspontot eredményezett a 

végpontban. A CD spektrumok kis jel/zaj aránya nem tette lehetővé, hogy stabilitási állandót 

számoljunk a titrálási görbéből (F8. ábra). Itt fontos kiemelni, hogy a töréspont ~3 

ekvivalens hozzáadott EDTA környékén észlelhető a titrálási görbén, ami szintén arra utal, 

hogy mindhárom cinkujj alegységben kötött Zn(II) felszabadult, azonban a Ni(II) továbbra 

is a fehérje N-terminális ATCUN motívumában marad kötött formában, amint azt az előző 

alfejezetben is már bizonyítottuk (ld. 5.1.3 fejezet). Az etilén-glikol-bisz(β-amino-etil-éter)-

N,N,N′,N′-tetraacetát (EGTA) az EDTA-nál két nagyságrenddel gyengébben köti a Zn(II)-t 

(lgβZnEGTA = 14,5) [198], ami biztatónak tűnt a CD-titrálási görbe alakját illetően. A mérések 

során azonban az egyensúly rendkívül lassan állt be: 600 × EGTA felesleg 1 óra alatt sem 

volt képes teljes mértékben eltávolítani a Zn(II)-t a cinkujj fehérjéből (F9. ábra). 

 
24. ábra: a, Az 1MEY# CD spektruma növekvő koncentrációjú MgEDTA komplex jelenlétében. Fekete 
szaggatott vonal: 1MEY# 5 ekvivalens EDTA jelenlétében 5 perc inkubációt követően 
c(holo‑1MEY#) = 7 µM; 10 mM HEPES (pH 7,4); l = 0,1 mm; Az egyedileg összeállított mintákat 12 órán 
keresztül szobahőmérsékleten inkubáltuk a CD mérések előtt. b, 1MEY# kötőhely eloszlási diagramja a CD 
spektrumok 187-194 nm hullámhossz-tartományából számolva PSEQUAD program segítségével [4]. A 187-
194 nm tartományban mért átlag ellipticitás értékek (fekete pontok) összehasonlítva a szimulált Zn1MEY# 
kötőhely móltörttel (világoskék görbe).  

A fenti nehézségek áthidalásaként végül MgEDTA komplex-szel hajtottuk végre a 

titrálást. Mg(II)-jelenlétében sikerült az EDTA Zn(II)-komplexének látszólagos stabilitását 
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~2 nagyságrenddel csökkenteni, miközben a kompetíció kinetikailag mérhető 

időtartományban zajlott le. Mindazonáltal a külön összeállított mintákat 12 órán át 

inkubáltuk szobahőmérsékleten a méréseket megelőzően (24. ábra a, b,). A mérési adatok 

illesztése során feltételeztük, hogy az 1MEY# cinkujj fehérje három alegysége azonos 

erősséggel köti a Zn(II)-t, mivel az aminosav szekvenciák nagy hasonlóságot mutattak 

(25. ábra). Az így meghatározott látszólagos stabilitási állandó értéke 

(lgβ’pH 7,4 = 12,0 ± 0,1) (4. táblázat), nagyságrendjében megegyezett a CP1 modellpeptidre 

meghatározott állandók alsó közelítésével. 

 
25. ábra: Az 1MEY PDB kódnevű cinkujj fehérjén [1] alapuló 1MEY# cinkujj fehérje aminosav szekvenciája 
összehasonlítva a 26 aminosavból álló Cys2His2 típusú CP1 modell cinkujj peptiddel [65]. Az 1MEY# cinkujj 
fehérje szekvenciájának eltérései a CP1-hez képest a DNS-kötő régióban találhatók piros háttérrel jelölve. Zöld 
háttérrel a CP1-gyel megegyező aminosavakat, szürke színnel a Zn(II)-kötést feltehetően nem befolyásoló N-
terminális toldalékot, illetve az alegységek közötti linkereket jelöltük. 

A CD-titrálás alapján meghatározott Zn(II)-affinitás érték megerősítése céljából 

független módszerként ITC kísérletet is végrehajtottunk. A szakirodalmi adatok alapján a 

kompetitív ITC mérések egy kelátor alkalmazásával optimálisak lehetnek cinkujj fehérjék 

Zn(II)-affinitásának meghatározására [21,68], de tudomásunk szerint ilyen méréseket eddig 

cinkujj fehérjékkel nem, csak metallotionein komplexek vizsgálata során végeztek [199]. 

 
26. ábra: a, Az 1MEY# cinkujj fehérje reprezentatív titrálása EDTA-val, ITC-vel követve. 
c(holo‑1MEY#) = 10 µM (kék görbe), illetve az 1MEY# ultraszűrés utáni átfolyó frakciójának titrálása (piros 
görbe). 2-2 µl injektálások 500 µM EDTA mérőoldattal 10 mM HEPES (pH 7,40); b, Az integrált, alapvonallal 
korrigált hőváltozás értékek a holo-1MEY# fehérje EDTA-val történő titrálása során (kék pontok), és az 
illesztett titrálási görbe kompetíciós titrálási modell felhasználásával (fekete görbe). Az illesztés nem 
tartalmazza az első két injektálás hőmennyiségét (piros x-ek). 

Egy ITC mérés során a kapott válaszjel szigmoidális jellegű, az ekvivalenciapontban 

érzékeny a változásokra. Emiatt lehetségessé vált a holo-1MEY# cinkujj fehérje – EDTA 
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rendszerben mért titrálási görbék illesztése. A kompetitív ITC mérésnek számos előnye van 

egyéb módszerekkel és direkt titrálási technikákkal szemben: a környezetben előforduló 

viszonylag magas Zn(II)-szennyezés [200], a Zn(OH)2 kicsapódása és a ciszteinek 

oxidációja a mérés körülményei között nem játszódnak le, vagy hatásuk könnyen kiszűrhető, 

így nem zavarják a mérést. Továbbá a mérés során kis térfogatok (≥190 µl) és koncentrációk 

(≥10 µM) alkalmazhatók. Az egyetlen valódi korlátozó tényező a kompetíciós reakció 

szokásosnál lassúbb kinetikája volt. Míg a CD-spektrumok azt mutatták, hogy az egyensúly 

gyorsan beállt az 1MEY#–EDTA rendszerben, addig az ITC-kísérletekben az egyensúlyi 

állapot beálltához az egyes injektálások után közel 30 perc várakozásra volt szükség 

(26. ábra a,) a tipikus 5 perces ITC-időtartam helyett. Igen nagy eltérések mutatkoznak a 

cinkujj–EDTA kompetíciós reakciók kinetikájára vonatkozóan a szakirodalomban. Sénèque 

és Latour szerint, a Zn(II):CP1:EDTA 1:1:1 rendszerben az egyensúly csak 250 perc alatt 

állt be (lgβ’ZnCP1, pH 7,4 = 15,7) [68]. Heinz és mtsai. három nagyságrenddel gyorsabb 

cserereakcióról számoltak be a CP1-Δ8 peptidet használva, amelyben a 8. helyen lévő glicint 

eltávolították (lgβ’ZnCP1-Δ8, pH 7,4 = 11,4) [68,201]. Ez arra utalhat, hogy kismértékű 

változások az aminosav szekvenciában jelentősen befolyásolhatják a reakció kinetikáját.  

Az integrált ITC titrálási görbét standard kompetíciós modell segítségével 

illesztettük (26. ábra b,) (ld. 4.6.1 fejezet). A Zn(II)–ETDA reakció entalpiáját külön 

határoztuk meg (ΔHZnEDTA = –17,24 kJ/mol = –4,1 kcal/mol), ami a szakirodalomban 

meghatározott entalpiaértékek tartományába esik (–14,98 - –23,5 kJ/mol) [202-206]. Ezt az 

entalpia értéket és az EDTA-ra vonatkozó szakirodalmi Zn(II)-affinitás értéket 

(lgβ’pH 7,4 = 13,56) [207] felhasználva hajtottuk végre a kompetíciós rendszer illesztését. Az 

entalpiaértékek korrekcióját F1.3 fejezet tartalmazza. Az 1MEY# titrálási görbe 

szigmoidális alakja arra utal, hogy a lejátszódó reakció egyetlen folyamattal leírható, azaz a 

három Zn(II)-kötőhely valóban nem megkülönböztethető (26. ábra b,). Így egyetlen Zn(II)-

affinitás értéket és Zn(II)-kötési entalpiát határozhattunk meg mindhárom kötőhelyre, ami 

az illesztést jelentősen megkönnyítette.  

Korábbi CP1 modellpeptiddel végzett ITC mérések alapján ~0,5 cisztein 

protonálódik a Zn(II) felszabadulása során [208]. Ezt az értéket elfogadva a számított 

ΔHkötőhely = −23,5 ± 1,3 kcal/mol entalpia érték hibahatáron belül megegyezik Blasie és 

mtsai. által a CP1 modellpeptidre közölt értékekkel (ΔHCP1 = −22,9 ± 1,1; 

−23,4 ± 1,0 kcal/mol [208-209] 200 mM piperazin-N, N'-bisz (2-etánszulfonsav) (PIPES) 

(pH 7,0); 50 mM NaCl), míg kismértékben eltér a HEPES-ben meghatározott entalpiától 
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(ΔHCP1 = −27,6 ± 0,6 kcal/mol 200 mM HEPES (pH 7,0); 50 mM NaCl) [208]. A 

közelmúltban Kluska és mtsai. meghatározták a CP1 modellpeptid tiolcsoportjainak pKa 

értékeit (pKa1
SH = 7,77; pKa2

SH = 9,15) [73], amely alapján átlagosan 1,68 ekvivalens protont 

vesznek fel a ciszteinek a mérési körülményeink között (pH 7,40). Ezt a cisztein 

protonálódási értéket felhasználva ΔHkötőhely= −28,0 ± 1,4 kcal/mol entalpia kapható az 

1MEY# fehérje alegységeire, ami 5,1-5,3 kcal/mol egységgel nagyobb, mint a CP1 fehérje 

K/S verziójára meghatározott entalpia (–22,9 kcal/mol [209]; –22,68 kcal/mol) [73], míg 

jóval közelebb helyezkedik el az eredeti CP1 peptidre HEPES pufferben meghatározott 

entalpiához. Attól függetlenül, hogy milyen cisztein protonálódási értéket veszünk 

figyelembe, a meghatározott entalpiaértékek közel vannak a különböző CP1 

modellpeptidekre az évek során meghatározott entalpiaértékekhez, így ezek alapján nem 

jelenthető ki, hogy a több fehérjealegység összekapcsolása, illetve a linkerszakaszok 

jelenléte érdemben befolyásolná az alegységek Zn(II)-kötését termodinamikai szempontból. 

A cinkujj alegységek Zn(II)-kötésére meghatározott lgβ’pH 7,4 = 12,2 ± 0,1 érték közel 

áll a MgEDTA kompetíciós titrálásból a CD spektrumok alapján számított értékhez 

(4. táblázat). A CP1 és az 1MEY# cinkujj fehérje alegységeinek nagymértékű hasonlósága 

alapján feltételezhető, hogy Zn(II)-affinitásuk is hasonló (25. ábra). A Zn(II)–CP1 

rendszerre az évek során meghatározott lgβ’pH 7,4 értékek a mérési módszertől és az 

alkalmazott puffertől függően 12,0-15,7 között változnak (1. táblázat). Az 1MEY# Zn(II)-

affinitása hasonló a CP1 modellpeptidre meghatározott legkisebb lgβ’ értékhez [65,72] 

(1. táblázat), miközben 3,5 egységgel kisebb, mint az irodalomban legutóbb közölt lgβ' 

érték [68]. A CP1-alapú 1MEY# cinkujj fehérje hasonló erősséggel köti a Zn(II)-t a 

természetben előforduló cinkujj alegységekhez (1. táblázat) és a teljes cinkujj fehérjékhez, 

mint pl. az MTF1 (4. táblázat). 

4. táblázat: Cinkujj fehérje-Zn(II)-kölcsönhatásokhoz rendelhető átlagos lgβ’ értékek alegységekre 
vonatkoztatva; RT: UV-Vis spektroszkópiával követett reverz titrálás; CDc: Titrálás kompetítorokkal CD 
spektroszkópiával követve; cITC: Titrálás kompetítorokkal ITC-vel követve; ED: egyensúlyi dialízis; PAR: 
PAR kompetítor jelenlétében végrehajtott spektroszkópiás titrálás; 
cinkujj fehérje Körülmények lgβ’ pH 7,4 Hivatkozás 

1MEY# teljes 10 mM HEPES (pH 7,4) 12,2 ± 0,1 (cITC) [210] 

12,0 ± 0,1 (CDc) [210]  

TFIIIA teljes 50 mM HEPES (pH 7,4); 50 mM KCl 8,0 (ED) [90] 

MTF1 teljes 100 mM HEPES (pH 7,0); 50 mM NaCl 11,3 (RT)* [76] 

10 mM HEPES (pH 7,4); 100 mM NaClO4 9,1 (PAR) [77] 

* pH 7,4-re átszámolva Kluska és mtsai. által [21] 
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Az MS/MS mérések is azt valószínűsítették, hogy nincs kitüntetett stabilitású Zn(II)-

kötőhely az 1MEY# cinkujj fehérjében. Az eredmények értékelését azonban megnehezítette, 

hogy a Zn(II) kötődése jelentősen csökkentette a fehérje fragmentálhatóságát továbbá 

módosította a fehérje töltöttségi állapotát az MS mérések körülményei között. A holo-

1MEY# fragmentációja nem volt megvalósítható, míg az apo-fehérje számos fragmentációs 

csúcsot eredményezett azonos mérési körülmények között (27. ábra a,).  

 
27. ábra: a, Az apo-1MEY# cinkujj fehérje MS/MS analízise. A CID fragmentációhoz a legintenzívebb 
m/z = 766 (z = 15) prekurzort választottuk ki; b, A holo-1MEY# cinkujj fehérje MS/MS analízise 12,5 
ekvivalens EDTA jelenlétében. A CID fragmentációhoz a legintenzívebb m/z = 1451 (z = 8) prekurzort 
választottuk ki, amelyben egy Zn(II) és egy Ni(II) kapcsolódott a fehérjéhez. A feliratok jelzik az egyes cinkujj 
alegységek (ZF) színkódolását: az első cinkujj alegység sárga, az első és második cinkujj alegység egy 
Zn(II)‑vel piros; A második és harmadik cinkujj alegység egy Zn(II)‑vel világoskék; a harmadik cinkujj 
alegység (kék); míg a harmadik cinkujj alegység egy Zn(II)‑vel (zöld). Az N-terminális fragmensekben a Ni(II) 
az ATCUN motívumhoz kötődve található. Az NH3 veszteségek jelölése: *, a H2O veszteségek jelölése: °. Az 
azonosított csúcsokat feketével, a nem azonosítottakat szürkével jelöltük (F3. és F4. táblázat). 

Továbbá az MS mérések körülményei között csak 12,5 ekvivalens EDTA 

jelenlétében lehetett elérni, hogy a holo-cinkujj fehérje döntő hányada Zn11MEY# 

részecskék formájában forduljon elő. E részecske fő fragmentációs termékei csak néhány N- 

vagy C-terminális aminosavat veszítettek el, míg a Zn(II) kötve maradt. Sikerült olyan 
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fragmenseket azonosítani, amelyekben a Zn(II) a harmadik cinkujj alegységhez, a harmadik 

vagy második, illetve az első vagy második cinkujj egységhez koordinálódott (27. ábra b,). 

5.2.2 Cinkujj fehérjék DNS-felismerése 

A Berg és mtsai. által vizsgált cinkujj fehérje [1] (Protein Data Bank code: 1MEY) 

az 5’-G(A/G)G(G/T)C(A/G)GAA-3’ DNS szekvenciát ismeri fel szelektíven. Mivel a 

röntgendiffrakciós vizsgálatok során a fehérjét az 5’-GAGGCAGAA-3’ DNS szekvenciával 

együtt kristályosították ki, ezt a szekvenciát tekintették a későbbiekben az 1MEY specifikus 

szekvenciájának. A gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálatok alapján az 1MEY# cinkujj 

fehérje is felismeri a 5’-GAGGCAGAA-3’ DNS szekvenciát (28. ábra). A gélképek 

kvantitatív értékelése alapján a kölcsönhatás ~1,9 nagyságrenddel erősebb, mint az 

alkalmazott 34 bázispárból (bp) álló S0 nemspecifikus DNS molekulával (5. táblázat). A 

holo-1MEY# kötődése az S0 DNS szakaszhoz lgβ’ = 6,27 ± 0,02 értékkel jellemezhető. A 

fehérjefelesleg növelésével egy további halvány sáv is megjelent, de ez nem volt 

egyértelműen elkülöníthető, így nem vettük figyelembe a számolások során (28. ábra a, c,). 

Erőteljesebb géleltolódás figyelhető meg a szintén 34 bp-ból álló, de a specifikus 

szekvenciarészletet is tartalmazó S1 DNS jelenlétében, ahol az 1:1 komplexhez 

lgβ’ = 8,20 ± 0,08 érték rendelhető, ami jó egyezést mutat a fluoreszcencia anizotrópiás 

mérésekkel is (28. ábra b, d, e,) (5. táblázat). 

Az 1MEY# fehérje specifikus és nemspecifikus DNS-felismerése közötti eltérés 

mértéke jó egyezést mutat a mesterségesen tervezett cinkujj fehérjék szelektivitására 

vonatkozó irodalmi adatokkal. Berg és mtsai. hasonló mértékű növekedést tapasztaltak 

amennyiben a nemspecifikus szekvenciát specifikusra cserélték egy konszenzus peptiden 

alapuló cinkujj fehérje vizsgálata során [211]. Az S1 DNS a 9 bázispárnyi specifikus 

szekvencia mellett 25 bp guanin-gazdag nemspecifikus szekvenciát is tartalmaz, így ezzel a 

DNS-sel is megfigyelhető szemi-specifikus vagy nemspecifikus kölcsönhatás [212]. A ~100 

bp mérettartományban megfigyelhető egy új sáv, ami feltehetően a DNS:Fehérje 1:2 

komplexhez rendelhető és kvantitatíve lgβ’ = 14,26 ± 0,10 stabilitási állandóval 

jellemezhető (28. ábra b,). Ha ebből az értékből levonjuk a specifikus fehérje-DNS 

kölcsönhatáshoz rendelhető lgK1’ stabilitási állandót, a kapott lgK2’ = 6,06 érték közel esik 

a nemspecifikus fehérje-DNS kölcsönhatásra meghatározott értékhez (lgβ’ = 6,27 ± 0,02), 

így feltehetően a második fehérje hasonló módon koordinálódik, mint a nemspecifikus 

kísérletekben alkalmazott DNS. 
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28. ábra: Reprezentatív gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálatok a, nemspecifikus (S0 DNS); b, specifikus 
(S1 DNS) 34 bp hosszúságú DNS molekulával, növekvő mennyiségű holo-1MEY# jelenlétében. 
c(DNS) = 0,88 µM, 10 mM HEPES pH (7,40); 150 mM NaClO4; 10 (m/V)% glicerin; c, S0, illetve d, S1 DNS 
eloszlási diagramja növekvő cinkujj fehérjekoncentráció mellett. Az adott fehérje/DNS arányokhoz tartozó 
pontokat négy-négy független gélelektroforézis sáveltolódás mérés intenzitásadataiból számítottuk az ImageJ 
program segítségével [3]. Folytonos vonalakkal a PSEQUAD program segítségével számolt értékeket 
ábrázoltuk [4]. A szaggatott vonalakkal jelölt arányoknál a szimuláció nagyobb hibával terhelt, mivel további 
elmosódott sávok is megjelennek a gélképeken. e, Egy FAM/TAMRA-jelölt két felismerési helyet tartalmazó 
rövid DNS fluoreszcencia anizotrópiájának mérése növekvő mennyiségű 1MEY# fehérje jelenlétében. 
c(DNS kötőhely) = 0,4 µM; 10 mM HEPES (pH 7,40); a 200 µl össztérfogatú mintákat egyedileg állítottuk 
össze, majd 15 perc 25 °C-on történő inkubálást követően lemezolvasóval mértük az anizotrópiát. A folytonos 
vonalak a PSEQUAD program segítségével számolt értékeket mutatják. f, Az S0, S1 és S2 DNS szakaszok 
szekvenciája, amelyek 0, 1, illetve 2 1MEY# felismerési helyet tartalmaznak: 5’-GAGGCAGAA-3’ (aláhúzva, 
zölddel kiemelve). 

Az eltérő mérési körülmények ellenére az 1MEY# cinkujj fehérje specifikus DNS-

kötésére jellemző affinitás összemérhető az MTF-1 fehérjével, – amennyiben az csak 4 

Zn(II)-t köt meg a nagy affinitású kötőhelyein, és a felismert DNS szekvencia 12 bp 

hosszúságú. Ezeknek a fehérjéknek a Zn(II)-affinitása is hasonló (4. táblázat). Ezzel 

szemben a TFIIIA fehérje Zn(II)-affinitása 4 nagyságrenddel kisebb az 1MEY# fehérjénél 

és a DNS-kötése is gyengébb (5. táblázat). Az Sp1 cinkujj fehérje DNS kötése gyengébb, 

mint a CP1-en alapuló 1MEY# fehérjének, – különösen, amennyiben nem a guanin-gazdag 

konszenzus DNS szekvenciával történik a vizsgálat (5. táblázat a) – azonban nem 
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egyértelmű, hogy ez összefüggésbe hozható-e a gyengébb Zn(II)-kötéssel, mivel ilyen 

mérések a teljes Sp1 fehérjével nem történtek a szakirodalomban, csupán a C-terminális 

alegység Zn(II)-kötésére vonatkozó állandót határozták meg, ami kisebb a CP1 modellpeptid 

látszólagos stabilitási állandójánál (1. táblázat).  

5. táblázat: Cinkujj fehérjék és specifikus vagy nem specifikus DNS között kialakuló kölcsönhatásokhoz 
tartozó látszólagos stabilitási álandók logaritmus értékei (lgβ’). Az 1MEY# fehérjére jellemző értékeket az 28. 
ábra alapján számoltuk a PSEQUAD program segítségével. Az irodalmi adatokat átszámoltuk lgß’ értékekké. 
ZF: cinkujj alegységek száma a fehérjén belül, SDNS: specifikus DNS; NSDNS: nemspecifikus DNS; TFIIIA 
teljes: natív Xenopus laevis transzkripciós faktor; TFIIIA 1-3: TFIIIA fehérje első 3 cinkujj alegysége; EGR1 
vagy ZIF268: „Early growth response protein 1”; WT1: “Wilms Tumor Protein”; Sp1C: Humán Sp1 fehérje, 
amelyben a megőrzött aminosavak a konszenzus peptiddel azonosak; MTF-1: fémszabályozó transzkripciós 
faktor I; DNS célszekvenciák: 1MEY#: 5’-GAGGCAGAA-3’; WT1: 5’-GCGTGGGCGTGT-3’ ; EGR1 és 
ZIF268: 5’-GCGTGGGCG-3’; TFIIIA 1-3: 5’-GGATGGGAG-3’; MTF-1: 5’-
GAGCTCTGCACTCCGCCCGAAAA-3’. EMSA: gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálat, ANI: 
fluoreszcencia anizotrópia; SPR: felületi plazmon rezonancia spektroszkópia; FBA: szűrő membrán kötődés 
vizsgálat; FLU: fluoreszcenciás mérés; ITC: izoterm kalorimetriás titrálás. 

 ZF Körülmények SDNS NSDNS Módszer Hivatkozás 

1MEY# 
3 

10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClO4; 10 (m/V)% glicerin 8,20 
± 0,08 

6,27 
± 0,02 

EMSA [210] 

1MEY# 3 10 mM HEPES, (pH 7,4) 8,0  ANI [210] 

Sp1 

3 

25 mM Tris (pH 8,0); 100 mM KCl; 10 (m/V)% glicerin; 
2 mM DTT; 50 µg/ml BSA; 2 µg/ml dI-dC 

6,9a 
7,6b 

 EMSAr [213] 

10 mM Tris (pH 8,0); 50 mM NaCl; 5 (m/V)% glicerin; 
1 mM 2‑merkaptoetanol; 0,05 (V/V)% NP-40; 100 µM ZnCl2  

7,4b  EMSAr [214] 

Sp1 
1-2 

2 
10 mM Tris (pH 8,0); 50 mM NaCl; 5 (m/V)% glicerin; 
1 mM 2‑merkaptoetanol; 0,05 (V/V)% NP-40; 100 µM ZnCl2 

6b  EMSAr [214] 

Sp1 
2-3 

2 
10 mM Tris (pH 8,0); 50 mM NaCl; 5 (m/V)% glicerin; 
1 mM 2‑merkaptoetanol; 0,05 (V/V)% NP-40; 100 µM ZnCl2 

6,8b  EMSAr [214] 

Sp1C 
3 

25 mM Tris (pH 8,0); 100 mM KCl; 10 (m/V)% glicerin; 
2 mM DTT; 50 µg/ml BSA; 2 µg/ml dI-dC 

7,3a 
8,4b 

 EMSAr [213] 

WT1 4 20 mM Tris (pH 7,5); 150 mM KCl; 1 mM MgCl2; 
1 mg/ml CM‑dextrán; 1 mM DTT; 0,005 (V/V)% poliszorbát 20; 

8,2  SPR [215] 

4 20 mM Tris (pH 7,5); 100 mM KCl; 5 mM MgCl2; 
1 mM DTT; 100 µg/ml BSA; 5 µg/ml dI-dC; 5 µM ZnCl2 

8,94  FBAr [216] 

WT1 
1-3 

3 
20 mM Tris (pH 7,5); 150 mM KCl; 1 mM MgCl2; 
1 mg/ml CM‑dextrán; 1 mM DTT; 0,005 (V/V)% poliszorbát 20; 

7,75  SPR [215] 

WT1 
2-4 

3 
20 mM Tris (pH 7,5); 150 mM KCl; 1 mM MgCl2; 
1 mg/ml CM‑dextrán; 1 mM DTT; 0,005 (V/V)% poliszorbát 20; 

8,37  SPR [215] 

WT1 
2-3 

2 
20 mM Tris (pH 7,5); 150 mM KCl; 1 mM MgCl2; 
1 mg/ml CM‑dextrán; 1 mM DTT; 0,005 (V/V)% poliszorbát 20; 

6,65  SPR [215] 

MTF-1 
6 

40 mM MOPS (pH 7,0); 20 mM NaCl 8,58c 
8,04d 

 ANI [217] 

EGR1 

3 

20 mM Tris (pH 7,5); 100 mM KCl; 5 mM MgCl2; 
1 mM DTT; 100 µg/ml BSA; 5 µg/ml dI-dC; 5 µM ZnCl2 

8,45  FBAr [216] 

10 mM Tris (pH 7,5); 150 mM KCl; 0,2 µM ZnCl2 6,9  ANI [218] 

8,2  ANI [219] 

Zif268 
3 

15 mM HEPES (pH 7,8); 50 mM KCl; 50 mM kálium-acetát; 50 mM 
kálium-glutamát; 5 mM MgCl2; 5 (V/V)% glicerin; 
0,1 (V/V)% NP-40; 100 µg/ml BSA; 20 µM ZnSO4  

10,6  EMSAr [220] 

TFIIIA 
teljes 

9 
20 mM HEPES (pH 7,5); 50 mM KCl; 1 mM MgCl2; 
12 (V/V)% glicerin; 5 mM DTT; 50 µM ZnCl2  

5,34e  EMSAr [221] 

3 5,75e  EMSAr [221] 
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TFIIIA 
1-3 

20 mM HEPES (pH 7,5); 50 mM KCl; 1 mM MgCl2; 
12 (V/V)% glicerin; 5 mM DTT; 50 µM ZnCl2 

6,16f  EMSAr [221] 

6,54g  EMSAr [221] 
50 mM Kálium-foszfát (pH 6,67); 100 mM NaCl; 50 µM ZnCl2 6,88  FLU [222] 

6,88  ITC [222] 

YY1 

4 

20 mM HEPES (pH 7,5); 150 mM NaCl; 5 mM MgCl2;  
1 mM TCEP; 100 µM Zn(Ac)2 

6,25  ITC [223] 

25 mM Tris (pH 8,5); 100 mM NaCl; 10 mM MgCl2; 5 mM DTT; 
100 µg/ml BSA; 0,04 (m/V)%; PEG-20000; 0,02 (m/V)% NaN3; 
100 µM ZnCl2 

6,78 4,44 ANI [224] 

10 mM Tris (pH 7,9); 100 mM NaCl; 10 mM MgCl2; 5 mM DTT; 
0,05 (V/V)% poliszorbát 20; 100 µM ZnCl2 

7,36  SPR [224] 

a 5’-GAGGCGGGG-3’ szekvenciájú DNS-t alkalmaztak 
b 5’-GGGGCGGGG-3’ szekvenciájú DNS-t alkalmaztak 
c Az MTF-1 cinkujj fehérje összes alegysége tartalmazott Zn(II)-t 
d Az MTF-1 cinkujj fehérjének csak a négy nagy affinitású alegysége tartalmazott Zn(II)-t 
e 72 bp hosszúságú DNS-t alkalmaztak 
f 21 bp hosszúságú DNS-t alkalmaztak 
g 13 bp hosszúságú DNS-t alkalmaztak 
r <1 pmol radioaktívan jelölt DNS-t alkalmaztak 

5.2.3 Versengés EDTA-val 

A DNS jelenléte befolyásolhatja a cinkujj fehérjék Zn(II)-affinitását is. Erre utal az 

a meglepő megfigyelés, hogy a DNS:1MEY# komplex CD spektrumában nem tapasztaltunk 

jelentős változást EDTA-felesleg hozzáadására (29. ábra d, - szaggatott sárga görbe). Ezzel 

szemben DNS hiányában azonos körülmények között a cinkujj fehérje másodlagos 

szerkezete összeomlott az EDTA-val történő kezelés során (szaggatott fekete görbe). 

További érdekesség, hogy amennyiben a specifikus DNS-t utólag adtuk hozzá az EDTA-val 

kezelt fehérjemintához, szintén helyreállt a holo-cinkujj fehérjére jellemző ββα-szerű 

másodlagos szerkezet (folytonos sárga görbe). A fentiek alapján a DNS képes elősegíteni az 

apo-1MEY# Zn(II)-felvételét a Zn(II)-EDTA komplexből. Hasonló eredményeket kaptunk 

a gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálatok során, ahol a sáveltolódás attól függetlenül 

megfigyelhető volt, hogy a minták összeállítási sorrendje Fehérje→DNS→EDTA vagy 

Fehérje→EDTA→DNS volt (29. ábra a, b,). Az EDTA csak ~5000× feleslegben (5 mM) 

tudta teljes mértékben gátolni a cinkujj fehérje DNS-kötését. Míg az ITC és CD mérések 

alapján a 1MEY# cinkujj fehérje Zn(II)-affinitása DNS hiányában lgβ’pH 7,4 = 12,2 ± 0,1 

(4. táblázat), addig ehhez képest DNS hatására átlagosan 3,4 nagyságrenddel nőtt az egyes 

cinkujj alegységek Zn(II)-kötésének látszólagos stabilitási állandója (lgβ’pH 7,4 = 15,6) 

(29. ábra c,). Így az EDTA nem tudott hatékonyan versengeni a Zn(II)-ért. A 

szakirodalomban az MTF-1 cinkujj fehérje vizsgálatai alapján, 0,5 mM EDTA jelenlétében 

tudták megszüntetni a fehérje DNS-kötését 1 óra alatt [76,225], azonban sejtextraktumokat 

használtak, így az EDTA és a fehérje pontos aránya nem ismert. Az MTF‑1 fehérjéhez 



67 

 

viszonyítva a humán Sp1 DNS-kötésének megszüntetése jóval nehezebb volt, ami felkeltette 

a kutatók érdeklődését az évek során. 

 
29. ábra: Reprezentatív gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálatok a specifikus 34 bp hosszúságú S1 DNS 
szakasz és holo-1MEY# között kialakuló kölcsönhatás vizsgálata céljából növekvő mennyiségű EDTA 
jelenlétében. a, Fehérje→DNS→EDTA, illetve b, Fehérje→EDTA→DNS összeállítási sorrend esetén. 
c(DNS) = 1 µM; c(holo-1MEY#) = 1 µM; c(EDTA) = 0–5 mM; 10 mM HEPES (pH 7,40); 150 mM NaClO4; 
10 (m/V)% glicerin; a DNS és EDTA hozzáadása után az elegyeket 1 órán át inkubáltuk 25 °C-on; c, Az 
S1 DNS eloszlási diagramja az eltérő sorrendben összeállított mintákban a gélelektroforézis sáveltolódás 
vizsgálatok intenzitásértékei alapján. A DNS sávokat az ImageJ program segítségével alakítottuk móltörtekké 
[3]. Az (F→D→E) mintákat fehérje→DNS→EDTA sorrendben állítottuk össze, míg az (F→E→D) mintákban 
először az EDTA-t adtuk a fehérjéhez, majd 1 óra inkubációt követően az S1 DNS-t. A mérési adatok alapján 
PSEQUAD programmal határoztuk meg a látszólagos Zn(II)-affinitást (ld. F1.4.1 fejezet), majd számoltuk ki 
az eloszlási diagramot (folytonos görbék). d, A holo-1MEY# cinkujj fehérje CD spektrumának 
összehasonlítása három ekvivalens EDTA és egy ekvivalens specifikus DNS jelenlétében, illetve hiányában. 
A DNS CD spektrumát kivontuk a mért CD spektrumokból. A fehérjekoncentrációt 18,8 µM-ra normáltuk. 
10 mM HEPES (pH 7,4); l = 0,1 mm 

Petering és mtsai. a Zn(II)-Sp1-DNS rendszert EDTA jelenlétében vizsgálva arra a 

következtetésre jutottak, hogy a cinkujj fehérje-DNS komplex vagy kinetikailag inert, vagy 

termodinamikailag nagyobb stabilitású EDTA-nál, de kísérleteikben ~500× EDTA felesleg 

megszüntette a fehérje-DNS kölcsönhatást [226-227]. Mivel csak gélelektroforézis 

vizsgálatok történtek ezen kutatások során, így nem lehetett biztosan tudni, hogy a 

fehérje→EDTA→DNS sorrendben összeállított mintában az EDTA azért nem volt képes 

eltávolítani a Zn(II)-t, mert nem volt elegendő az inkubációs idő (kinetikai effektus), vagy 

mert DNS hatására a fehérje képes volt újra Zn(II)-t felvenni (termodinamikai hatás). Utóbbi 

lehetőséget az Sp1 fehérje esetén nehéz bizonyítani, mivel ennek DNS-kötése nem 

kiemelkedő. Ezzel szemben az Sp1C fehérje – amelynek az Sp1 fehérje megőrzött aminosav 

szekvenciáját a CP1 modellpeptid szekvenciájára módosították, míg a DNS-felismerésért 

felelős aminosavakat érintetlenül hagyták – DNS-affinitása megnövekedett (5. táblázat). 
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Berg és mtsai. nem tudták EDTA segítségével eltávolítani a Zn(II)-t a Zn(II)-Sp1C-DNS 

komplexből, és – amennyiben jól értelmezzük az adatokat – ezt együttes kinetikai és 

termodinamikai hatással magyarázták [213]. Munkánk során független módszerekkel 

igazoltuk, hogy az ugyancsak CP1-alapú 1MEY# cinkujj fehérje DNS komplexéből az 

EDTA összemérhető koncentráció jelenlétében nem tudja eltávolítani a Zn(II)-t, továbbá az 

apo-fehérje képes visszanyerni a Zn(II)-t a Zn(II)EDTA komplexből specifikus DNS 

jelenlétében. Az 1MEY# cinkujj fehérje kölcsönhatása DNS-sel jelentősen (3,4 

nagyságrenddel) növeli a fehérje látszólagos Zn(II)-affinitását. Kísérletünkben ez az effektus 

jól tanulmányozható volt, mivel a kompetítorként alkalmazott EDTA látszólagos Zn(II) 

stabilitási állandója éppen a Zn(II)–1MEY# és Zn(II)–1MEY#–DNS rendszer Zn(II)-

affinitása között helyezkedett el. Hasonló stabilizáció, vagy szerkezet és funkció 

helyreállítás feltehetően egyéb cinkujj fehérjéknél is megfigyelhető, amelyek specifikus 

DNS célszekvenciákat ismernek fel. Nagy valószínűséggel ilyen effektusok is szerepet 

játszhatnak abban, hogy olyan cinkujj fehérjék is betöltik funkciójukat az élő 

szervezetekben, amelyek Zn(II)-affinitása önmagában nem indokolná, hogy a fehérje a 

sejtbéli körülmények között holo-formában forduljon elő egyéb nagy affinitású Zn(II)-

kompetítorok (pl. tionein fehérjék) jelenlétében [80,199,227-231]. 

5.3 Az előállított cinkujj fehérje kölcsönhatása "soft" fémionokkal 

Az irodalmi áttekintésben bemutatott cinkujj fehérje-fémion kompetíciós reakciók 

többségében csak egy-egy cinkujj alegységet vizsgáltak (leginkább a CP1 modellpeptidet). 

Arról, hogy ezek a fémionok hogyan hatnak kölcsön teljes cinkujj fehérjékkel, hogyan 

befolyásolják azok funkcióját nem, vagy csak alig állnak rendelkezésre szakirodalmi 

(kvantitatív) adatok. Így miután kvantitatíve jellemeztük az 1MEY# cinkujj fehérje Zn(II)- 

és DNS-kötését megvizsgáltuk a fehérje kompetíciós reakcióit „soft” karakterű Ag(I), 

Cd(II), Hg(II) toxikus fémionokkal. 

5.3.1 Ag(I) hatása a cinkujj fehérjére 

Együttműködő partnereink modellpeptidekkel végrehajtott vizsgálatait kiegészítve 

[119] elsőként igazoltuk, hogy az Ag(I) kiszorítja a Zn(II)-t egy több egységet tartalmazó 

cinkujj fehérjéből [232]. A folyamat kvantitatív, két Ag(I) képes egy Zn(II) kiszorítására, 

amint az a FluoZin-3 Zn(II)-szelektív fluorofór jelenlétében végrehajtott titrálásokkal 

bizonyítottuk (30. ábra a,). A három cinkujj alegységből felépülő 1MEY# cinkujj fehérje 

titrálása során éles töréspont látható a fluoreszcencia intenzitásának növekedésében 6 Ag(I) 
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ekvivalens Ag(I) hatására (két-két ekvivalens Ag(I) kötőhelyenként). Azonos eredményre 

jutottunk egy másik Zn(II)-szelektív szenzor, a 4-(2-piridilazo)rezorcin (PAR) 

alkalmazásával is UV-Vis spektroszkópiás mérés során (F10. ábra). Mivel az 

összehasonlító méréseink alapján az Ag(I) sem a FluoZin-3-mal, sem a PAR-ral nem képez 

komplexet, így ezen szenzorok jelenlétében végrehajtva egy cinkujj fehérje titrálását Ag(I)-

gyel meghatározható a fehérje koncentrációja is, amit a későbbiekben gyakran alkalmaztunk. 

 
30. ábra: a, holo-1MEY# cinkujj fehérje titrálása AgClO4 mérőoldattal FluoZin-3 jelenlétében fluorimetriásan 
követve (gerjesztés = 480 – 490 nm, emisszió = 510 – 520 nm). c(FluoZin-3) = 10 μM; c(1MEY#) = 1 μM; 
10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClO4; a relatív fluoreszcencia értékeket referencia Zn(II)-FluoZin-3 
titrálások segítségével határoztuk meg. Az ábrán 6 független mérés átlagát tüntettük fel az egyes pontokhoz 
tartozó hibákkal. b, 1MEY# CD spektruma növekvő koncentrációjú AgClO4 jelenlétében. Zöld szaggatott 
vonal: 1MEY# 5 ekvivalens EDTA jelenlétében 5 perc inkubációt követően. c(holo-1MEY#) = 16 µM; 10 mM 
HEPES (pH 7,4); l = 0,1 mm; az egyedileg összeállított mintákat 5 percig inkubáltuk szobahőmérsékleten a 
mérés előtt. c, Reprezentatív gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálat specifikus (S1 DNS) 34 bp hosszúságú 
DNS szakasz és holo-1MEY# között növekvő mennyiségű AgClO4 jelenlétében. c(DNS) = 0,7 µM; 
c(holo‑1MEY#) = 0,9 µM; 10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClO4; 10 (m/V)% glicerin; az elegyeket az 
Ag(I) hozzáadását követően fél órán át inkubáltuk 25 °C-on. d, DNS eloszlási diagramja a DNS-1MEY# 
rendszernek növekvő AgClO4 koncentráció hatására. Az egyes frakciókhoz tartozó pontok 5 független 
gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálat intenzitásadatainak átlagából származnak a hozzájuk tartozó hibákkal. 
Az intenzitásokat ImageJ program segítségével határoztuk meg [3]. e, DNS-1MEY# komplex mért és számított 
CD spektrumának összehasonlítása 6 ekvivalens AgClO4 jelenlétében, illetve hiányában. 
c(holo‑1MEY#) = 12 µM; c(S1 DNS) = 12 µM; 10 mM HEPES (pH 7,4); 90 mM NaClO4; l = 0,1 mm; a 
számított spektrumok a DNS saját CD spektrumának és a holo-1MEY# vagy 1MEY#-Ag(I) rendszer (apo-
1MEY#) CD spektrumának összegei. 
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CD spektroszkópiával követett titrálás során megállapítottuk, hogy a cinkujj fehérje 

ββα másodlagos szerkezete összeomlik Ag(I)-hatására, mivel az első 6 ekvivalens Ag(I)-

bekötődése során kapott CD spektrum hasonló alakú, mint a rendezetlen szerkezetű apo-

1MEY# CD spektruma (30. ábra b,). Gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálatok és CD 

mérések alapján a fehérjét DNS célszekvenciája sem képes megvédeni az Ag(I)-gyel 

szemben (30. ábra c, d, e,). A cinkujj fehérje-DNS komplex (folytonos rózsaszín görbe) 

intenzívebb, módosult alakú CD spektrumot eredményezett, mintha összeadtuk volna a 

szabad DNS és holo-1MEY# CD spektrumát (szaggatott rózsaszín görbe) ami a fehérje 

DNS-kötésére utal. Ezzel szemben az Ag(I)-jelenlétében mért DNS-1MEY# spektrum alakja 

teljes egyezést mutat a külön-külön megmért 1MEY#-Ag(I) és DNS CD spektrumainak 

összegével. Ennek alapján a fehérje szerkezete összeomlott Ag(I) hatására a specifikus DNS 

jelenlététől függetlenül (30. ábra e,). Poliakrilamid gélen a fehérje-DNS komplexhez 

rendelhető sáv megfelel egy 50 bp-os DNS sáv elhelyezkedésének, és fokozatosan halványul 

növekvő Ag(I) mennyiség hatására. 6 ekvivalens Ag(I) adagolását követően teljesen szétesik 

a komplex és csak a szabad 34 bp-os DNS sávja látható (30. ábra c,). A gélelektroforézis 

sáveltolódás vizsgálatok során detektált sávok intenzitását „integrálva”(ld. 4.3.3 fejezet) a 

pontok lefutása enyhén szigmoidális, ami utalhat a fehérje DNS-kötésének 

kooperativitására, mivel egy cinkujj alegység szerkezetének összeomlása nem csökkenti 

jelentősen a fehérje DNS affinitását, viszont két cinkujj alegység összeomlása után a 

fennmaradó egy egység már nem, vagy alig kötődik a DNS-hez a mérések körülményei 

között (30. ábra d,). 

Független módszerként ITC titrálásokat is végeztünk az Ag(I) és a fehérje 

kölcsönhatásának tanulmányozása céljából. Az integrált titrálási görbét kötőhely 

ekvivalensek függvényében ábrázolva egy ekvivalens Ag(I)-nél nem látható inflexiós pont, 

ezek alapján a kompetíciós reakció változatlan módon zajlik egészen két kötőhelyekvivalens 

Ag(I) adagolásáig (31. ábra a,). Ez egyértelműen bizonyítja, hogy az Ag(I) kompetíció 

kooperatív, Ag1Zn11MEY#kötőhely vegyeskomplex és Ag11MEY#kötőhely monokomplex 

feltételezése nem szükséges a kompetíciós rendszer jellemzéséhez attól függetlenül, hogy a 

monokomplex jelenlétét az apo CP1 modellpeptid telítése során megfigyelték korábban 

[119]. A két Ag(I) bekötődéséhez tartozó reakció ΔH(Ag21MEY#kötőhely) = –38,2 kcal/mol 

reakcióentalpiával jellemezhető, azaz 15 kcal/mol egységgel nagyobb a Zn(II) 

bekötődésénél. Elméletben a kalorimetriás titrálások segítségével meghatározható az 

Ag21MEY#kötőhely komplex látszólagos stabilitási állandója, azonban amint az a titrálási 
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görbén látható, a két ekvivalens Ag(I)-et követő injektálások során a hőváltozás növekedett, 

majd később fokozatosan simult bele a mérés alapvonalába (31. ábra a,). Ebből arra 

következtethetünk, hogy a reakció a második ezüst bekötődését követően nem zárul le, 

további exoterm reakció(k) során újabb Ag(I) koordinációja figyelhető meg. Így csupán azt 

lehet kijelenteni, hogy az Ag21MEY#kötőhely komplex legalább lgβ’pH 7,4 ≥ 22,2 stabilitású, a 

pontosabb számításokhoz egyéb kiegészítő mérésekre lenne szükség, amelyekkel 

jellemezhetők a további képződő komplexek. 

 
31. ábra: a, Integrált, alapvonal-korrigált hőváltozás értékek holo-1MEY# Ag(I)-titrálása során (kék pontok) 
ITC-vel követve és az illesztett titrálási görbe (fekete vonal) Excel-lel számolva (ld. 4.7 fejezet). 
c(holo‑1MEY#) = 15 µM; 10 mM HEPES (pH 7,40); 0,5 µl injektálások 1,68 mM AgClO4 mérőoldattal 
25,00 °C. b, ITC titrálás adatainak értékelése alapján generált eloszlási diagram. A szaggatott vonallal jelölt 
részecskék segítségével az ITC titrálás jellemezhető volt, de ezek pontos összetételére nincs egyértelmű 
bizonyíték. 

ESI-MS módszerrel, a fehérje : Ag(I) arány növelése során még 19 Ag(I)-et kötő 

fehérjeadduktumot is megfigyeltünk a mérés körülményei között, így a rendszer alapos 

kvantitatív jellemzése feltehetően nem lehetséges (F11. ábra). Emellett meg kell említeni, 

hogy a teljes holo-1MEY# Ag(I)-kompetícióját tömegspektrometriával vizsgálva nem volt 

tapasztalható átmeneti állapot, ahol a három cinkujj alegység közül csak az egyikben, vagy 

kettőben cserélődött volna ki a Zn(II) két Ag(I)-re. Az első olyan részecske, amelyben már 

Ag(I) volt megfigyelhető, azonban 5 Ag(I)-et kötött a várt 6 helyett, amely részecske csak 

az Ag(I) felesleget növelve jelent meg. Ennek magyarázata nem egyértelmű, de valószínűleg 

az ESI-MS mérési körülményeknek tudható be a különleges komplex megjelenése. A 

szakirodalomban van arra példa, hogy több ciszteint tartalmazó fehérjéknél nem észlelhető 

a csak 1 vagy 2 Ag(I)-et kötő forma hanem egyből 4 – 5 Ag(I) kötődése figyelhető meg 

[233]. Ennek az ellentmondásnak a tisztázására a jövőben mindenképpen további 

kísérleteket hajtunk végre. 
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5.3.2 Cd(II) hatása a cinkujj fehérjére 

A Cd(II) és cinkujj fehérjék kölcsönhatásának szakirodalmában számos 

ellentmondás található (ld. 2.1.3 fejezet), és nehéz összefüggést találni a peptidekkel és 

természetes cinkujj fehérjékkel végzett vizsgálatok között. Ennek a problémának az 

áthidalására kitűnő lehetőséget biztosított az 1MEY# cinkujj fehérje, mivel a CP1-

modellpeptid szekvenciáján alapul (25. ábra), de képes specifikus DNS-felismerésre is, 

akárcsak a természetes cinkujj fehérjék. Elsőként az apo-fehérje és a Cd(II) kölcsönhatását 

tanulmányoztuk. Ehhez az eredetileg Zn(II)-tartalmú fehérjéből EDTA-kezeléssel 

távolítottuk el a fémiont, majd puffercsere során eltávolítottuk az  EDTA-t (ld. F1.5 fejezet). 

A folyamat eredményeként kapott apo-1MEY# CD-spektruma – az elvárásoknak 

megfelelően – rendezetlen másodlagos szerkezetre utal egyetlen negatív csúccsal 200 nm 

körül. Három ekvivalens Cd(II) hozzáadását követően (egy ekvivalens kötőhelyenként) a 

fehérje a Zn(II)-kötött szerkezethez hasonló CD-spektrumot mutatott (32. ábra a,). Ezek 

alapján a Cd(II) is képes indukálni a Cys2His2 cinkujj alegységek egyfajta másodlagos 

szerkezetének rendeződését. További Cd(II) hozzáadására nem észlelhető a CD spektrum 

változása még 120-szoros feleslegben sem (40 ekvivalens Cd(II) kötőhelyenként) (32. ábra 

b,). Az UV-Vis abszorpciós spektrum 230-250 nm tartományában is megfigyelhető volt a 

Cd(II) koordinációja a cinkujj fehérjék tiolcsoportjaihoz ligandum-fém töltésátviteli 

sávokon keresztül [234, 235] (F12. ábra). 

A fehérje Cd(II)-, és Zn(II)-komplexének CD spektruma nem teljes mértékben 

egyezik. A Cd(II)-kötött fehérje spektrumában 220 nm körül eltűnt a negatív csúcs, míg 205 

nm-nél növekedett a negatív csúcs intenzitása. A különböző komplexek másodlagos 

szerkezetét a BeStSel program segítségével becsültük meg a CD spektrumok alapján 

[2](32. ábra c,d,). Az adatok alapján a Cd(II)-komplexben az antiparallel β-redő aránya 

~6%-kal nőtt, míg az α-hélix aránya ~8,5%-kal csökkent, amire magyarázat lehet, hogy a β-

redőket alkotó szakaszban találhatók a Cd(II) által preferált cisztein aminosavak, és az 

ezekhez történő erősebb koordináció eredményezi a másodlagos szerkezeti elemek 

arányának növekedését. Mindazonáltal ezt a magyarázatot árnyalja, hogy a legjelentősebb 

változás a 220-240 nm tartományban következett be, ahol szerepe lehet a ligandum-fém 

töltésátviteli sávok királis hozzájárulásának is a CD spektrum lefutásához [234-236]. A 

fehérje CD-spektrumok kiértékelésére használt programok ezeket a hozzájárulásokat nem 

veszik külön figyelembe, így végül ezeket a másodlagos szerkezeti elemek változásaként 

detektálják. Esetünkben ez a fehérje β-redő tartalmának túlbecslését eredményezheti. Ettől 
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függetlenül a fentiek alapján megállapítható, hogy az 1MEY# cinkujj fehérje Cd(II) 

jelenlétében rendezett másodlagos szerkezetet vesz fel, ami nagy valószínűséggel hasonlít a 

Zn(II)-tartalmú fehérje másodlagos szerkezetéhez. Ez összhangban van Malgieri és mtsai. 

megfigyeléseivel a Ros87 cinkujj fehérje esetén [43] és Krepkiy és mtsai. eredményével a 

TFIIIA 3. ujjával kapcsolatban [93]. Ezzel szemben a Tramtrack cinkujj fehérje esetében 

Roesijadi és mtsai. csak a 220-240 nm hullámhossztartományban figyeltek meg 

változásokat, a 190 nm körüli intenzív csúcsok nélkül, amelyek leginkább az α-hélixhez 

rendelhetők [100]. A Cd(II)-1MEY# komplex CD spektruma arra utalt, hogy a mérési 

körülmények között a Cys2His2 típusú koordináció a preferált a Cys3, vagy Cys4 

koordinációs móddal szemben. Habár ezek a koordinációs módok szintén lehetségesek lettek 

volna, mivel az 1MEY# fehérje összesen 6 ciszteint tartalmaz, azonban ezesetben az ujjszerű 

szerkezet összeomlana, ami nem volt megfigyelhető.  

 
32. ábra: a, 1MEY# cinkujj fehérje CD spektruma különböző formákban: Zn(II)-kötött(fekete), Cd(II)-kötött 
(narancs), fémmentes (szaggatott szürke), Cd(II)-kötött forma + 6 ekvivalens Zn(II) / 1MEY# (2 ekvivalens 
kötőhelyenként) (világoskék) és Zn(II)-mentes forma 5 ekvivalens EDTA / 1MEY# jelenlétében (1,7 
ekvivalens kötőhelyenként) (szaggatott fekete). b, Cd(II)-kötött 1MEY# CD-spektruma feleslegben lévő Cd(II) 
jelenlétében. Az CD-spektrumok 18,8 µM fehérjekoncentrációra normáltuk. 6,6 mM HEPES (pH 7,4); 33 mM 
NaClO4; l = 0,2 mm; c, Cd(II)-1MEY# és d, Zn(II)-1MEY# mért és illesztett CD spektruma a 185-250 nm 
hullámhossz tartományban. Az illesztett és mért spektrumok közötti különbségeket mutató 
maradványspektrumokat piros színnel jelöltük. A kördiagramok a komplexek becsült másodlagos szerkezeti 
összetételét jelzik. Az illesztést a BeStSel programcsomaggal hajtottuk végre [2]. 

A Cd(II)-komplexhez 6 ekvivalens Zn(II)-t hozzáadva (2 ekvivalens kötőhelyenként) 

helyreállt az eredeti Zn(II)-kötött fehérjére jellemző CD spektrum, ami arra utal, hogy a 
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Zn(II) valóban jóval erősebb kölcsönhatást alakít ki a Cys2His2 cinkujj alegységekkel, mint 

a Cd(II), másfelől igazoltuk, hogy az F1.5 fejezetben részletezett Zn(II)-eltávolítási 

folyamat során a fehérjében található ciszteinek nem oxidálódtak (32. ábra: a,). 

Miután igazoltuk, hogy az apo fehérje képes felvenni három Cd(II)-t, kompetíciós 

reakciókat is végrehajtottunk, hogy megállapítsuk, milyen mértékben lehetséges a Cd(II)-

Zn(II) csere. Fluorimetriás, CD-spektroszkópiás és ESI-MS mérések alapján nem sikerült 

teljes mértékben kicserélni a Zn(II)-t Cd(II)-re a mérés körülményei között. A Cd(II)-holo-

1MEY# rendszert FluoZin-3 Zn(II)-szelektív fluorofór jelenlétében tanulmányozva 

megállapítottuk, hogy hozzávetőleg ~2 nagyságrenddel gyengébben köti a fehérje a Cd(II)-

t (lgβ’ pH 7,4 = 10,11 ± 0,03), mint a Zn(II)-t, míg az 1MEY# cinkujj fehérje alapjául szolgáló 

CP1 modellpeptidnél ~2,5 nagyságrend eltérést tapasztaltak (6. táblázat) [72] (33. ábra b,). 

A mérés pontatlanságát növeli, hogy a Cd(II) monokomplexet képez a FluoZin-3-mal is. Ezt 

a folyamatot független mérésekkel jellemeztük, és a számítások során figyelembe vettük 

(ld. F1.5 fejezet). 

A CD spektroszkópiával követett titrálási adatokból egy nagyságrenddel nagyobb 

Cd(II)-stabilitási állandót határoztunk meg, mint fluorimetria esetében, azonban ez 

betudható a kismértékű változásoknak, amik a fehérje CD-spektrumában következtek be, így 

a mérés pontatlansága is nagyobb volt (33. ábra a,) (6. táblázat). 

A Cd(II)-holo-1MEY# rendszer ESI-MS vizsgálata során megfigyelhetők voltak az 

átmeneti Zn2Cd1 és Zn1Cd2 vegyeskomplexek, ahol csak egy, illetve kettő Zn(II) cserélődött 

ki Cd(II)-re, majd nagyobb Cd(II)-feleslegnél a Cd3 formát is észleltük (33. ábra c,). A 

Zn(II)-affinitás meghatározásánál tapasztaltakra alapozva (26. ábra) ebben az esetben is 

azonosnak tekintettük a három cinkujj alegységet a számítások során (ld. F1.4.2 fejezet). 

Így lgβ’ = 10,75 átlagos stabilitási értéket határoztunk meg. A számított és a kísérleti ESI-

MS adatok közötti jó egyezés alátámasztotta azt a hipotézist, hogy az 1MEY# fehérjén belül 

a három cinkujj alegység azonosan köti Zn(II)-t és Cd(II)-t (33. ábra d,). Tekintettel arra, 

hogy az ESI-MS mérések eredményei az eltérő mérési körülmények, illetve a különböző 

részecskék potenciálisan eltérő ionizációs képessége miatt nem mindig korrelálnak az 

oldategyensúlyi adatokkal, ez az érték nagyon jó egyezést mutat a fluorimetriásan és CD 

spektroszkópiásan meghatározott stabilitási állandókkal (6. táblázat). 
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33. ábra: a, 1MEY# mért (folytonos vonalak) és szimulált (szaggatott vonalak) CD-spektruma növekvő 
mennyiségű Cd(II) jelenlétében; A titrálás végpontját (Cd(II)-kötött 1MEY#, folytonos narancssárga 
spektrum) külön határoztuk meg apo-1MEY#-ből kiindulva; c(1MEY# = 16,4 μM); 7,5 mM HEPES (pH 7,4); 
l = 0,2 mm; A 215 – 260 nm tartományt használtuk a PSEQUAD programmal történő számítások során [4]. b, 
Mért (pontok) és szimulált (folytonos vonalak) relatív fluoreszcencia görbék, amelyeket a holo-1MEY# (kék) 
Cd(II)-vel történő titrálásával kaptunk. Ezzel egyidejűleg referencia titrálásokat is végeztünk, hogy 
meghatározható legyen a relatív fluoreszcencia érték 1MEY# fehérje hiányában (piros adatsor), vagy az 
1MEY# Zn(II)-tartalmával megegyező mennyiségű Zn(ClO4)2 jelenlétében ( sárga adatsor). 200 µl minta, 3 µl 
injektálások T = 25 °C. c(FluoZin-3 = 6 μM); c(1MEY# = 1 μM); 10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClO4 
A számításokat PSEQUAD programmal végeztük. c, holo 1MEY# fehérje ESI-MS módszerrel vizsgálva 
növekvő mennyiségű Cd(II) jelenlétében. c(1MEY#) = 2 µM; 8,2 mM ABC (pH 7,8). d, 1MEY# fehérje 
eloszlási diagramja ESI-MS mérés alapján. Relatív intenzitásadatok alapján számított 1MEY# móltörtek 
(pontok), számított eloszlási diagram (folytonos vonalak). Az eloszlási diagram számítását a Microsoft Excel 
Solver bővítményével hajtottuk végre (ld. F1.4.2 fejezet). 

Az eredmények alapján a Cd(II)/Zn(II) csere reverzibilis az 1MEY# cinkujj fehérje esetében 

és kooperatív effektus nem volt megfigyelhető, ami arra utal, hogy a cinkujj alegységek 

azonos módon viselkednek (34. ábra a,). Az 1MEY# fehérje Cd(II)-affinitása a legnagyobb 

a szakirodalomban fellelhető egyéb Cys2His2 cinkujj fehérjék között (6. táblázat), habár 

még így is 1-2 nagyságrenddel elmarad a fehérje Zn(II)-affinitásától azonos körülmények 

között (lgβ’Zn(II) = 12,2) [210]. A különbség a Zn(II) és Cd(II)-affinitásban a CP1 modell 

peptid és a TFIIIA fehérje esetében 2,5 nagyságrend [72,90], míg a Ros87 cinkujj fehérje 

esetében 1,2 nagyságrend [237]. 

a, b,

c, d,
-5

-4
-3

-2

-1

0
1

2

3

4

5
6

180 200 220 240 260

C
D

 (
m

fo
k

)

Hullámhossz (nm)

R
e

la
tí

v 
in

te
n

zi
tá

s

m/z

112 ekv

0 ekv
Cd(II)

0

50

100 Zn3 holo 1MEY#

0

50

100

Cd3

Zn1Cd2

6 ekv

0

50

100 12 ekv

11600 11700 11800 11900 12000 12100
0

50

100

Zn2Cd1

24 ekv

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

0 3 6 9 12 15 18 21 24

1M
E

Y
# 

m
ó

lt
ö

rt

Cd(II) / 1MEY# arány

Zn₃1MEY#
Zn₂Cd₁1MEY#
Zn₁Cd₂1MEY#
Cd₃1MEY#

0 3 6 9 12

F
lu

o
re

s
zc

e
n

ci
a

 %

Cd(II) / 1MEY# arány

 ZnFluoZin-3
 1MEY#
 FluoZin-3



76 

 

6. táblázat: Cinkujj fehérje-Cd(II) és Zn(II)-kölcsönhatásokhoz rendelhető átlagos lgβ’ értékek alegységekre 
vonatkoztatva; cITC: Titrálás kompetítorokkal ITC-vel követve; FTc: Fluoreszcens kompetítorokkal 
végrehajtott titrálás fluorimetriával követve; rCD: CD spektroszkópiával követett reverz titrálás; ESI-MS: 
reverz titrálás ESI-MS méréssel követve; RT: UV-Vis spektroszkópiával követett reverz titrálás; ED: 
egyensúlyi dialízis; DT: UV-Vis spektroszkópiával követett direkt titrálás 

 lgβ’Cd(II) lgβ’Zn(II) Δlgβ’1 Módszer Hivatkozás 
1MEY# 
 

 12,2  cITC [210] 
10,11 ± 0,03  2,11 FTc [238] 
11,14 ± 0,03  1,06 rCD [238] 
10,75  1,45 ESI-MS [238] 

CP1 8,7 11,2 2,5 RT [72] 
TFIIIA 5,6a 8,0a 2,4 ED [90] 

3,8b 4,6b 0,8 ED [90] 
Ros87 8,0 9,2 1,2 RT [103,239] 

7,7   DT [99] 
1 különbség a Zn(II)- és Cd(II) affinitásértékek között, ha a mérési körülmények azonosak  
a nagy stabilitású kötőhelyek 
b kis stabilitású kötőhelyek 

A CD mérések alapján (32. ábra) következtettünk arra, hogy a Cd(II) Cys2His2 

koordinációs módban köt a cinkujj fehérje alegységekhez. Ezt a feltételezést az ESI-MS 

mérések is megerősítették, mivel nem volt észlelhető Cd1, Zn1Cd1 vagy Cd2 részecskék 

jelenléte (33. ábra c,), amelyek Cys4, illetve Cys3 koordinációval jellemezhetők. Ilyen 

koordinációs módokban a Cd(II) több cinkujj alegység ciszteinjeihez koordinálódhatna, ami 

megakadályozná a rendezett ββα fehérjeszerkezet kialakulását és gátolná a cinkujj fehérje 

DNS-kötését (34. ábra b, c,). Utóbbi jelenség magyarázatot adhat rá, hogy egyes cinkujj 

fehérjék, amelyekben a Cys2His2 koordinációs helyek kis Zn(II)-, és Cd(II)-affinitással 

bírnak , miért veszítik el funkciójukat Cd(II)-jelenlétében. A TFIIIA cinkujj fehérje 9 cinkujj 

alegysége közül csupán 2-3 rendelkezik nagy Zn(II)-affinitással (Kd < μM). Habár a 

szakirodalmi adatok alapján lehetséges a fehérje előállítása 9 Zn(II)-kötött formában, ám 

Cd(II)-jelenlétében elvégezve a fehérje előállítását, csupán ~4 Cd(II)-kötődik a kitisztított 

TFIIIA-hoz [89-92]. Elképzelhető, hogy egyes Cys2His2 kötőhelyek Cd(II)-affinitása olyan 

kicsi, hogy kedvezőbb a Cys3, vagy Cys4 kötésmód, ahol a Cd(II)- több cinkujj alegység 

ciszteinjeivel alakít ki kölcsönhatást [87,91].  
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34. ábra: a, A fokozatos Zn(II)/Cd(II) reverzibilis cserereakció sematikus ábrázolása az 1MEY# cinkujj 
fehérje esetében. A kicserélődés sorrendje véletlenszerű, az ábra egyszerűség kedvéért nem mutatja be az 
összes lehetséges variációt; Feltételezett reakciósémák, ahol a Cd(II) több cinkujj alegység ciszteinjeihez 
koordinálódva b, Cys4, illetve c, Cys3 koordinációs módban köt egy cinkujj fehérjéhez. Utóbbi 2 reakcióséma 
az 1MEY# esetén bizonyítottan nem következik be, de kis stabilitású cinkujj alegységeknél (pl.: TFIIIA) 
elképzelhető. 

Gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálatok során igazoltuk, hogy a Cd(II)-kötött 

1MEY# cinkujj fehérje nem csupán szerkezetét tekintve mutat nagy hasonlóságot a 

Zn(II)‑komplex-szel, de képes felismerni és megkötni annak DNS célszekvenciáját is (35. 

ábra). A gélképek kvantitatív értékelése alapján lgβ’ = 6,04 ± 0,02 látszólagos stabilitási 

állandót határoztuk meg a Cd(II)-1MEY# komplex és a nemspecifikus S0 DNS szekvencia 

kölcsönhatására. Ez csak kis mértékben tér el a Zn(II)-komplex nemspecifikus DNS-kötésre 

nyert értéktől (lgβ’ = 6,27) (5. táblázat). Jelentősebb, ~0,6 nagyságrendbeli csökkenést 

tapasztaltunk a Cd(II)-komplex specifikus DNS-affinitásában (lgβ’ = 7,62 ± 0,04) a 

Zn(II)‑komplexéhez képest (lgβ’ = 8,20) (5. táblázat). Azonban a Cd(II)-1MEY# DNS-

kötése még mindig erősnek mondható. Meg kell említeni, hogy a Cd(II)-1MEY# 

nemspecifikus DNS-kötést enyhén szigmoidális jellegű görbe írta le az elvárható telítési 

görbe helyett. Elképzelhető, hogy ezt a DNS minták utólagos festésének és a gélképek 

kvantitatív kiértékelésének bizonytalansága okozta a kezdeti mérési pontokban, ahol nagyon 

kicsi volt a fehérje-DNS komplex aránya. A Cd(II)-kötött 1MEY# DNS-kötése hasonló 

jellegű változásokat okozott a rendszer CD spektrumában 190 nm környékén, mint a Zn(II)-
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komplex (35. ábra g,). A Cd(II)-1MEY# DNS komplexének CD spektruma nagyobb 

intenzitást mutatott ebben a tartományban, mint a külön megmért cinkujj fehérje és DNS 

spektrumok összege, ami a fehérje és DNS másodlagos szerkezetének torzulására utalt a 

kölcsönhatás során. Azonban a változás mértéke elmarad a Zn(II)-komplex esetén tapasztalt 

intenzitásnövekedéstől. A sáveltolódás vizsgálatok mellett ez a jelenség is alátámasztotta a 

Cd(II)-kötött 1MEY# fehérje kisebb DNS-affinitását. 

 
35. ábra: Reprezentatív gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálatok a, nemspecifikus (S0 DNS); b, specifikus 
(S1 DNS) 34 bp hosszúságú DNS molekulával, növekvő mennyiségű Cd(II)-kötött 1MEY# jelenlétében. 
c(DNS) = 0,88 µM; 10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClO4; 10 (m/V)% glicerin; c, S0, illetve d, S1 DNS 
eloszlási diagramja növekvő cinkujj fehérjekoncentráció mellett. Az adott fehérje/DNS arányokhoz tartozó 
pontokat három-három független gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálat intenzitásadataiból számítottuk az 
ImageJ program segítségével [3]. Folytonos vonalakkal a PSEQUAD program segítségével számolt értékeket 
ábrázoltuk [4]. e, Gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálat specifikus 34 bp (S1 DNS) hosszúságú DNS szakasz 
és holo-1MEY# között növekvő mennyiségű Cd(ClO4)2 jelenlétében. c(DNS) = 0,7 µM; c(holo-
1MEY#) = 0,88 µM, 10 mM HEPES (pH 7,4); 150 mM NaClO4; 10 (m/V)% glicerin; az elegyeket a Cd(II) 
hozzáadását követően fél órán át inkubáltuk 25 °C-on. f, DNS eloszlási diagramja a DNS-1MEY# rendszerben 
Cd(II)-hatására. Az intenzitásokat ImageJ program segítségével integráltuk [3]. g, Az S1 DNS CD-
spektrumának összehasonlítása 0,5 ekvivalens Zn(II)-1MEY# (fekete) és 0,5 ekv. Cd(II)-1MEY# 
(narancssárga) jelenlétében. A szaggatott vonal a megfelelő fehérje- és DNS-spektrumok összegzésével 
számított CD-spektrumot reprezentálja. Az összes CD spektrumot 18,8 µM fehérjekoncentrációra normált. 
7,5 mM HEPES (pH 7,4); 45 mM NaClO4; l = 0,2 mm 
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Miután igazoltuk, hogy a Zn(II)-, és Cd(II)-kötött 1MEY# is képes felismerni DNS 

célszekvenciáját, kompetíciós reakcióban is tanulmányoztuk a fehérje DNS kötését. A 

Zn(II)-kötött 1MEY#-S1 DNS komplexhez növekvő mennyiségben adagolva Cd(II)-t nem 

tapasztaltunk változást a fehérje DNS-kötésében (35. ábra e, f,). Ez egyfelől utalhat rá, hogy 

a Zn2Cd11MEY# és Zn1Cd21MEY# vegyeskomplexek is azonos mértékben képesek 

felismerni ugyanazt a DNS célszekvenciát, mint a Zn(II)-, és Cd(II)-kötött formák. 

Mindemellett elképzelhető, hogy DNS jelenlétében a Cd(II) még kevésbé képes versengeni 

az 1MEY# kötőhelyeiért a Zn(II)-vel szemben, amint azt az EDTA-val végrehajtott 

kompetíciós reakcióban is tapasztaltuk (ld. 5.2.3 fejezet). 

Az eredményeink alapján kijelenthető, hogy a Cd(II) toxicitása az élő szervezetekben 

nem tulajdonítható közvetlenül a nagy stabilitású Cys2His2 cinkujj fehérjékkel való 

kölcsönhatásának. Amennyiben egy ilyen fehérje Zn(II)-kötött formában van jelen, nagy 

Cd(II) feleslegre lenne szükség, hogy akár részlegesen is megtörténjen a Zn(II) 

szubsztitúciója fiziológiás körülmények között. Egy nagy Zn(II)-affinitású, de apo cinkujj 

fehérjével a Cd(II) stabil komplexet képezhez. A Cd(II)-kötött és a vegyeskomplexek is 

képesek megkötni a fehérje DNS-célszekvenciáját, vizsgálataink alapján az egyetlen 

különbség a kialakult Cd(II)-komplexek affinitásában volt, amint ezt néhány publikáció is 

említi [97-98,100]. Ebből adódóan, egy Cd(II)-kötő cinkujj fehérje továbbra is képes lehet 

betölteni a fehérje funkcióját. Továbbá, még ha a fehérje szerkezete eltérő is, az nem 

feltétlenül jelenti azt, hogy a specifikus DNS-kötő funkció is teljesen megszűnik. A 

Tramtrack cinkujj fehérje esetében, ahol a CD mérések alapján a fehérje α-hélix tartalma 

jelentősen csökkent a Cd(II)-kötés során, a komplex még képes volt felismerni DNS 

célszekvenciáját, bár a kölcsönhatás ~1 nagyságrenddel gyengébb volt a Zn(II)-kötött 

formáénál [100]. 

5.3.3 Hg(II) hatása a cinkujj fehérjére 

A Hg(II) cinkujj fehérjékre gyakorolt hatása jelentősen különbözik a Cd(II)-tól. A 

méréseink során Hg(ClO4)2 sót használtunk, elkerülendő a Hg(II) koordinációját a 

kloridionokhoz, így lehetőségünk volt a közvetlen kölcsönhatást vizsgálni a cinkujj fehérje 

és a fémion között (ld. 2.1.3 fejezet). Három ekvivalens (1 ekvivalens / kötőhely) Hg(II) 

hatására az 1MEY# fehérje CD spektruma jelentősen megváltozott, ami a fehérje ββα 

másodlagos szerkezetének összeomlására utal, egyes irodalmi eredményekhez hasonlóan 

[103]. Az α-hélixhez rendelhető pozitív csúcs 190 nm-környékén teljes mértékben eltűnt 

(36. ábra). Ebből adódóan azt feltételeztük, hogy a reakció során Hg31MEY# komplex 



80 

 

képződik, amelynek másodlagos szerkezete többnyire rendezetlen. Mivel a Hg(II) igen nagy 

affinitást mutat a cisztein-tiolátokhoz, ez volt a várt eredmény, függetlenül attól, hogy a 

Zn(II) teljesen kiszorult-e a kialakult komplexből vagy terner komplexek képződtek. 

1MEY# kötőhelyenként ~5 ekvivalens Hg(II) hozzáadásáig csak kismértékű, de 

folyamatos változás zajlott a fehérje CD spektrumában, ami arra utalt, hogy további 

folyamatok játszódnak le. Kötőhelyenként ~8 ekvivalens Hg(II) hatására egy intenzív 

pozitív sáv jelent meg 215 nm körül, ami valószínűleg a Hg(II) töltésátviteli sávja 

[236,240‑241] (36. ábra a,). 

Amennyiben a 215 nm-en mért ellipticitás értékeket ábrázoltuk a hozzáadott Hg(II) 

ekvivalensek függvényében, egy éles töréspont volt látható egy kötőhely ekvivalens higany 

hozzáadásának hatására, ami ugyancsak arra utalt, hogy a Hg(II) erősebb kompetítor az 

1MEY# cinkujj fehérje kötőhelyeiért, mint Cd(II) (36. ábra b,). Az éles töréspont egy 

kötőhely-ekvivalens Hg(II)-nél továbbá arra is utalt, hogy a Zn(II)/Hg(II) csere fokozatosan 

ment végbe és az egyik alegység szétesése nem gyengítette a fehérje további Zn(II)-tartalmú 

alegységeinek Zn(II)-kötését. Ez a megfigyelés ugyancsak alátámasztja, hogy az 1MEY# 

fehérjében az egyes alegységek függetlenül viselkednek fémion koordináció szempontjából 

egymástól. 

 
36. ábra: a, 1MEY# CD spektruma növekvő koncentrációjú Hg(ClO4)2 jelenlétében. Zn(II)-kötött fehérje 
(fekete teljes vonal), 1 ekvivalens Hg(II) 1MEY# kötőhelyenként (fekete szaggatott 
spektrum).c(holo‑1MEY#) = 16 µM; 10 mM HEPES (pH 7,4); l = 0,1 mm;. Az egyedileg összeállított 
mintákat 5 percig inkubáltuk szobahőmérsékleten CD mérés előtt. b, 215 nm-en mért ellipticitás értékek Hg(II) 
ekvivalensek függvényében ábrázolva. 

A Hg(II) kölcsönhatását a Zn(II)-kötött 1MEY# fehérjével fluorimetriás titrálások 

során is vizsgáltuk a FluoZin-3 Zn(II)-szelektív fluorofór segítségével. A javasolt 

szelektivitása ellenére a fluorofór Hg(II)-vel is képes volt fluoreszcens komplex 

kialakítására, így a Hg(II)-1MEY# rendszer kvantitatív vizsgálatához előzőleg a Hg(II)-

FloZin-3 rendszert jellemeztük (ld. F1.5 fejezet), ám mint kiderült, ezekre az adatokra 

később nem volt szükség. A fehérje jelenlétében történő mérések alapján a Hg(II) olyan 
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erősséggel koordinálódik az 1MEY# fehérje cinkujj alegységeihez, hogy FluoZin-3 

jelenlétében is kvantitatív módon valósult meg a Zn(II) lecserélése. Három ekvivalens Hg(II) 

(1 kötőhelyekvivalens) hatására a kapott fluoreszcenciás intenzitásemelkedés azonos 

mértékű volt, mintha megfelelő mennyiségű szabad Zn(II)-t adagoltunk volna a rendszerhez. 

Ez arra utal, hogy a Hg(II) kvantitatíve kiszorította a fehérjéből a Zn(II)-t amely 

koordinálódott a FluoZin-3-hoz (37. ábra a,). További érdekesség, hogy a várakozásokkal 

ellentétben folytatva a titrálást sem volt megfigyelhető a fluoreszcencia emelkedése, a minta 

gyakorlatilag úgy viselkedett, mintha pufferrel hígítottuk volna, ami arra utal, hogy a további 

extra Hg(II)-t is az 1MEY# cinkujj fehérje kötötte meg. Ez a jelenség lehetőséget nyújtott, 

hogy ne csupán a kötőhelyenkénti első, de további Hg(II) koordinációjához rendelhető 

affinitásértékeket is megbecsüljük (7. táblázat). Habár ebben az esetben már bizonytalan, 

hogy az alegységeket függetlenként kezelhetjük vagy sem. Ugyanakkor bármilyen 

koordináció is megy végbe, annak nagyobb stabilitású komplexet kell eredményezni Hg(II)-

vel, mint a FluoZin-3-nak.  

 
37. ábra: a, Holo 1MEY# cinkujj fehérje titrálása Hg(ClO4)2 mérőoldattal (sötétkék) FluoZin-3 segítségével 
fluorimetriásan követve. A folytonos vonalak a számolt titrálási görbéket jelölik. Ezzel egyidejűleg referencia 
titrálásokat is végeztünk, hogy meghatározható legyen a relatív fluoreszcencia érték 1MEY# fehérje hiányában 
(piros adatsor), vagy az 1MEY# Zn(II)-tartalmával megegyező mennyiségű Zn(ClO4)2 jelenlétében (sárga 
adatsor). 200 µl minta, 3 µl injektálások T = 25 °C. c(FluoZin-3) = 6 μM; c(1MEY#) = 1 μM; 10 mM HEPES 
(pH 7,4); 150 mM NaClO4; A számításokat PSEQUAD programmal végeztük; b, A fluorimetriás és ESI-MS 
mérés alapján generált eloszlási diagram. A szaggatott görbével jelzett részecskék eloszlása bizonytalan. A 
szimulációt a Microsoft Excel Solver bővítményével hajtottuk végre (ld. F1.4.2 fejezet). c, holo 1MEY# 
fehérje ESI-MS módszerrel vizsgálva növekvő mennyiségű Hg(II) jelenlétében. c(1MEY#) = 2 µM; 
8,2 mM ABC (pH 7,8) 
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A számítások során ebben az esetben is feltételeztük, hogy az 1MEY# cinkujj fehérje 

alegységei azonosak, a számolt eloszlási diagramon a szaggatott vonallal jelzett szakasz 

bizonytalan, mivel a stabilitási állandók alsó becslések és nincs pontos információnk arról, 

hogy itt milyen részecskék alakultak ki (37. ábra b,). 

ESI-MS körülmények között megismételve a titrálást is kimutatható volt a Zn(II) 

fokozatos kiszorítása, Zn2Hg11MEY# és Zn1Hg21MEY# átmeneti termékeken keresztül. 

Emellett sikerült kimutatni, hogy akár 12-nél is több Hg(II) képes koordinálódni az 1MEY# 

fehérjéhez nagyobb Hg(II) feleslegben (37. ábra c,). Az ESI-MS-alapján számolt stabilitási 

állandó a monokomplexre megegyezett a fluorimetriás titrálásból számított alsó 

küszöbértékkel (7. táblázat). 

Feltételezhetően az első három bekötődő Hg(II) csak a ciszteinekhez koordinálódik 

[103], így elméletben a hisztidinekhez továbbra is koordinálódhatna Zn(II), de az ESI-MS 

mérés alapján nem látható vegyeskomplex, ahol egy cinkujj alegységen belül többféle 

fémion koordinálódik (38. ábra). Habár technikailag a Zn2Hg1MEY#, ZnHg21MEY# 

részecskék terner komplexek, de mivel a különböző fémionok különböző cinkujj 

alegységekhez kötődnek, így a fémionok koordinációja nagy valószínűséggel egymástól 

független. 

7. táblázat: Hg(II) : 1MEY# rendszerre megbecsült látszólagos stabilitási állandók fluorimetriás és ESI‑MS 
mérések alapján (37. ábra). 

 pK’ 
Hg₁1MEY# kötőhely ≥ 16,7 a,b 
a Fluorimetria 
b ESI-MS 

 

Az első Hg(II) koordinációjára kapott látszólagos stabilitási állandó 

(lgβ’Hg(II)‑1MEY# kötőhely ≥ 16,7) meglehetősen nagy érték a cinkujj fehérjék között. A CXXC-

aminosav szekvenciát tartalmazó peptideknek csak azokban az esetekben volt hasonló, vagy 

nagyobb affinitása a Hg(II) iránt, ahol a ciszteinek kedvező helyzetben voltak, és a 

másodlagos szerkezet sem volt teljes mértékben rendezetlen [242-245]. Habár az 1MEY# 

CD-spektruma kötőhelyenként egy ekvivalens Hg(II) jelenlétében jelentősen eltér a 

rendezetlen szerkezetű fehérje CD spektrumától (F14. ábra), a tiolát-Hg(II) töltésátviteli 

sávok hozzájárulása miatt nem lehetünk benne biztosak, hogy a kettő közötti különbség 

rendezett másodlagos szerkezetre utal-e [236,240-241]. A szintén Cys2His2 típusú Ros87 

cinkujj fehérje NMR-vizsgálata alapján feltételezhető, hogy a szerkezet nem teljesen 

rendezetlen [103]. Sivo és mtsai. a Ros87 Hg(II)-affinitását is meghatározta HgCl2 

kompetíció segítségével (lgβ’Hg(II)-Ros87 = 6,1) [103].  
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38. ábra: A fokozatos Zn(II)/Hg(II) cserereakció sematikus ábrázolása az 1MEY# cinkujj fehérje esetében. A 
kicserélődés sorrendje véletlenszerű, az ábra egyszerűség kedvéért nem mutatja be az összes lehetséges 
variációt 

Gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálatok alapján a Hg(II) effektíven kiszorította a 

Zn(II)-t az 1MEY#-S1 DNS komplexből. A DNS-nek nem volt kimutatható gátló hatása a 

folyamatra. Három ekvivalens Hg(II) (1 kötőhelyekvivalens) teljesen megszüntette a cinkujj 

fehérje DNS-kötését (39. ábra a, b,). 

 
39. ábra: a, Reprezentatív gélelektroforézis sáveltolódás vizsgálatok specifikus (S1 DNS) 34 bp hosszúságú 
DNS szakasz és holo-1MEY# között növekvő mennyiségű Hg(ClO4)2 jelenlétében. c(DNS) = 1 µM; 
c(holo‑1MEY#) = 1 µM; 10 mM HEPES; (pH 7,40); 150 mM NaClO4; 10 (m/V)% glicerin; az elegyeket a 
Hg(II) hozzáadását követően fél órán át inkubáltuk 25 °C-on. b, DNS eloszlási diagramja a DNS-1MEY# 
rendszer Hg(II) titrálása során. Az egyes frakciókhoz tartozó pontok 3 független gél mobilitás-változás mérés 
intenzitásadatainak átlagából származnak a hozzájuk tartozó hibákkal. Az intenzitásokat ImageJ program 
segítségével számítottuk [3]. 

Ezek alapján a Hg(II) hatása kompetítor ligandumok hiányában egyértelmű. 

Módosítva a körülményeket (Cl−-ion, DTT jelenléte a pufferben) ez az effektus jelentősen 

csökkenthető, de a legtöbb irodalmi adat szerint a Hg(II) mégis hatékonyan gátolja a cinkujj 

fehérjék DNS-kötését [94,98,103]. 



84 

 

5.4 Alkalmazás: fehérjetisztítási módszer 

A fehérjetisztítások hatékony kivitelezéséhez a fehérjéket egy affinitástoldalékkal 

ellátva célszerű előállítani. Ez a toldalék azonban jelentősen módosíthatja a fehérjék 

funkcióját, gátolhatja működésüket, így számos esetben később szükséges az eltávolításuk 

(poszttranszlációs módosítás). A toldalékok lehasítására több specifikus proteáz áll 

rendelkezésre, azonban ezek előállítása igen körülményes és drága, a reakciót követően 

további tisztítási lépések lehetnek szükségesek az enzim eltávolítására, illetve sok proteáz 

hagy hátra nem-natív aminosavakat a vizsgálni kívánt fehérjéken. Mindemellett további 

aminosavak kapcsolódhatnak a fehérjéhez, amennyiben a fehérje génjének beültetésére 

alkalmazott restrikciós endonukleázok felesleges oligonukleotid túlnyúlásokat hagynak 

hátra. 

Az 5.1 alfejezetben igazoltuk, hogy a His-1MEY# fehérjéről szelektíven lehasítható 

az affinitástoldalék Ni(II) segítségével. Ez működőképes eljárás akkor, ha a fehérje 

szekvenciája tartalmaz egy X-(Ser/Thr)-X-His-Z-B motívumot, – ahol B bármilyen, X 

cisztein és prolin kivételével bármilyen, Z cisztein kivételével bármilyen aminosav lehet 

[146-147]. A hidrolízis a szerin/treonin előtt következik be, és a C-terminális fragmens új 

N‑terminális végéhez koordinálódik egy Ni(II), ahol egy ATCUN motívum alakul ki. Ezzel 

szemben az N-terminális fragmens aminosav szekvenciája a hidrolízistől eltekintve 

módosulás nélkül marad hátra a reakcióban. Így felmerült a kérdés, hogy alkalmazható-e a 

Ni(II)-indukált szelektív hidrolízis natív fehérjeszekvenciák előállítására, ezzel elkerülve az 

erre a célra nem is igen használható költséges proteázok beszerzését/előállítását. 

5.4.1 Gének tervezése, fehérjetisztítás 

Az ötlet megvalósításához a meglévő pET16b DNS-hordozón alapuló rendszert át 

kellett tervezni oly módon, hogy a fehérje kifejeződése során az affinitástoldalék az eddig 

N-terminálisról annak C-terminális végére kerüljön (40. ábra). Mindemellett olyan DNS 

hordozóra volt szükségünk, ahol lehetséges úgy beépíteni a fehérjét kódoló gént, hogy ne 

kapcsolódjanak extra aminosavak később a fehérjéhez. A rendszer működőképességét ezt 

követően egy csoportunk által a korábbiakban alaposan tanulmányozott ΔN4-NColE7 

fehérjével teszteltük [164]. A pET-21a* DNS hordozónak a kialakítását, a fehérjék 

kifejezését, illetve Ni(II)-affinitás tisztítását kutatócsoportunk korábbi PhD hallgatója 

doktori disszertációjában már részletesen bemutatta [246-247]. 
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40. ábra: a, Az 1MEY# fehérje és az azt kódoló gén sematikus ábrázolása. b, A módosított pET-21a* DNS 
hordozó, a lehetséges fehérje gének beültetésének módja és az abból kifejeződő fehérje sematikus ábrázolása. 

5.4.2 Hidrolízis oldatban és Ni-NTA gyantán 

A fehérjetisztítást követően elsőként oldatban vizsgáltuk meg a hidrolitikus reakciót. 

Az SDS poliakrilamid gélképek alapján a 3 napos inkubáció 50 °C-on a hidrolízis teljes 

mértékű lejátszódásához vezetett 1 mM Ni(II) hatására 100 mM HEPES (pH 8,2) pufferben 

(F15. ábra). A kiindulási affinitástoldalékkal ellátott fehérje sávja ~20 kDa-nál jelent meg 

a gélképen, ami jó egyezést mutat ennek az elméleti 17220 Da tömegével. Három nap 

elteltével ez a sáv teljes mértékben eltűnt és egyetlen éles sáv jelent meg ~15 kDa-nál, ami 

feltehetően az affinitástoldalék nélküli fehérjéhez rendelhető. Mivel egyéb sávok és 

elmosódás nem mutatkozott a gélképen, így feltételezhetően a reakció specifikusan zajlott 

le és csak az SRHS aminosavszekvenciát megelőzően történt hidrolízis. 

A sikeres oldatbeli reakciót követően megkíséreltük a Ni(II)-NTA gyantán is 

végrehajtani a hasítást, mivel komoly előnyt jelent a fehérjetisztítás során, ha nem kell külön 

eluálni a fehérjét a hordozóról majd puffert cserélni az elegyen, hanem a szükséges natív 

fehérjét közvetlenül lehet lehasítani a tisztítást követően, míg az affinitástoldalék a 

gyantához kötve marad. A reakciót azonos körülmények között hajtottuk végre, mint az 

oldatbéli hidrolízist. Az SDS-poliakrilamid gélképek alapján ebben az esetben is 100%-ban 

végbement a hasítás, a ~20 kDa-nál látható fehérjesáv az inkubációt követően eltűnt és az új 

sáv ~15 kDa-nál jelent meg, azonban meglepő módon a teljes fehérjemennyiség továbbra is 

a gyantára kötve maradt, holott a hidrolízist követően az N-terminális fragmens – ami az 

előállítandó natív fehérje – már nem tartalmazott hexahisztidin affinitástoldalékot 

(41. ábra a,). A reakcióra nem volt hatással, hogy az inkubáció során kevertettük-e a gyantát 

vagy sem, így megkíséreltük különböző módokon eluálni a fehérjét a gyantáról. Habár 
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kvantitatív elúciót nem sikerült elérni, azonban 15 perc 0,5 M NaCl, 1 M imidazol kezeléssel 

a fehérjemennyiség ~60%-a, míg 0,5 (m/V)% SDS kezeléssel ~25%-a felszabadítható volt 

a gyantáról (41. ábra b). 

 
41. ábra: a, Ni-NTA gyantára kötött ∆N4-NColE7-6×His fehérje hidrolízise Ni(II)-vel 50 °C-on 72 órán 
keresztül Tricin-SDS-PAGE módszerrel vizsgálva. c(NiCl2) = 1 mM; c(ZnCl2) = 0,25 mM, 100 mM HEPES 
(pH 8,2); F: felülúszóból vett minta, Gy: gyantából vett minta. b, hidrolizált ∆N4-NColE7 fehérje eluálása a 
gyantáról 0,5 M NaCl, 1 M imidazollal, illetve 0,5 (m/V)% SDS-sel 15 perc inkubáció során. 

A hasítást követő gyantára kötődés feltehetően minden fehérje esetén eltérő mértékű, 

és a fehérje részleges aggregációjával magyarázható. A ∆N4-NColE7 fehérje esetében az is 

szerepet játszhat, hogy 4 egymáshoz közeli hisztidin aminosavat is tartalmaz a C-terminális 

végéhez közel, így minden bizonnyal ezek képesek az affinitástoldalék lehasítását követően 

továbbra is koordinálódni a Ni-NTA gyantához. Ezzel magyarázható az is, hogy 1 M 

imidazol hatására nagy százalékban oldatba sikerült vinni a fehérjét. A kezeléshez használt 

SDS vagy imidazol ezt követően puffercserével távolítható el. A kísérleteink során 

ultraszűrést alkalmaztunk 10 kDa pórusátmérőjű Amicon Ultra-0,5 mL membránszűrők 

felhasználásával, ám itt érdemes megjegyezni, hogy az SDS effektív eltávolításához az 

oldatot a micellaképződési koncentráció alá kell hígítani a folyamat megkezdése előtt 

(~ 0,23 (m/V)% SDS esetén), illetve a kezelés imidazollal felszabadíthatja az 

affinitástoldalékot is, ez azonban ultraszűrés során az átfolyóba kerül. A tisztítási eljárás 

sematikus folyamatábrája a függelékben található (F16. ábra). 
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42. ábra: a, A hidrolizált ∆N4-NColE7 fehérje mért m/z tömegspektruma. b, Dekonvolúcióval kiszámított 
MH+ tömegspektrum csúcsa. c, 726 m/z (z=20) csúcs nagyenergiájú ütközéses disszociációja (HCD) során 
keletkezett 528 m/z (z=3) csúcs (y15

3+) ütközés-indukált disszociációjának (CID) MS3 tömegspektruma 

A reakció termékeként képződő 127 aminosavból álló ∆N4-NColE7 fehérje 

dekonvolúcióval kiszámított tömegspektrumában csak egy fő csúcs látható, 

melléktermékekhez rendelhető csúcsok csak elenyésző mértékben (< 5%) figyelhetők meg 

(42. ábra b,). A hidrolizált fehérje mért (14501,6 Da) és elméleti (14501,4 Da) tömege jó 

egyezést mutatott. Annak érdekében, hogy igazoljuk, a Ni(II)-indukált hasítás nem okozott 

– a hidrolízist leszámítva egyéb – módosulást az előállítandó fehérje szekvenciájában a 

legintenzívebb 726 m/z (z=20) csúcsot kiválasztva fragmentáltuk HCD technikával. A 

fragmentáció során sikerült azonosítanunk egy nagy intenzitású y15
3+ részecskét (582 m/z, 

z=3), ami a fehérje utolsó 15 aminosavját tartalmazta: SVVTPKRHIDIHRGK. Ennek a 

további CID fragmentációját elvégezve a kapott ionok megegyeztek a natív fehérjéből 

várható fragmensek tömegeivel (42. ábra c,).  

 
43. ábra: a, ∆N4-NColE7 mért és BeStSel által illesztett CD spektruma. b, másodlagos szerkezeti elemek 
becsült megoszlása ∆N4-NColE7 fehérjében BeStSel illesztés alapján [2]. 
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Mindemellett a fehérje CD spektruma rendezett másodlagos szerkezetre utal, a 

BeStSel illesztés alapján 60% az α-hélix, β-redő és β-kanyar szerkezeti elemek relatív 

mennyisége, így a fehérje gyantáról eluálható hányada valószínűleg inkább koordinatív 

okokból maradt a hidrolízist követően kötve, mintsem aggregáció miatt (43. ábra). 

5.5 Alkalmazás: allosztérikus szabályozás 

Az előző alfejezetben ismertetett tisztítási procedúrát laboratóriumunkon belül is 

több fehérje előállítására alkalmaztuk. A koncepció különösen előnyösnek bizonyult az 

NColE7 fehérjén alapuló mesterséges metallonukleázok előállítása során, ahol a fehérje N- 

és C-terminális végeinek térbeli közelsége elengedhetetlen a fehérje nukleáz aktivitásának 

kifejtéséhez [172,174], így bármilyen extra aminosav jelenléte gátolhatja a funkciót. 

Munkánk során felkeltette a figyelmünket, hogy amíg a tisztítás végtermékeként kapott natív 

fehérjék aktívak voltak, addig a hexahisztidin toldalék – a Ni(II)-szelektív hidrolízist 

megelőzően – kimagasló gátló effektust gyakorolt a nukleázokra. Ezt a jelenséget 

alaposabban körüljártuk. 

5.5.1 Gének tervezése, sejtbéli kísérletek 

A Ni(II)-indukált hidrolízisen alapuló fehérjetisztítási rendszer optimalizációjához 

használt ∆N4-NColE7 fehérjével szemben annak teljes változatában, nem hiányzik a KRNK 

szekvencia a fehérje N-terminális végéről. Ez a fehérje oly nagymértékű nemspecifikus 

nukleáz aktivitással rendelkezik, hogy akár egyetlen molekula is képes egy sejt 

elpusztítására [165]. Ebből kifolyólag már a fehérje génje sem juttatható be bakteriális 

hordozóba – csak az ún. Im7 immunitásfehérje génjével együtt –, mivel amint a bejuttatott 

génről minimális mennyiségű fehérje fejeződik ki, az feldarabolja a sejt saját genomiális 

DNS-ét is (44. ábra d,). Ez a gyakorlatban úgy nyilvánul meg, hogy a táptalajon nem 

növekednek fel baktériumtelepek, miután a gént tartalmazó DNS hordozót bejuttatjuk a 

baktériumsejtekbe. Ezzel szemben azt tapasztaltuk, hogy a pET-21a*SRHS-6×His 

hordozóba épített NColE7 gént lehetséges bejuttatni sejtekbe, és képződnek telepek 

táptalajon, ami a fehérje aktivitásának drasztikus csökkenésére utal. A fehérje túltermeltetése 

a sejtekben ugyanakkor már nem volt lehetséges, azaz az enzim aktivitása nem szűnt meg 

teljes mértékben (44. ábra a,). Az NColE7 egy módosított verziójáról, amelyben az 

N‑terminális KRNK szekvencia egy argininjét glicinre cseréltük (továbbiakban KGNK-

SRHS‑6×His [169]), már a fehérje túltermeltetése is lehetségessé vált Im7 fehérje nélkül. A 
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gének tervezését és bakteriális sejtekkel végzett munkát csoportunk korábbi PhD hallgatója 

doktori disszertációjában már részletesen bemutatta [246,248]. 

 
44. ábra: NColE7 gén beépítése különböző DNS hordozókba és ennek hatása E. coli sejtekre. a, NColE7-
SRHS-6×His és b, NColE7-SRQS-6×His gén bejuttatható sejtekbe, de a fehérje nem termeltethető túl. c, 
NColE7-SRQS-…… és d, NColE7-SRQS gén nem juttatható be sejtekbe. 

5.5.2 Ni(II)-indukált hidrolízis hatása a nukleáz aktivitásra 

Kutatócsoportunk távlati céljai között szerepel olyan NColE7-alapú mesterséges 

metallonukleázok tervezése, amelyek már specifikus DNS hasításra is alkalmasak [174]. 

Megvizsgálva egy C45-ZF-N85, illetve C45-ZF#-N85 jelölésű mesterséges metallonukleáz 

DNS hordozójának integritását a fehérje affinitás toldalékkal és annak hiányában történő 

kifejezését követően egyértelműen látható volt, hogy az affinitástoldalék képes a DNS 

hasítás visszaszorítására. A körkörös DNS a kiindulási szuperhelikális formában van és 

nagyobb hányada egyszálú hasítást követően átalakult nyílt cirkuláris formába (45. ábra a,). 

Ezzel szemben affinitástoldalék hiányában a DNS hordozó apró darabokra fragmentálódott, 

amit a gélképen látható elmosódás jelöl. 
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45. ábra: a, mesterséges metallonukleázt kódoló DNS hordozó preparálása fehérjekifejezés előtt és után 
1 (m/V)% agaróz gélen vizsgálva. N: C45-ZF-N85 mesterséges metallonukleáz túltermeltetése, N-aff: pET-
21a*SRHS-6×His hordozóba épített C45-ZF#-N85-SRHS-6×His fehérje túltermeltetése. b, KGNK fehérje 
nukleáz aktivitás vizsgálata Ni(II)-indukált peptidhidrolízis előtt és az affinitástoldalék lehasítását követően. 
KGNK-aff: toldalékkal ellátott KGNK-SRHS-6×His fehérje. Sc.: szuperhelikális, Oc.: nyílt cirkuláris, lin.: 
lineáris formájú bakteriális DNS hordozó. Frag.: fragmentálódott DNS 

In vitro DNS hasítási kísérleteket hajtottunk végre a KGNK-SRHS-6×His fehérjével. 

A fehérjetisztítást követően a fehérje egy részletéről lehasítottuk az affinitástoldalékot, míg 

egy másik részletével változatlanul dolgoztunk tovább. A két fehérjeverzió aktivitása között 

jelentős eltérés mutatkozott, affinitástoldalék hiányában a nukleáz már a minta összeállítását 

követően „0 órás minta” teljes mértékben átalakította a szuperhelikális kiindulási DNS-t, és 

a nyílt cirkuláris és lineáris forma mellett a fragmentáció is látható (45. ábra b,). Két óra 

elteltével a fragmensek döntő hányada 100-200 bp hosszúságú, míg az affinitástoldalékkal 

ellátott KGNK-SRHS-6×His csak egy és kétszálú hasításokat idézett elő, kismértékű 

fragmentáció mellett. 

5.5.3 Az affinitástoldalék szerepének vizsgálata 

Az NColE7-alapú nukleázok funkciójukat csak Zn(II)-jelenlétében képesek 

betölteni, ahol a fehérje ún. HNH motívumának három hisztidinje (H544, H569, H573) 

koordinálódik a fémionhoz, míg annak negyedik szabad helyén egy vízmolekula található. 

Ennek a vízmolekulának a helyére kötődhet be a DNS vagy RNS molekula foszfodiészter 

csoportja [164,169]. Azonban, ha a vízmolekula helyére egy további hisztidin koordinálódik, 

az meggátolhatja a szubsztrát megkötését és a foszfodiészter kötés hidrolízisét. Több 

imidazolcsoportot tartalmazó ligandumokkal tanulmányoztuk, hogy a C-terminális 

affinitástoldalékban található hisztidinek koordinatív effektusa lehet-e felelős a jelentős 

mértékű gátló hatásért. A három hisztidin aminosavat tartalmazó Ac-Lys-His-Pro-His-Pro-

His-Gln-NH2 heptapeptid (továbbiakban KQ [249]) nem tudott kimutatható gátló hatást 

kifejteni az NColE7 nukleázra. Az már 15 percet követően <100 bp hosszúságú 
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fragmensekre szabdalta a körkörös kiindulási DNS-t (F17. ábra). A KGNK fehérjét –

aminek aktivitása önmagában legalább tízszer kisebb, mint az NColE7 enzimé – azonban 

sikerült már 1:1 arányban jelentősen gátolnia, mivel egy órát követően is még látható lineáris 

DNS. Ezzel szemben a KQ peptid hiányában a KGNK is 1000 bp-nál kisebb fragmensekre 

darabolta a kiindulási DNS-t (F17. ábra).  

 
46. ábra: a, NColE7 és KGNK nukleáz aktivitása növekvő mennyiségű imidazoltartalmú ligandum (Gly-
BIMA) jelenlétében 1 (m/V)% agaróz gélen vizsgálva. b, apo és holo KGNK fehérje CD spektruma EDTA és 
Gly-BIMA jelenlétében. c, Gly-BIMA ligandum szerkezeti képlete [255]. 

A kísérleteinket egy egyszerűbb bisz-imidazol (továbbiakban Gly-BIMA) peptiddel 

is megismételtük, amely szintén képes két imidazol gyűrűjének nitrogénjeivel kelátgyűrűt 

kialakítani Zn(II)-vel (46. ábra b,). A ligandumot Dr. Várnagy Katalin bocsájtotta 

rendelkezésünkre [250]. A KQ peptiddel végzett kísérletekhez képest egy nagyságrenddel 

kisebb fehérjekoncentrációt és nagyobb kelátorfelesleget alkalmazva sikerült kimutatnunk 

az NColE7 enzim részleges gátlását is. Egy órát követően a holo NColE7 esetén a 

szuperhelikális DNS sávja teljesen eltűnt, a nyílt cirkuláris sáv halványan látszódott, míg 

jelentős fragmentáció is megfigyelhető volt (46. ábra a,). Ezzel szemben 100× Gly-BIMA 

felesleget alkalmazva a lineáris és cirkuláris sáv is jóval intenzívebb maradt, míg a 

fragmentációhoz rendelhető sáv kevésbé elmosódott a kisebb tömegtartományok felé. A 
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KGNK fehérje esetében még nagyobb mértékű gátlást tapasztaltunk. Itt 1:1 aránynál még a 

kiindulási szuperhelikális DNS sávja is intenzíven látszódott, míg a Gly-BIMA ligandum 

hiányában ez teljesen eltűnt és intenzív lineáris sáv jelent meg (46. ábra a,). 

Sikerült tehát kimutatnunk hasonló gátló effektust a fehérjeszekvenciához nem 

kapcsolódó imidazoltartalmú ligandumokkal is, mint a hexahisztidin toldalék esetén. A gátló 

hatás kétféleképpen következhet be: a ligandum imidazol nitrogénjének koordinációja révén 

a katalitikus Zn(II) negyedik koordinációs helyére, vagy oly módon, hogy a ligandum 

imidazol nitrogénjei elvonják a Zn(II)-t a katalitikus központ három hisztidinjétől. Ismerve 

az NColE7, KGNK, KQ és Gly-BIMA Zn(II)-affinitását utóbbi eset nem valószínű, ám a 

feltételezést mindenképpen bizonyítani akartuk. Erre az adott lehetőséget, hogy a korábbi 

kutatásaink során sikerült igazolnunk, hogy az NColE7-alapú nukleázok esetén a katalitikus 

Zn(II) bekötődése reprodukálhatóan 2 nm-rel eltolja a fehérje CD spektrumának X-tengely 

metszetét a nagyobb hullámhosszok irányába [169]. Mindemellett a Gly-BIMA ligandum 

akirális, azaz nincs saját CD spektruma, ami egyszerűsíti a rendszer 

megértését/kiértékelését. Megfigyelhető volt, hogy a holo és az apo KGNK CD 

spektrumának 197 nm környékén mérhető x tengelymetszete között valóban ~2 nm a 

különbség (46. ábra c,). EDTA hatására megkaptuk az apofehérjére jellemző CD 

spektrumot, míg 50× feleslegben alkalmazva a Gly-BIMA ligandumot, a CD spektrum a 

zajtól eltekintve megegyezik a holo fehérje jelével. Így igazoltuk, hogy valóban a hisztidinek 

koordinálódnak a Zn(II) negyedik szabad helyére ternerkomplexet képezve, és nem 

távolítják el a fémiont a katalitikus centrumból. 

5.6 Alkalmazás: metallonukleáz kialakítása 

A specifikus mesterséges nukleázok kialakításának legelterjedtebb stratégiája szerint 

egy nem specifikus DNS-hasító egységet (pl. ATCUN motívum) egy specifikus DNS 

felismerő egységgel kapcsolnak össze (pl. cinkujj fehérje). Ennek mintájára egy S/TXH 

aminosavszekvenciát tartalmazó cinkujj fehérje Ni(II)-indukált szelektív peptidhidrolízise 

révén eljuthatunk egy ilyen potenciális DNS-hasító enzimhez. Azt követően, hogy igazoltuk, 

megvalósítható az ATCUN motívumot hordozó 1MEY# előállítása (ld. 5.1.2 fejezet), a 

fehérje specifikusan felismeri DNS célszekvenciáját (ld. 5.2.2 fejezet), továbbá a Ni(II)- és 

Cu(II)-komplexének kialakítása is lehetséges(ld. 5.1.4 fejezet), tanulmányoztuk a rendszer 

esetleges DNS-roncsoló tulajdonságait bakteriális DNS hordozót felhasználva (47. ábra). 
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47. ábra: DNS hasítási kísérlet a, specifikus DNS + Cu(II)-1MEY#; b, specifikus DNS + Ni(II)-1MEY#; 
c, nemspecifikus DNS + Cu(II)-1MEY#; d, nemspecifikus DNS + Ni(II)-1MEY# jelenlétében 1 (m/V)% 
agaróz gélen vizsgálva. A mintáklat 1 (m/V)% SDS-sel kezeltük a futtatást megelőzően. S1 DNS: 1MEYpGEX 
DNS hordozó; S0 DNS: pET21a DNS hordozó; c(DNS) = 4 nM; 2 mM HEPES (pH 8,2); 30 mM NaCl; 72 h; 
37 °C; (1) nincs inkubálás (2) DNS; (3) +100 µM L-aszkorbinsav; (4) +0,8 μM Cu(II)-1MEY# + 100 µM L-
aszkorbinsav; (5) 0,08 μM Cu(II)-1MEY# + 100 µM L-aszkorbinsav; (6) +0,8 μM Cu(II)-1MEY#; (7) +100 
µM H2O2; (8) +0,8 μM Ni(II)-1MEY# + 100 µM H2O2; (9) +0,08 μM Ni(II)-1MEY# + 100 µM H2O2; (10) 
+0,8 μM Ni(II)-1MEY#. sc.: szuperhalikális, oc.: nyílt cirkuláris, lin.: lineáris formájú baktertiális DNS 
hordozó. Marker: 1 kb Gene Ruler Plus  

A háromnapos inkubációt követően a reakcióelegyeket 1 (m/V)% agaróz 

gélelektroforézis segítségével vizsgáltuk meg. A kiindulási körkörös DNS hordozó főként 

szuperhelikális formában volt jelen (sc), így gyorsan tudott előrehaladni a gél pórusaiban 

elektromos erőtérben (47. ábra 1, 2 oszlopok) (ld. 4.3.1 fejezet). A mintában emellett kisebb 

intenzitású sávok is láthatók voltak 5000 bp felett, amelyek a nyílt cirkuláris formához 

rendelhetők. Amennyiben a DNS hasítás során a szakirodalom alapján szükséges 

aszkorbinsav, vagy H2O2 segédreagenseket is tartalmazta a rendszer, a nyílt cirkuláris DNS 

aránya megnövekedett (47. ábra 3, 7 oszlopok). Az 1MEY# Cu(II)- és Ni(II)-komplexével 

sikerült DNS-hasítást kimutatnunk, mivel a DNS-ek kiindulási szuperhelikális formája (sc) 

az enzim hatására fokozatosan nyílt cirkuláris (oc), majd esetenként lineáris formába (lin) 

alakult, ami 5000 bp környékén jelent meg a gélképeken (47. ábra 4, 8, 9, 10 oszlopok). A 

reakció azonban meglehetősen lassúnak bizonyult, mivel 72 órán keresztül kellett inkubálni 

a rendszert, emellett nagy (200×) fehérjefeleslegre volt szükség, ebből adódóan nem 

kifejezetten volt látható eltérés a fehérje viselkedésében specifikus (47. ábra a, b,) és 

nemspecifikus (47. ábra c, d,) DNS-sel szemben. Ezzel szemben a szakirodalomban 

bemutatott Ni(II)-GGH-Sp1 cinkujj fehérje komplexet alkalmazva 30 percet követően 

sikerült specifikus hasítást detektálni. Fontos azonban kiemelni, hogy radioaktívan jelzett 
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DNS-t alkalmaztak és a kísérlet nem adott információt arra vonatkozóan, hogy a kiindulási 

termék hány százaléka alakult át, továbbá arról sem, hogy a detektált specifikus hasítás 

mellett bekövetkezett-e nemspecifikus roncsolás [181]. Az ATCUN motívum DNS hasítása 

összetett folyamat (ld. 2.2.2 fejezet) és a reakció sebessége függ az ionerősségtől és a pH-

tól is [126]. Mindemellett a redukáló és oxidálószerek, mint segédreagensek alkalmazása 

miatt, amennyiben nyomnyi mennyiségű szabad vegyértékváltó fémszennyezés van a 

rendszerben (pl.: Fe(II)/Fe(III)), az fals pozitív eredményt adhat, így ezeket a kísérleteket 

nagy körültekintéssel kell értelmezni [251]. Annak érdekében, hogy jobban detektálhatóvá 

váljanak a specifikus DNS-hasítások, olyan pUC19 DNS hordozókat terveztünk és 

állítottunk elő rekombináns DNS technológia segítségével, amelyekbe több 1MEY# fehérje 

felismerési helyet (5’-GAGGCAGAA-3’) építettünk be egymással átellenesen. Ily módon 

egy homodimer fehérjéhez hasonlóan funkcionálhat az 1MEY# Ni(II)-, vagy Cu(II)-

komplexe, és az egymással szemben bekövetkező egyszálú hasítások a körkörös DNS 

hordozó linearizálódását eredményezhetik (F18. ábra). 

5.6.1 A linker szakasz módosítása az ATCUN motívum és a cinkujj fehérje között 

Az előző fejezet végén felvezetett új DNS hordozók csak a DNS hasítások 

érzékenyebb detektálására adhatnak lehetőséget. Emellett megkíséreltük oly módon 

áttervezni az 1MEY# cinkujj fehérjét, hogy annak növekedjen a DNS-hasítási aktivitása, 

specifitása. A szakirodalomban fellelhető GGH-Sp1 cinkujj fehérje szekvenciáját 

tanulmányozva módosítottuk az 1MEY# cinkujj fehérjében az N-terminális ATCUN 

motívum és a cinkujj alegységek között található összekötő (linker) szakasz hosszát, illetve 

az aminosavösszetételét. A 8. táblázat alapján látható, hogy az 1MEY# fehérjében 5 

aminosavval hosszabb a linkerszakasz az ATCUN motívum és az első cinkujj fehérje 

ciszteinje között. Így az 1MEY#.2 fehérjeverzióban lerövidítettük a linkerszakaszt. Ezzel 

együtt, további rövidebb linkereket tartalmazó fehérjéket is terveztünk. 

A GGH-Sp1 fehérjében a linker szakaszon belül három pozitív töltésű oldallánccal 

rendelkező lizin fordul elő, ami elősegítheti, hogy közelebb kerüljön az ATCUN motívum a 

DNS szálhoz, így bekövetkezzen a hasítás. Ezzel szemben az 1MEY# fehérje linker 

szakaszában három glutaminsav is található, melyek karboxilcsoportjai negatív töltésükkel 

taszíthatják a DNS-t. Ebből kifolyólag terveztünk olyan 1MEY# verziókat is, ahol a 

glutaminsavak helyett lizineket építettünk be, illetve az ATCUN motívumba egy szintén 

pozitív oldallánccal rendelkező arginint. 
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A fehérjék génjeit a pETM11-SUMO3-1MEY# körkörös DNS-ből kiindulva 

állítottuk elő (ld. F1.7 fejezet), majd a His-SUMO-1MEY# fehérjével analóg módon 

(ld. F1.2 fejezet) történt a fehérjék tisztítása Ni-NTA gyantát alkalmazva. A His-SUMO 

toldalékot ULP1 proteázzal hasítottuk le, és Tricin-SDS-PAGE gélelektroforézis alapján 

minden fehérje tisztítása sikeres volt, a géleken egy jól meghatározott sáv volt látható 

megfelelő tömegtartományban (F19. ábra h,). A hasítást követően az affinitástoldalék, 

illetve egyes esetekben az el nem hidrolizált kiindulási fehérje is a gyantához kötve maradt 

(F19. ábra i,). 

8. táblázat: A GGH-Sp1 [181], az 1MEY# és a megtervezett 1MEY# verziók N-terminális régiójának, illetve 
az első cinkujj alegységének összehasonlítása. A linker szakaszt aláhúzás jelöli, a pozitív töltésű oldallánccal 
rendelkező aminosavakat pirossal, a negatívakat kékkel jelöltük. A Zn(II)-hez koordinálódó ciszteinek sárga, 
a hisztidinek világoskék hátterűek. 

Név Hossz Szekvencia 
Fehérje Linker 

GGH-Sp1  10 GGHGDPGKKKQHICHIQGCGKVYGKTSHLRAHLRWHTGERPFM… 

1MEY# 101 15 SGHIEGRHMLEPGEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

1MEY#.2 96 10 SGHILEPGEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

1MEY#.2R 96 10 SRHILEPGEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

1MEY#.2RK 96 10 SRHILKPGEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

1MEY#.3 90 4 SGHKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

1MEY#.3R 90 4 SRHKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

1MEY#.4 91 5 SGHKKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

1MEY#.4R 91 5 SRHKKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

1MEY#.5 91 5 SGHEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

1MEY#.5R 91 5 SRHEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

1MEY#.6E 92 6 SGHGEKPYKCPE--CGKSFSQSSNLQKHQRTHTGEKPYK… 

 
A módosított fehérjék CD spektrumait összehasonlítva a kiindulási 1MEY# fehérje 

spektrumával nagymértékű hasonlóságot láthatunk. Ez alapján feltehetően minden fehérje 

három Zn(II)-t tartalmazott és ezzel együtt felvette a megfelelő ββα másodlagos szerkezetet 

(48. ábra). A 197‑201 nm hullámhossztartományt közelebbről megvizsgálva, a spektrumok 

X‑tengelymetszete minden módosított fehérje esetén a nagyobb hullámhosszak felé tolódott 

el. Mindezeken felül, összefüggés figyelhető meg a tengelymetszet és a fehérjék hossza 

között. Ez azzal magyarázható, hogy minél rövidebb az N-terminális végen elhelyezkedő 

rendezetlen szerkezetű szakasz, annál nagyobb mértékű a Cys2His2 cinkujj alegységek 

hozzájárulása a fehérjék CD spektrumához. A szakirodalmi adatok alapján a tisztán α-

helikális szerkezetű fehérjék CD spektruma ~200 nm környékén, míg a β-redős fehérjék 

~205 nm környékén metszik az X-tengelyt, ezzel szemben a rendezetlen fehérjeszerkezet a 



96 

 

kisebb hullámhosszak felé tolja el azt (ld. 4.4.2 fejezet). A tendenciától csupán az 

1MEY#.2RK fehérje tért el, ám amint a 48. ábrán is látható, ez a spektrum kifejezetten 

zajos, a ténylegesen megmért fehérje koncentrációja ~6 μM volt. A fehérje CD spektrumokat 

megkíséreltük kiértékelni a BeStSel program segítségével is, hogy alátámaszthassuk az X-

tengelymetszetek alapján tett megállapításainkat. Azonban mivel a program még a legjobb 

illesztés esetén is 44% nem hozzárendelhető szerkezeti elemmel számol, így az arányokban 

megfigyelhető apró változásokat nem tudtuk egyértelműen meghatározni (F6. táblázat). 

 
48. ábra: 1MEY# cinkujj fehérje verziók CD-spektrumai. A kinagyított részlet az egyes fehérjespektrumok 
X-tengelymetszetét mutatja. Az ábrafeliratok mögött az egyes fehérjék aminosavszekvenciájának hossza 
zárójelben található. A spektrumokat 18,8 μM fehérjekoncentrációra normáltuk 10 mM HEPES (pH 7,4); 
l = 0,02 cm 

A CD mérés eredményeit az ESI-MS mérések is alátámasztották a legtöbb esetben. 

A fehérjék három Zn(II)-t és egy Ni(II)-t kötöttek meg és a holo-fehérjék molekulatömegei 

jó egyezést mutattak az elméleti értékekkel (9. táblázat). A fémmentes fehérjék 

molekulatömegei egy-két esetben 0,5-2 Da-nal kisebbek voltak a várt értéknél, ami 

ciszteinek oxidációjára utalna a kiindulási fehérjében, azonban ennek ellentmond, hogy 

ugyanezeknek a fehérjéknek a Zn(II)-kötött formáiban teljes egyezést tapasztaltunk. A 

látszólagos ellentmondásra magyarázat lehet, hogy a mérést chip-alapú TriVersa NanoMate 

(Advion) ESI-MS ionizációs feltét segítségével hajtottuk végre, és a 0,1 (V/V)% 

hangyasavat tartalmazó (apo) mintákat egyszerre állítottuk össze a mérést megelőzően. 

Mivel a Zn(II)-t eltávolítottuk, a szabad ciszteinek idővel oxidálódhattak, ezért láthatók 
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szisztematikus tömegeltérések a később sorra kerülő apofehérje mintákban. Zn(II)-

jelenlétében fehérjék ciszteinjeit védte a fémion az oxidációtól, így az utolsóként sorra 

kerülő holo fehérje minták továbbra is épek maradtak.  

9. táblázat: A módosított 1MEY# fehérjék molekulatömegei ESI-MS mérés alapján 8 mM ABC (pH 7,8) 

 Apo fehérje Holo fehérje (3 Zn(II) 1 Ni(II)) 

 Szimulált (Da) Mért (Da) Szimulált (Da) Mért (Da) 
1MEY#.2 10875,26 10875,32 11122,92 c 11121,98 c 

1MEY#.2R 10974,34 10974,41 11222,00 11222,04 
1MEY#.2RK 10973,40 10970,41 a 11220,05 a 11218,12 a 

1MEY#.3 10236,94 c 10235,99 c 10483,59 10483,66 
1MEY#.3R 10336,01 10336,05 10582,67 10582,72 

1MEY#.4 10365,03 10359,07 a 10611,68 10611,74 
1MEY#.4R 10464,11 c 10463,19 c 10710,76 10710,83 

1MEY#.5 10365,98 b 10364,01 b 10612,63 10612,68 
1MEY#.5R 10465,06 b 10463,10 b 10711,71 10711,79 
1MEY#.6E 10423,00 c 10422,02 c 10669,65 10669,72 

a 2 Da-nál nagyobb eltérés 
b 1-2 Da közötti eltérés 
c 0,5-1 Da közötti eltérés 

Ismét kivételt jelentett az 1MEY#.2RK fehérje, aminek sem apo-, sem holo fehérje 

mért molekulatömege nem egyezik a várt értékkel (9. táblázat). Az apofehérje 

molekulatömege három Da-nal kisebb a vártnál, azonban az eltérést nem okozhatja a 

ciszteinek részleges oxidációja, mivel a holo fehérjében három Zn(II)- jelenléte detektálható. 

A helyzetet tovább bonyolítja, hogy a holo fehérje mérésénél 2 csúcs is megjelent egymástól 

6 Da távolságra (11224,11 Da és 11218,12 Da). Megkíséreltük fragmentálni az apofehérjét, 

hogy azonosíthassuk az eltérés okát. Ütközés indukált disszociációs technikával (CID) 

azonosítottuk a fehérje 10 aminosavból álló N-terminális fragmensét, és egy C-terminális 26 

aminosavból felépülő fragmenst is, amelyek molekulatömegei megegyeztek az elméleti 

értékkel (F20. ábra). Ebből látszólag arra lehetett volna következtetni, hogy a fehérje 

középrégiójában fordult elő valamilyen módosulás, annak ellenére, hogy a fehérje génjének 

szekvenciája jónak bizonyult, így ezt az 1MEY# verziót a későbbiekben újra elő kell állítani 

és alaposabban megvizsgálni. 

5.6.2 In vitro nukleáz aktivitási vizsgálat 

Mivel az 1MEY#.2RK kivételével a többi fehérjét SDS-PAGE, CD és ESI-MS 

alapján is sikeresen előállítottuk, ezek Ni(II)-komplexeivel megkezdhettük a nukleáz 

aktivitási kísérleteket (10 fehérje). A korábbi 1MEY# fehérjével végzett vizsgálatokhoz 

képest növeltük a DNS koncentrációt, hogy a fehérjék ne legyenek extrém feleslegben a 

DNS-hez képest. Annak érdekében, hogy jobban detektálhatóvá váljon a DNS hasítás, több 
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felismerési helyet tartalmazó DNS molekulákat is felhasználtunk kísérleteinkben 

(F18. ábra).  

 
49. ábra: Nukleáz aktivitási teszt különböző 1MEY# verziók Ni(II)-komplexeivel. S0: nulla, S1: egy, N0, N3, 
N6: két felismerési helyet tartalmazó pUC-19 DNS. A két felismerési hely között N0, nulla; N3, négy; N6, hét 
bázispárnyi távolság van amint azt a sematikus ábrák is bemutatják. c(DNA) = 0,05 μM; c(1MEY# fehérje 
variáns) = 0,1 μM; c(H2O2) = 50 µM; 10 mM HEPES (pH 8,2); 150 mM NaCl; 48 h; 37 °C; a fehérje-DNS 
elegyeket 1 (m/v)% agaróz gélen vizsgáltuk, a sávintenzitásokat ImageJ program segítségével kvantifikáltuk. 
Az ábrán az egyes DNS formák arányában bekövetkező változást jelöltük a nulla órás mintához képest 
százalékos formában. Δoc: nyílt cirkuláris DNS, Δlin: lineáris DNS, Δsc: szuperhelikális DNS. Minél sötétebb 
kék, illetve zöld egy érték háttere, az adott fehérje annál nagyobb mértékben volt képes elhasítani a vizsgált 
DNS-t. 

A nagy mintaszámból adódóan a gélképek bemutatása nem lenne átlátható, így a 

49. ábra a gélen megjelenő DNS sávok intenzitásának változását mutatja be számszerűsítve 

a 0 órás mintához viszonyítva. DNS hasítás esetén a szuperhelikális DNS-hez tartozó sáv 

arányának csökkenése és a nyílt cirkuláris és lineáris DNS formák arányának növekedése 

figyelhető meg. Ilyen jelenségeket az 1MEY#.3, .3R, .4, .4R és .5 fehérjevariánsok esetén 

láthatunk leginkább a pUC-19-N0, valamint -N3 DNS hordozókat alkalmazva, azonban az 

adatok között igen nagy az eltérés. Ezeket az eredményeket még további mérésekkel kell 

alátámasztani. A jövőben további körülményeket is meg kell vizsgálni. Amennyiben a 

megfigyelésünk valóban ezen 1MEY# variánsok specifikus DNS hasításához rendelhetők, 

akkor a DNS hasításhoz a legrövidebb és több pozitív aminosav oldalláncot tartalmazó 

linkerszakaszok a legkedvezőbbek.  
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6 Összefoglalás 

Doktori munkám során a Ni(II)-indukált peptidhidrolízist és annak alkalmazási 

lehetőségeit tanulmányoztam főként cinkujj fehérjéket felhasználva, valamint jellemeztem a 

kialakult termékek oldatkémiai sajátságait. 

Sikeresen előállítottunk olyan DNS-hordozókat, amelyek tartalmazták egy 3 

alegységből felépülő cinkujj fehérje, dekahisztidin-, vagy hexahisztidin-SUMO toldalékkal 

ellátott génjét, majd olyan fehérjetisztítási módszert optimalizáltunk, amivel előállítható a 

tiszta célfehérje. SDS-PAGE vizsgálatok segítségével megállapítottuk, hogy az (S/T)XH 

szekvenciát tartalmazó 1MEY# fehérje Ni(II)-indukált peptidhidrolízis révén szelektíven és 

kvantitatíve elhasítható az (S/T) aminosavat megelőző peptidkötés mentén 3 nap alatt, 

50 °C‑on (pH 8,2). A reakció végtermékeként kapott Ni(II)-1MEY# fehérje teljes mértékben 

azonos volt a hagyományos fehérjetisztítási módszer segítségével tisztított, majd ULP1 

proteázzal elhasított fehérjével. ESI-MS mérések alapján igazoltuk, hogy a reakciótermék 

mindkét esetben három Zn(II)-t és egy Ni(II)-t tartalmaz, és másodlagos szerkezete CD 

mérések alapján rendezett volt. UV-Vis abszorbancia és ESI-MS mérésekkel 

megállapítottuk, hogy a Ni(II)-ATCUN komplex kinetikai inertségének köszönhetően nem 

befolyásolta a fehérje cinkujj alegységeinek tanulmányozását, továbbá a Ni(II) 10× 

feleslegben sem tudott versengeni a Zn(II)-vel a cinkujj kötőhelyekért. Ezzel szemben Cu(II) 

felesleg jelenlétében a cinkujj fehérjék szerkezete összeomlott, a fehérje fokozatosan 

aggregálódott, így a cinkujj fehérje Cu(II)-indukált szelektív peptid hidrolízise nem 

valósítható meg. Vizsgálataink alapján amennyiben a fehérje N-terminális végén az ATCUN 

motívum szabadon volt miközben a cinkujj alegységek telítettek voltak Zn(II)-vel, a Cu(II) 

elsőként az ATCUN motívumhoz koordinálódott, és csak Cu(II) felesleg alkalmazása 

esetében kezdődött meg a fehérje szerkezetének fokozatos összeomlása. 

Kompetíciós ITC és CD titrálások alapján megállapítottuk, hogy az 1MEY# cinkujj 

fehérje cinkujj alegységeinek Zn(II)-affinitása és a Zn(II)-kötésre jellemző entalpiája 

hasonló a fehérje alapjául szolgáló CP1 modellpeptid értékeihez. Ez azt sugallta, hogy a 

kötőhelyek összekapcsolása nem befolyásolta jelentősen a viselkedésüket, azok egymástól 

függetlennek tekinthetők. Hasonló kvantitatív összehasonlító vizsgálat korábban nem állt 

rendelkezésre a szakirodalomban. Gélelektroforézis sáveltolódás és fluoreszcencia 

anizotrópia vizsgálatok alapján az 1MEY# cinkujj fehérje nM-os Kd-val tudta felismerni 

DNS célszekvenciáját és 2 nagyságrend különbség volt a specifikus és nemspecifikus, de 

guaninban gazdag szekvenciák felismerésében. Továbbá igazoltuk, hogy a fehérje DNS-
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kötése termodinamikailag stabilizálta a Zn(II)-kötést is. A DNS célszekvencia jelenlétében 

a fehérje látszólagos Zn(II)-affinitása 3,4 nagyságrenddel növekedett. Ez a megfigyelés 

magyarázatot adhat rá, hogyan képesek egyes Zn(II)-t kis affinitással kötő természetes 

cinkujj fehérjék is kifejteni funkciójukat a szervezetben.  

A cinkujj fehérjék és toxikus fémionok kölcsönhatása terén számos ellentmondás 

található a szakirodalomban. Elsőként igazoltuk, hogy az Ag(I) képes meggátolni egy cinkujj 

fehérje DNS-felismerését, és Cys2His2 cinkujj fehérjék esetében 2 Ag(I) képes egy Zn(II) 

kiszorítására a cinkujj kötőhelyről. Emellett kimutattuk, hogy további Ag(I) is képes 

koordinálódni a fehérjéhez, ám ezek pontos szerkezete nehezen meghatározható. 

Egyértelműen igazoltuk, hogy nagy stabilitású cinkujj fehérjékben a Cd(II) a Zn(II)-hez 

hasonlóan képes koordinálódni a Cys2His2 kötőhelyekhez 1-2 nagyságrenddel kisebb 

affinitással. A kialakult komplex szerkezete nagyban hasonlított a Zn(II)-komplexéhez, és 

szintén képes volt specifikusan felismerni a fehérje eredeti DNS célszekvenciáját, de ~0,6 

nagyságrenddel csökkent affinitással. A Hg(II) kloridion-mentes közegben legalább 4 

nagyságrenddel erősebben tudott koordinálódni a cinkujj alegységekhez, mint Zn(II), 

rendezetlen fehérjeszerkezetet kialakítva. Így a fehérje a továbbiakban nem volt képes DNS 

célszekvenciájához kötődni. Az 1MEY# fehérje akár 12-nél is több Hg(II) megkötésére is 

képes volt Hg(II) feleslegben. A fémionok pontos koordinációja nem ismert, de 

fluorimetriásan követett kompetíciós mérések alapján mindegyik fémion legalább ~nM-os 

Kd-val koordinálódott a fehérjéhez. 

A fehérjék tisztítása gyakran affinitástoldalékok segítségével történik, azonban ezek 

módosíthatják a natív fehérje funkcióját. Így a tisztítást követően sok esetben el kell 

távolítani a toldalékokat. Korábban erre csak proteázok segítségpével volt lehetőség, 

azonban ezek előállítása, tisztítása, időigényes és költséges. Sikerült olyan DNS hordozót 

terveznünk, amelybe egy fehérje génjét beépítve az egy N-terminális hisztidintoldalékkal 

fejeződött ki. Bemutattuk, hogy tisztítást követően ez a toldalék eltávolítható Ni(II)-indukált 

szelektív peptidhidrolízis révén mind oldatban, mind Ni-NTA gyantán. CD és ESI-MS 

mérések alapján a hidrolitikus reakció N-terminális fragmense maga a natív fehérje, így 

bizonyítottuk, hogy drága és körülményes proteázok helyett Ni(II)-ionokat alkalmazva is 

megvalósítható egy natív szekvenciájú fehérje előállítása és tisztítása. 

Egyes enzimek aktivitását jelentősen gátolhatja, amennyiben a natív 

fehérjeszekvenciához további peptidrészlet kapcsolódik. Az NColE7 nukleáz módosított 

verzióinak tanulmányozása során azt tapasztaltuk, hogy ezeknek a rendkívül toxikus 
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enzimeknek az előállítása az általunk kifejlesztett fehérjeelőállítási és tisztítási módszerrel 

lehetségessé vált, holott a toldalék hiányában a fehérje génjét bejuttatva egy sejtbe az 

azonnal elpusztult. A gátolt aktivitású enzimet Ni(II)-indukált szelektív hidrolízis révén újra 

lehetett aktiválni, ami a nukleázok szabályozását tette lehetővé. Nukleáz aktivitási és CD 

mérésekkel igazoltuk, hogy az effektusért nem teljes mértékben allosztérikus hatások 

felelősek. A hisztidintoldalék az enzim aktív centrumában lévő Zn(II) szabad koordinációs 

helyéhez kötött. 

A His-1MEY# cinkujj fehérje Ni(II)-indukált szelektív peptid hidrolízise során 

sikerült előállítani a Ni(II)-1MEY# komplexet, majd ebben utólag megvalósítható volt a 

Ni(II) cseréje Cu(II)-re. Az így előállított cinkujj-ATCUN fúziós fehérjék képesek voltak 

DNS hasítást előidézni körkörös DNS hordozókban, azonban a reakció aktivitása és 

specifitása mérsékelt volt. Új körkörös DNS-hordozókat terveztünk, melyek segítségével 

könnyebben tudtuk detektálni a specifikus hasításokat, továbbá újraterveztük az 1MEY# 

fehérjét, annak reményében, hogy javítsuk az enzim aktivitását és specifitását. A módosítás 

során az ATCUN motívum és a cinkujj alegységek közötti linker szakasz hosszát és 

aminosav-összetételét módosítottuk. 9 fehérje Ni(II)-komplexét sikerrel előállítottuk és 

kitisztítottuk. Azok szerkezete, mérete és fémtartalma SDS-PAGE, ESI-MS és CD mérések 

alapján a vártnak megfelelő volt. Az előzetes mérések alapján a rövidebb linkerszakaszokat 

és a több pozitív töltésű oldalláncot tartalmazó fehérjék aktivitása volt a legnagyobb. A 

közeljövőben ezek a fehérjék további vizsgálatra szorulnak, emellett tanulmányozni 

kívánjuk a Cu(II)-komplexek viselkedését is eltérő körülmények között (ionerősség, pH). 

Távlati terveink között szerepel, a nukleázok működésének sejten belüli tanulmányozása is. 
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7 Summary 

During my doctoral work, I investigated  the Ni(II)-induced peptide bond hydrolysis 

using zinc finger and other proteins and its possible applications. The solution chemical 

properties of the formed products were also characterized. 

We successfully established DNA molecules containing the gene of a 3-subunit zinc 

finger protein with a decahistidine or hexahistidine-SUMO tag, and then optimized a protein 

purification method that can be used to produce the pure target protein. By SDS-PAGE 

experiments, we determined that the protein containing the (S/T)XH sequence can be 

selectively cleaved before the (S/T) amino acid by Ni(II)-induced peptide bond hydrolysis 

in 3 days at 50 °C (pH 8.2). The Ni(II)-1MEY# protein, obtained as the final product of the 

reaction is completely identical to the protein purified by the traditional protein purification 

method and then cleaved by the ULP1 protease. Based on ESI-MS measurements, the 

reaction product contains three Zn(II) and one Ni(II) in both cases, and based on CD 

measurements the proteins were folded into the ββα secondary structure. Using UV-Vis 

absorbance and ESI-MS measurements, we proved that due to the kinetic inertness of the 

Ni(II)-ATCUN complex, it does not affect the investigation of the zinc finger subunits of 

the protein, and Ni(II) cannot compete with Zn(II) even in a 10× excess for the zinc finger 

binding sites. In contrast, in the presence of excess Cu(II), the structure of the zinc finger 

proteins collapses. The protein gradually aggregates, so Cu(II)-induced selective peptide 

bond hydrolysis of zinc finger proteins cannot be performed. Based on our experiments, 

however, if the ATCUN motif is freely located at the N-terminal end of the protein, but the 

zinc finger subunits are saturated with Zn(II), Cu(II) coordinates first to the ATCUN motif, 

and only in the presence of Cu(II) excess the gradual collapse of the protein structure is 

observed. 

Based on competitive ITC and CD titrations, we determined that the Zn(II) binding 

affinity of the zinc finger subunits in 1MEY# zinc finger protein and the Zn(II) binding 

enthalpy are similar to the values obtained for the CP1 model peptide. This suggests that the 

fusion of the binding sites does not significantly affect their behaviour, they behave 

independently of each other. A similar quantitative comparative study was not previously 

available in the literature. Based on gel electrophoresis band shift and fluorescence 

anisotropy studies, the 1MEY# zinc finger protein can recognize its target DNA sequence 

with nM Kd and the recognition of specific DNA is 2 orders of magnitude stronger than with 

a non-specific but guanine-rich sequence. Furthermore, we proved that the interaction with 
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DNA thermodynamically stabilizes the Zn(II)-binding of the protein as well. In the presence 

of a DNA target sequence, the apparent Zn(II)-binding affinity of the protein increases by 

3.4 orders of magnitude. This observation may explain how some natural zinc finger proteins 

that bind Zn(II) with low affinity are also able to perform their biological function. 

There are many contradictions in the literature regarding the interaction of zinc finger 

proteins and toxic metal ions. For the first time, we reported that Ag(I) can inhibit the DNA 

recognition of a zinc finger protein, and in the case of Cys2His2 zinc finger proteins, 2 Ag(I) 

can displace a Zn(II) from the zinc finger binding site. In addition, we showed that further 

Ag(I) can coordinate to the protein, but the exact structure of the complex is challenging to 

determine. We clearly proved that in high-stability zinc finger proteins Cd(II) can coordinate 

to Cys2His2 binding sites with 1-2 orders of magnitude lower affinity than Zn(II). The 

structure of the formed complex is very similar to the Zn(II) complex. It is also able to 

specifically recognize the protein's DNA target sequence, but with a decreased affinity of 

~0.6 orders of magnitude. In a chloride ion-free medium, Hg(II) can coordinate to the zinc 

finger subunits at least 4 orders of magnitude stronger than Zn(II), forming complex with  

disordered secondary structure. So the protein is no longer able to bind its target DNA 

sequence. The 1MEY# protein can bind more than 12 Hg(II) in an excess of Hg(II), where 

the exact coordination of the metal ions is not known, but based on fluorimetrically 

monitored competition measurements, each metal ion binds to the protein with an at least 

~nM Kd. 

Proteins are often purified using affinity tags, but these tags can modify the function 

of the native protein, so in many cases these tags must be removed after purification. 

Previously, this was only possible with the use of proteases, but their production and 

purification is time-consuming and expensive. We managed to design a DNA carrier in 

which a protein gene is incorporated and expressed with an N-terminal histidine affinity tag. 

We demonstrated that after purification, this overhang can be removed by Ni(II)-induced 

selective peptide bond hydrolysis both in solution and on Ni-NTA resin. Based on CD and 

ESI-MS measurements, the N-terminal fragment of the hydrolytic reaction is the native 

protein itself. So we proved that it is possible to use Ni(II) ions instead of expensive and 

cumbersome proteases to produce and purify a protein with a native sequence. 

The activity of some enzymes can be significantly inhibited if an additional peptide 

fragment is attached to the native protein sequence. During the investigation of the modified 

variants of the NColE7 nuclease, we experienced that the production of these highly toxic 
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enzymes became possible with the aforementioned protein expression and purification 

method, although in the absence of the attachment, introducing the gene of the protein into 

a cell killed it immediately. The inhibited enzyme could be reactivated through Ni(II)-

induced selective peptide bond hydrolysis, thus the regulation of nucleases became feasible. 

With nuclease activity and CD measurements, we confirmed that not only allosteric effects 

are responsible for the inhibition. The oligohistidine sequence was able to coordinate to the 

free site of the central Zn(II) in the active centre of the enzyme preventing the binding of the 

substrate. 

During the Ni(II)-induced selective peptide bond hydrolysis of His-1MEY# zinc 

finger protein, we could establish the Ni(II)-1MEY# complex, after which it was also 

possible to exchange Ni(II) for Cu(II). The synthetized zinc finger-ATCUN fusion proteins 

were able to induce DNA cleavage in circular DNA vectors, however, the activity and 

specificity of the reaction was moderate. We designed new circular DNA vectors, in order 

to detect more easily the specific DNA cleavages, and we also redesigned the 1MEY# 

protein in hope to improve the activity and specificity of the enzyme. The length and amino 

acid composition of the linker section between the ATCUN motif and the zinc finger 

subunits were modified. The Ni(II) complexes of 9 proteins were successfully expressed and 

purified, their structure, size and metal content met the expectations based on SDS-PAGE, 

ESI-MS and CD measurements. The activity of proteins with shorter linker sections and 

increased number of more positively charged side chains was promising. In the near future, 

further optimisation of these proteins is needed, and we also plan to study the behaviour of 

Cu(II) complexes under different conditions (ionic strength, pH). In the future, nuclease 

activity experiments inside cells are also planned.  
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F1. Függelék 

F1. táblázat: CLARIOstar Plus lemezolvasó automatizált titrálásainak programja. 

;Protocol Names: 
st1:="Scan" 
st2:="Injection" 
;Plate ID: 
ID1:="" 
;Number of readings(number of kinetic cycles): 
NumberOfReadings1:=20 
;Define the time in seconds after which the plate should be measured again: 
CycleTime:=900 
;Define the shaking parameters 
ShakingTime:=30 
ShakingFrequency:=150 
;set target temperature 
TargetTemp:=25.0 
;================================================================== 
R_Temp 0.1 ;switch on temperature monitoring 
R_Temp TargetTemp ;switch incubator on 
wait for temp >= TargetTemp ;wait until target temperature reached 
for Reading:=1 to NumberOfReadings1 do begin ;kinetic loop 
ID2:="Script" 
R_Run"<st1>" ;execute test protocol 
R_Run"<st2>" ;execute first injection 
;merge horizontal (kinetic): 
if Reading>1 then begin 
Call "MergeReadings.exe <DataPath> <User> S ID2" 
end; 
R_Shake 2 ShakeFrequency ShakeTime 
end; 
R_Run"<st1>" ;execute test protocol 
;merge horizontal(kinetic): 
Call "MergeReadings.exe <DataPath> <User> S ID2" 
;end of script 

 

 

 
F1. ábra: Az injektálások között eltelt idő hatása az integrált hőváltozás értékekre az EDTA–Zn(II) ITC 
titrálások során. Az adatok között erőteljes negatív Pearson korreláció (r = –0,715) állapítható meg [252]. 
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F1.1. A cinkujj fehérjék génjeinek tervezése 

Az 1MEY PDB kóddal jelölt fehérje-DNS kristályszerkezetben található cinkujj 

fehérje génjét STOP-kodonnal ellátva rendeltük meg (IDT Japan Ltd). Ez a gén az NdeI és 

a BamHI restrikciós endonukláz helyek közé került beépítésre a pET-16b bakteriális eredetű 

DNS hordozókba. Ezt követően QuikChange® típusú pontmutációkat hajtottunk végre a 

DNS molekulában (QCM, Stratagene, La Jolla, CA). Ennek következtében a képződő 

fehérjében a 99. helyen lévő hisztidin helyett aszparagin (H99N), a 101. helyen lévő szerin 

helyett pedig valin (S101V) épült be. Így a fehérjében csak egyetlen olyan szekvencia jelent 

meg, ahol a Ni(II) vagy Cu(II)-indukált szelektív peptidhidrolízis megvalósulhat. Az így 

kialakított duplán módosított fehérjét a továbbiakban 1MEY#-nek neveztük. Ehhez az 

1MEY#-F (5’-tcgccatcagcgtacccatac-3’) és 1MEY#-R (5’-accaggttatcgctgcgggaaaatgacttc-

3’) oligonukleotidokat használtuk [193]. 

A pET-16b-1MEY# vektorból (F2. ábra b,) a cinkujj fehérje génjét átklónoztuk a 

pETM11-SUMO3 hordozóba. Ehhez polimeráz láncreakcióban (DreamTaq polimeráz, 

Thermo Scientific) sokszorosítottuk a 303 bp hosszúságú gént (inzert) az 5’-

aaaaggatcCGGCCATATCGAAGGTC-3’ és 5’-

ttttctcgagTCCTTAAGAGGTTTTTTTACCAG-3’ oligonukleotidokat felhasználva 

(F2. ábra c,). Az aláhúzott szakaszok a génhez újonnan hozzákapcsolt BamHI és XhoI 

restrikciós endonukleáz felismerési helyeket jelölik. Ezekkel az enzimekkel alakítottuk ki a 

megfelelő ragadós DNS végeket a beépítendő cinkujj fehérje génjében és a vektorban is. Az 

elegyet előbb fenol-kloroform eleggyel extraháltuk, majd a DNS-t a vizes fázisból etanollal 

csaptuk ki tisztítás céljából [253]. Az így kezelt inzertet és a hordozót ~20:1 mólarányban 

T4 DNS ligázzal (Thermo Scientific) összekapcsoltuk (F2. ábra d,), majd a reakcióelegyet 

vagy annak egy részét E. coli DH5α kompetens sejtek transzformálásához használtuk fel. 

Az LB+ táptalajon képződő baktériumtelepekből néhányat kiválasztva, azokat 5-5 ml LB+ 

tápoldatban szaporítottuk [210]. A sejtek feltárása és a pETM11-SUMO3-1MEY# DNS 

tisztítása alkalikus lízis segítségével történt EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep Kit 

(BioBasic) alkalmazásával. 
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F2. ábra: a, A kiindulási pETM11-SUMO3 DNS hordozó multiklónozó régiója; b, a pET16b-P-1MEY# DNS 
hordozó DNS szekvenciája a His-1MEY# fehérje génjének régiójában; c, a pET16b-P-1MEY# DNS 
hordozóról PCR-rel sokszorosított 1MEY# génszakasz; d, az előállított pETM11-SUMO3-1MEY# DNS 
hordozó benne az 1MEY# fehérje génjével; illetve e, az előállított pETM11-SUMO3-1MEY# DNS hordozó 
szekvenciájának ellenőrzése során kapott kromatogram egy részlete UGENE programban elemezve [5]. 

A gének átépítésének és e mutációk kialakításának sikerességét a DNS termékek 

szekvenálásával ellenőriztük (3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems™). Az F2. ábra 

e, részén reprezentatív célból a pETM11-SUMO3-1MEY# DNS hordozó szekvenálása során 

kapott kromatogram kezdeti szakasza látható. Megfigyelhető, hogy az első néhány bázispár 

meghatározása még bizonytalan, ám ezt követően éles csúcsok jelennek meg. Az eltérő színű 

csúcsok eltérő nukleobázisokat jelölnek. A kromatogram felett láthatók az automatikusan 

azonosított nukleobázisok, amelyeket balról jobbra összeolvasva megkaphatjuk a vizsgált 

DNS szakasz szekvenciáját. 

F1.2. Fehérjék kifejezése, tisztítása 

A His-1MEY#, His-SUMO-1MEY# és ULP1 fehérjéket E. coli BL21 (DE3) 

sejtekben termeltettük standard LB+ tápoldatban [254], 100 μg/ml végkoncentrációjú 

ampicillin vagy 50 μg/ml kanamicin antibiotikum jelenlétében. A sejtkultúrákat 37 °C-on 8 

órán keresztül inkubáltuk 150 RPM rázatás mellett OD600 ~ 0,3-1,0 érték eléréséig. A fehérje 

túltermelődését 0,2 mM végkoncentrációjú izopropil-β-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG) 

hozzáadásával indukáltuk további 8 óra 25 °C vagy 18 óra 20 °C 150 RPM rázatás során. 

Az IPTG a lac represszor fehérjéhez kötődve beindítja a lac operonban található gének 

kifejeződését. A sejteket centrifugálással (4000× g; 15 perc; 4 °C) ülepítettük. Átlagosan 
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~10 g nedves tömegű sejtet nyertünk ki 1 liter tápoldatból. A sejteket 500 mM NaCl, 100 

mM HEPES (pH 8,2) tartalmú pufferben szuszpendáltuk fel. A His-1MEY# esetében a 

puffer további 10 mM imidazolt (dekahisztidin toldalék), míg a His-SUMO-1MEY# és 

ULP1 fehérjék esetében 5 mM imidazolt (hexahisztidin toldalék) és 1 (V/V)% Triton X-100 

nemionos detergenst tartalmazott. A sejteket ultrahangos roncsolással tártuk fel 50% 

amplitúdóval, 10 × 30 s ciklusokban (VCX 130 PB 130 W). Az oldható fázist 

centrifugálással (4000× g; 35 perc; 4 °C) választottuk el a sejttörmeléktől. 

Ezt követően a His-1MEY# fehérjét HPLC segítségével Ni(II)-affinitás oszlopon 

tisztítottuk (GE AKTA Explorer). Imidazol koncentráció-gradienst alkalmazva a 

legintenzívebb fehérje frakciót 300 mM imidazol koncentráció mellett eluáltuk az oszlopról. 

Az SDS-PAGE képen a termékben egyetlen fő sáv látható (F3. ábra a,). A fehérje Zn(II)-

tartalmú formában nyerhető ki a sejtekből, amint azt a holo fehérjék ββα másodlagos 

szerkezetére jellemző CD spektrum igazolta (F4. ábra). 

A His-SUMO-1MEY#, illetve ULP1 fehérjéket szakaszos (batch) módszerrel 

tisztítottuk. A lizátum oldható frakcióját 1/20× gyantatérfogatnyi Ni(II)-affinitás gyantára 

kötöttük (His•Bind Novagen) 1 órán keresztül 4 °C-on forgatva, majd a gyantát 

centrifugálással (1000× g; 5 perc; 4 °C) választottuk el a felülúszótól. Ezután 3 × 2 

gyantatérfogatnyi 500 mM NaCl; 100 mM HEPES (pH 8,2); 50 mM imidazol tartalmú 

pufferrel mostuk a gyantát, majd a folyamatot 3 × 2 gyantatérfogatnyi 500 mM NaCl; 

100 mM HEPES (pH 8,2); 60 mM imidazol tartalmú pufferrel folytattuk. A tisztítás végén 

csak egy intenzív fő sáv volt látható, ami a gyantára kötött His-SUMO-1MEY# fehérjéhez 

rendelhető (F3. ábra b,). Az ULP1 rosszul oldódott a lízis körülményei között. Ezért a 

tisztítás végén csak halvány fehérjesáv látható a gyantára kötött fehérje SDS-PAGE 

vizsgálata során. Ez a fehérje azonban elegendőnek bizonyult a SUMO affinitástoldalék 

hidrolíziséhez (F3. ábra c,). 

F2. táblázat: ULP1 proteáz aminosav szekvenciája. 
MHHHHHHSALVPELNEKDDDQVQKALASRENTQLMNRDNIEITVRDFKTLAPRRWLNDTIIEFF
MKYIEKSTPNTVAFNSFFYTNLSERGYQGVRRWMKRKKTQIDKLDKIFTPINLNQSHWALGIIDL
KKKTIGYVDSLSNGPNAMSFAILTDLQKYVMEESKHTIGEDFDLIHLDCPQQPNGYDCGIYVCMN
TLYGSADAPLDFDYKDAIRMRRFIAHLILTDALKGHHHHHH 

 

A His-SUMO-1MEY# fehérje esetében a desuomilációt a fehérje tisztítása közben 

valósítottuk meg oly módon, hogy a gyantára kötött cinkujj fehérjét és proteázt 

összekevertük, majd 16 °C-on 12 órán keresztül forgattuk (10 RPM) az elegyet 50 µM 

végkoncentrációjú Zn(ClO4)2 jelenlétében. A Zn(II)-re azért volt szükség, hogy a folyamat 
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közben biztosítsuk a cinkujj alegységek Zn(II)-telítettségét, megvédve a ciszteineket az 

esetleges oxidációtól. Az inkubációt követően a gyantaszuszpenziót 3× térfogatra hígítottuk 

100 mM HEPES (pH 7,4) oldattal. Ezzel az imidazolkoncentrációt 20 mM-ra csökkentettük. 

További 1 órán keresztül forgattuk (10 RPM) az elegyet 16 °C-on. Ezzel biztosítottuk, hogy 

a His-SUMO-1MEY# hidrolízise során felszabadult C-teminális holo-1MEY# a felülúszóba 

kerüljön, míg az N-terminális His-SUMO fragmens, valamint az ULP1 proteáz biztosan a 

gyantához kötődve maradjon. A gyantától elválasztott felülúszó az ESI-MS vizsgálatok 

alapján valóban csak holo-1MEY# fehérjét tartalmazott, ULP1 proteázhoz, vagy His-SUMO 

toldalékhoz rendelhető csúcsokat nem tudtunk detektálni (21. ábra b, f, g,). 

 
F3. ábra: a, A His-1MEY#; b, a His-SUMO-1MEY#; c, és az ULP1 fehérjék tisztítása során gyűjtött frakciók 
vizsgálata SDS-PAGE segítségével. Jelölések a b, és c, ábra esetén: 1: a teljes fehérjefrakciók szonikálás után; 
2: az oldható fehérjefrakciók; 3: az oldhatatlan fehérjefrakciók; 4: a Ni-NTA gyantához való kötődés után a 
felülúszó; 5: a gyanta fehérjekötés után; 6: felülúszó a 6. mosási lépést követően; 7: a gyanta mosás után. 
Marker1: 5 μl Low Range Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standard Bio-Rad. Marker2: 5 μl Thermo 
Scientific Unstained Protein Molecular Weight Marker.  

 

 

 
F4. ábra: His-1MEY# fehérje CD spektruma 18,8 µM koncentrációra normálva 10 mM HEPES (pH 7,4); 
l=0,1 mm 
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F5. ábra: a, 1MEY# UV-Vis abszorbciós spektruma Ni(II) jelenlétében (zöld) és hiányában (fekete) az N-
terminális ATCUN motívumban. b, 250 nm-en mért abszorbancia időbeli alakulása 66 ekvivalens EDTA 
jelenlétében. c(1MEY#) = 25 μM; 10 mM HEPES (pH 7,4); l = 1 cm 

 
F6. ábra: Holo 1MEY# ESI-MS mérések alapján 12,5 ekvivalens EDTA jelenlétében. A látható csúcsok mind 
Ni(II)1Zn(II)21MEY# és Ni(II)1Zn(II)11MEY# részecskékhez rendelhetők, Ni(II)-mentes formát nem 
detektáltunk. z az adott részecske töltését jelöli. 

 
F7. ábra: a, A ZnFluoZin-3 komplex fluoreszcenciája növekvő mennyiségű holo-1MEY# jelenlétében (fekete 
pontok). Ezzel párhuzamosan referencia méréseket is végeztünk, ahol a holo-1MEY# helyett azonos 
mennyiségű ZnCl2-t adtunk a FluoZin-3-hoz (sárga pontok), így megadva a lehetséges maximális intenzitást. 
A mérési pontokat egyedileg állítottuk össze (végkoncentrációk: c(FluoZin-3) = 1,1;µM; c(holo-
1MEY# kötőhely) = 0 – 2,25 µM; 10 mM HEPES (pH 7,4); végtérfogat: 150 µl; 12 h; b, ZnFluoZin-3 
komplex móltörtje növekvő koncentrációjú holo-1MEY# fehérje jelenlétében Zn(II)-kötőhelyre vonatkoztatva 
(egy 1MEY# fehérje három egyenértékű kötőhelyet tartalmaz). A FluoZin-3 móltört (fekete pontok) az F7. 
ábra a, részén bemutatott mért intenzitások és az elméleti maximális mért intenzitásértékek hányadosa. A mért 
értékek szimulációkkal vannak összevetve, feltételezve, hogy a Zn1MEY# komplex látszólagos stabilitása egy 
kötőhelyre vonatkoztatva (lgβ’pH 7,4) 8 (zöld pontok), 9 (világoskék pontok) vagy 10 (piros pontok). A 
szimulációkat PSEQUAD programmal végeztük [4].  
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F8. ábra: a, holo-1MEY# fehérje titrálása EDTA-val CD spektroszkópiával követve b, 190 nm hullámhosszon 
mért ellipticitás értékek az EDTA / 1MEY# arány függvényében ábrázolva. 3 ekvivalens környékén látható 
töréspont. A mérési pontokat egyedileg állítottuk össze. c(1MEY#) = 16,4 µM; 10 mM HEPES (pH 8,2); 
l = 0,2 mm 

 
F9. ábra: Az 1MEY# cinkujj fehérje CD spektrumának időfüggése 600 ekvivalens EGTA jelenlétében. Fekete 
szaggatott vonal: 1MEY# 5 ekvivalens EDTA jelenlétében 5 perc inkubációt követően 
c(holo‑1MEY#) = 9,3 µM; 10 mM HEPES (pH 7,4); l = 0,1 mm  
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F1.3. Entalpia értékek korrekciója 

Az ITC mérések során több folyamat játszódik le egyidőben. Ezen folyamatok 

mindegyike különböző mértékű hőeffektussal járul hozzá a tényleges mért 

hőmennyiségekhez. Emiatt összehasonlító mérésekre van szükség. A ZnEDTA 

referenciamérés során a ZnCl2 törzsoldatot EDTA mérőoldattal titráltuk 10 mM HEPES 

(pH 7,40) pufferben. EDTA-puffer merések is történtek, a hígulásból származó hő 

meghatározására, majd ezzel az értékkel a referenciatitrálást kaptuk meg a Zn-EDTA 

rendszer alapvonalkorrigált entalpiáját (ΔHITC = −16,2 kJ/mol). 

Az EDTA pKa értékeit (2,07; 2,75; 6,26 10,34) [207] figyelembe véve PSEQUAD 

programsegítségével kiszámoltuk [4], hogy pH 7,40 értéken 93,4% H1EDTA, 6,5% 

H2EDTA és 0,1% protonálatlan forma van jelen. Ezek alapján 1,064 ekvivalens proton 

felszabadulására számíthatunk a Zn(II)-komplexálódása során (a töltéseket nem tüntettük 

fel): 

Zn(II) + 0,934 HଵEDTA + 0,065 HଶEDTA + 0,001 EDTA = ZnEDTA + 1,064 Hା (F1) 

A felszabaduló protonok egy része reagál a HEPES pufferrel: 

Hା + HEPES = HଵHEPES    (F2 ) 

Figyelembe véve az EDTA (ΔHK₁ = −22,3 kJ/mol; ΔHK₁ = −17,2 kJ/mol) [255] és HEPES 

(ΔHH₁HEPES = −21,01 kJ/mol) [256] szakirodalmi protonálódási entalpiaértékeit 25 °C-on, az 

alábbi egyenlet megoldásával kaptuk meg a tényleges Zn(II)-EDTA komplexképződéshez 

rendelhető entalpiát: 

Δ𝐻୞୬୉ୈ୘୅ = Δ𝐻୍୘େ − Δnுశ ∙ Δ𝐻ୌభୌ୉୔୉ୗ − Δnୌభ୉ୈ୘୅ ∙ Δ𝐻௄భ
− Δnୌమ୉ୈ୘୅

∙ ൫Δ𝐻௄భ
+ Δ𝐻௄మ

൯ 

(F3) 

Az így meghatározott Δ𝐻୞୬୉ୈ୘୅ értéket felhasználhattuk az EDTA-1MEY# rendszer jelemzése 

során. Ebben az esetben is meghatároztuk a hígulásból származó hőeffektust EDTA-1MEY# 

átfolyó9 titrálások segítségével. Az alábbi egyenletet használtuk fel az adatok illesztése során: 

Δ𝑄௜ = Δn୞୬ଵ୑୉ଢ଼#’,௜ ∙ Δ𝐻୍୘େ + Δn ୞୬୉ୈ୘୅,௜ ∙ Δ𝐻୞୬୉ୈ୘୅ (F4) 

ahol Δ𝐻୞୬୉ୈ୘୅ a korábban meghatározott ZnEDTA komplexképződés entalpiája, Δ𝐻୍୘େ 

pedig magában foglalja az összes egyéb mért folyamatot. Ebből az alábbi egyenlet alapján 

                                                 
9 Az 1MEY# átfolyót a holo-1MEY# fehérje ultraszűrésének utolsó lépése során kaptuk így a fehérjét 
leszámítva teljes mértékben megegyezik a ténylegesen titrált mintával. Az ultraszűrést Amicon 3K ultraszűrő 
segítségével hajtottuk végre (ld. 4.6 fejezet). 
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lehet kiszámítani az 1MEY# fehérje cinkujj alegységeinek Zn(II)-komplexálásához 

rendelhető entalpiát: 

Δ𝐻୞୬ଵ୑୉ଢ଼#’ = Δ𝐻୍୘େ + Δnୌభ୉ୈ୘୅ ∙ Δ𝐻௄భ
+ Δnୌమ୉ୈ୘୅ ∙ (Δ𝐻௄భ

+ Δ𝐻௄మ
) + Δnுశ

∙ Δ𝐻ୌభୌ୉୔୉ୗ + Δnୌభେ୷ୱ ∙ Δ𝐻ୌభେ୷ୱ 

(F5) 

ahol Δ𝐻୞୬ଵ୑୉ଢ଼#’ értelemszerűen az 1MEY# fehérje egy alegységének Zn(II)-

komplexálódásához rendelhető entalpia, míg a fehérje ciszteinjeinek protonálódását a 

szakirodalmi adatok alapján vettük figyelembe: Δ𝐻ୌభେ୷ୱ = −29,7 kJ/mol [257]. 

A folyamat során 1,064 ekvivalens proton szabadul fel az EDTA-ból, amit a puffer és a 

cinkujj fehérje ciszteinjei képesek felvenni. Habár elméletben a kompetíció során a cinkujj 

fehérje két ciszteinje képes protonálódni pH 7,40 értéken, de Blasie és mtsai. kísérletileg azt 

találták, hogy a CP1 modellpeptidben csak ~0,5 cisztein protonálódik feltehetően a közelben 

elhelyezkedő pozitív töltésű aminosav oldalláncoknak köszönhetően [208]. Mivel az 

1MEY# fehérje alegységeinek szekvenciája nagymértékben hasonlít a CP1 modellpeptidre 

(25. ábra), első közelítésben elfogadtuk az itt meghatározott értéket, és az alábbi egyenlet 

megoldásával határoztuk meg a tényleges Zn(II)-1MEY# kötőhely entalpiát: 

Δ𝐻୞୬ଵ୑୉ଢ଼#’ = Δ𝐻୍୘େ − 0,934 ∙ Δ𝐻௄భ
− 0,065 ∙ (Δ𝐻௄భ

+ Δ𝐻௄మ
) + 0,564 ∙ Δ𝐻ୌభୌ୉୔୉ୗ

+ 0,5 ∙ Δ𝐻ୌభେ୷ୱ 

(F6) 

F1.4. Statisztikus tényezők figyelembevétele stabilitási állandók számításánál 

A legtöbb számítás során azzal a feltételezéssel éltünk, hogy az 1MEY# cinkujj fehérje 

három alegysége azonos erősséggel kötötte meg a Zn(II)-t. Így a fehérje koncentrációja 

helyett a kötőhelyek koncentrációjával számoltunk. Egyes kísérletekben azonban a teljes 

fehérje viselkedését követjük nyomon (EMSA, ESI-MS), így az alegységek fokozatos 

telítődését külön kell kezelni. Ilyen esetekben, habár a kötőhelyek identikusan viselkednek, 

mégis statisztikai alapon a fehérje K1 K2 K3 értékei között eltérés mutatkozik. J. Bjerrum 

vezette be a következő összefüggést a lépcsőzetes stabilitási állandók becslésére: 

𝐾௝

𝐾௝ାଵ
= 𝑓௝𝑥ଶ   

(F7) 

ahol 𝑥 a “terjedési faktor” és 𝑓௝ a statisztikai alapon várható egyensúlyi állandók hányadosa 

[258, 259]. Ebben az esetben az azonos tulajdonságú kötőhelyekre meghatározott átlagos 𝐾ഥ 

stabilitási állandó és az egyedi lépcsőzetes 𝐾௝ stabilitási állandók közötti összefüggés az 

alábbi egyenlettel írható le:  
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𝐾௝ =
(𝑁 − 𝑗 + 1)

𝑗
𝐾ഥ ∙ 𝑥(ேାଵିଶ௝)   

(F8) 

ahol 𝑗 a telített kötőhelyek száma, 𝑁 pedig a kötőhelyek száma összesen. A terjedési faktor 

identikusan viselkedő kötőhelyek esetében 𝑥 = 1, amennyiben a lépcsőzetes stabilitási 

állandók nem teljesen identikus kötőhelyekre vonatkoznak 𝑥 > 1. 

F1.4.1. Zn(II)-1MEY#-DNS-EDTA rendszer jellemzése 

Amennyiben a fehérje és az EDTA DNS jelenlétében verseng a Zn(II)-ért az alábbi 

reakciók írhatók fel: 

DNS(Znଷ1MEY#)ଵ ⇌ DNS + Znଷ1MEY# (F9) 

Znଷ1MEY# + EDTA∗ ⇌ Znଶ1MEY# + ZnEDTA∗ (F10) 

Znଶ1MEY# + EDTA∗ ⇌ Zn1MEY# + ZnEDTA∗ (F11) 

Zn1MEY# + EDTA∗ ⇌ ZnEDTA∗ +  1MEY# (F12) 

ahol EDTA∗ az aktuális protonált formáját jelöli az EDTA-nak, és a töltéseket az egyszerűség 

kedvéért elhanyagoltuk. Amennyiben a fehérje alegységeinek Zn(II)-affinitását azonosnak 

tekintjük, a következő összefüggések állapíthatók meg: 

A számítások során az F10-F12 egyenletekre vonatkozó állandókat számoltuk ki újra a 

DNS jelenlétében, majd az így meghatározott 𝐾ഥ állandót hasonlítottuk össze a korábban ITC 

és CD mérések alapjáén meghatározott értékkel. 

F1.4.2. ESI-MS-ben követett kompetíciós titrálások jellemzése 

Amennyiben a Zn(II)-kötött 1MEY# titrálását Cd(II)-, vagy Hg(II)-ionokkal ESI-

MS-tük követve az alábbi reakciók írhatók fel: 

Znଷ1MEY# + Mଶା
௄ౖ౤మ౉భ

ᇲ

⇌ ZnଶMଵ1MEY# + Znଶା 
(F16) 

ZnଶMଵ1MEY# + Mଶା
௄ౖ౤భ౉మ

ᇲ

⇌ ZnଵMଶ1MEY# + Znଶା 
(F17) 

ZnଵMଶ1MEY# + Mଶା
௄౉య

ᇲ

⇌ Mଷ1MEY# + Znଶା 
(F18) 

ahol M Cd(II); Hg(II). Emellett Hg(II) esetében további fémionok bekötődése is 

megfigyelhető, így itt az alábbi reakciók is felírhatók: 

𝐾ᇱ
୞୬భଵ୑୉ଢ଼# =

(3 − 1 + 1)

1
𝐾ഥ ∙ 1(ଷାଵିଶ∙ଵ) = 3𝐾ഥ 

(F13) 

𝐾ᇱ
୞୬మଵ୑୉ଢ଼# =

(3 − 2 + 1)

2
𝐾ഥ ∙ 1(ଷାଵିଶ∙ଶ) = 𝐾ഥ 

(F14) 

𝐾ᇱ
୞୬యଵ୑୉ଢ଼# =

(3 − 3 + 1)

3
𝐾ഥ ∙ 1(ଷାଵିଶ∙ଷ) =

𝐾ഥ

3
 

(F15) 
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Hgଷ1MEY# + Hgଶା
௄ౄౝర

ᇲ

⇌ Hgସ1MEY# 
(F19) 

Hgସ1MEY# + Hgଶା
௄ౄౝఱ

ᇲ

⇌ Hgହ1MEY# 
(F20) 

Hgହ1MEY# + Hgଶା
௄ౄౝల

ᇲ

⇌ Hg଺1MEY# 
(F21) 

Fontos megjegyezni, hogy a maximális kötőhelyek számát 𝑁 továbbra is háromnak 

tekintettük és formálisan úgy kezeltük a 4-6. Hg(II) koordinációját, mint az első biszkomplex 

kialakulása, azaz 𝑗 = 1 és a Hgଷ1MEY# részecskét tekintettük szabad ligandumnak. 

Természetesen a további Hg(II) koordinációk pontos módját nem ismerjük, így az itt leírt 

módszer csak feltételezés amit nem tudtunk alátámasztani, de a rendszer viszonylag jól 

leírható volt így. 

A fenti reakciókra szintén megadhatók a lépcsőzetes stabilitási állandók F2 egyenlet 

alapján. A számításhoz szükséges látszólagos stabilitási állandók az alábbi általános 

formában írhatók fel: 

lg 𝛽୑ೕ

ᇱ = ෍ lg𝐾୑ೕ

ᇱ

ே

௝

 
(F22) 

A vegyeskomplexekre pedig: 

lg 𝛽୞୬మ୑భ

ᇱ = lg𝐾୞୬భ

ᇱ + lg𝐾୞୬మ

ᇱ + lg𝐾୑య

ᇱ  (F23) 

lg 𝛽୞୬భ୑మ

ᇱ = lg𝐾୞୬భ

ᇱ + lg𝐾୑మ

ᇱ + lg𝐾୑య

ᇱ  (F24) 
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F3. táblázat: Az apo 1MEY# 766 m/z-nél található csúcsának CID fragmentációját követően azonosított 
fragmensek. Az azonosítást a Protein Prospector programmal hajtottuk végre. ZF: cinkujj fehérje alegység. 

ATCUN  C-term 1. ZF 3. ZF 1. és 2. ZF 2. és 3. ZF 
b₃ a₁₀ y₈-H₂O b₄₀ a₄₀ y₂₇ a₇₄-NH₃ y₅₅ 
b₄ a₁₁ y₈-NH₃ b₄₂ a₄₄-NH₃ y₂₇-H₂O   y₇₃ 
b₅ a₁₄ y₁₅ b₄₂-H₂O a₄₅-NH₃ y₂₇-NH₃     
b₈ a₁₅-NH₃ y₁₅-H₂O b₄₂-NH₃ a₄₆-NH₃ y₂₈     
b₉ a₁₆-NH₃ y₁₅-NH₃ b₄₃ a₄₇-NH₃ y₂₈-H₂O     
b₉-H₂O a₂₄-NH₃ y₁₇-NH₃ b₄₅-H₂O a₅₀ y₂₈-NH₃     
b₁₀ a₂₆-NH₃ y₂₂ b₄₅-NH₃ a₅₅ y₃₀     
b₁₁ a₂₇-NH₃ y₂₃ b₄₆ a₅₆-NH₃ y₃₁     
b₁₁-H₂O a₂₉ y₂₄ b₅₂   y₃₁-H₂O     
b₁₁-NH₃ a₃₀-NH₃ y₂₄-NH₃ b₅₃-NH₃   y₃₁-NH₃     
b₁₃-H₂O  y₂₅-NH₃ b₅₃-H₂O   y₃₉     
b₁₃-NH₃   y₂₅-H₂O b₄₉   y₃₉-H₂O     
b₁₅-H₂O   y₂₆ b₅₉   y₃₉-NH₃     
b₁₉   y₂₆-H₂O b₅₉-NH₃   y₄₀     
b₂₁   y₂₆-NH₃ b₅₉-H₂O   y₄₂     
b₂₃-H₂O     b₆₀   y₄₂-H₂O     
b₂₃-NH₃         y₄₂-NH₃     
b₂₄         y₄₃     
b₂₅         y₄₅     
b₂₅-H₂O         y₄₆-H₂O     
b₂₅-NH₃         y₄₆-NH₃     
b₂₇         y₄₇     
b₂₉-H₂O         y₄₉     
b₂₉-NH₃         y₄₉-H₂O     
b₃₁-H₂O         y₄₉-NH₃     
b₃₁-NH₃         y₅₁     
b₃₂         y₅₂     
b₃₆         y₅₄     
b₃₆-H₂O         y₅₅     
b₃₆-NH₃               

 

F4. táblázat: A holo-1MEY# + 12,5 ekvivalens EDTA minta 1451 m/z-nél található csúcsának CID 
fragmentációját követően azonosított fragmensek. ZF: cinkujj fehérje alegység. Az azonosítást manuálisan 
hajtottuk végre a FreeStyle 1.6 (Thermo Scientific) program segítségével. 

ATCUN  C-term 1. ZF 3. ZF 1. és 2. ZF 2. és 3. ZF egyéb 
  Ni²⁺     Zn²⁺    Zn²⁺  Zn²⁺  Zn²⁺  Zn²⁺  
b₇ b₇+Ni²⁺ ᵁ y₂₆ b₄₂+Ni²⁺ ᵁ - y₃₀ ᵁ y₃₁+Zn²⁺ ᵁ a₈₃+Zn²⁺ ᵁ y₅₈+Zn²⁺ y₉₈+Zn²⁺ 
b₈ b₈+Ni²⁺ y₁₅ b₄₃+Ni²⁺   y₃₁ y₄₂+Zn²⁺ b₈₆+Zn²⁺+Ni²⁺  y₅₈-NH₃+Zn²⁺ y₉₈-NH₃+Zn²⁺ 
b₉ ᵁ a₈+Ni²⁺ y₁₅-NH₃ b₄₆+Ni²⁺   y₄₂ y₄₂-H₂O+Zn²⁺ a₉₀+Zn²⁺ ᵁ y₅₉+Zn²⁺ ᵁ y₉₈-H₂O+Zn²⁺ 
b₁₁ b₁₅+Ni²⁺ y₁₅-H₂O b₅₉+Ni²⁺ ᵁ   y₄₂-H₂O y₅₄+Zn²⁺ ᵁ  y₈₂+Zn²⁺ ᵁ y₉₆+Zn²⁺ 
b₁₈ b₁₈+Ni²⁺ y₈-H₂O     y₄₉ y₃₀+Zn²⁺    y₉₀+Zn²⁺ 
  b₁₀+Ni²⁺       y₅₄      y₈₆+Zn²⁺ 
                  y₈₆-NH₃+Zn²⁺ 
                  y₈₆-H₂O+Zn²⁺ 

                  
a₉₈-NH₃+Zn²⁺+Ni²⁺ 
ᵁ 

                  a₉₈+Zn²⁺ 

 
ᵁ Az illesztés bizonytalan, mivel a csúcsok átlapolódnak.  
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F10. ábra: a, holo-1MEY# cinkujj fehérje titrálása AgClO4-tal 4-(2-piridilazo)rezorcin (PAR) jelenlétében 
UV-Vis spektroszkópiával követve c(1MEY#) = 2,5 μM; c(PAR) = 89 μM; 50 mM HEPES (pH 7,4); b, 492 
nm-en mért abszorbancia alakulása a hozzáadott Ag(I) ekvivalensek függvényében. 

 
F11. ábra: A holo 1MEY# fehérje ESI-MS spektruma növekvő mennyiségű Ag(I) jelenlétében. 
c(1MEY#) = 2 µM; 8,2 mM ABC (pH 7,8);   
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F1.5. Cd(II)-Zn(II) csere az 1MEY# fehérjében 

A Cd(II) hatásának vizsgálatát megnehezítette, hogy a Zn(II) 1-2 nagyságrenddel 

nagyobb affinitással koordinálódik az 1MEY# cinkujj fehérjéhez. Emiatt több lépésben 

valósítottuk meg a fémionok cseréjét, hogy tanulmányozhassuk a tisztán Cd(II)-t tartalmazó 

cinkujj fehérjét is. A 10 mM HEPES (pH 7,40); 50 mM NaClO4 pufferben lévő fehérjét 

25 °C-on 10 percig 0,5 mM végkoncentrációjú EDTA-val, (~25× ekvivalens 1MEY#-hez 

képest) kezeltük. Ezzel eltávolítottuk a koordinálódott Zn(II)-t. A puffer 0,2 mM 

végkoncentrációjú TCEP-t is tartalmazott  a szabad tiolcsoportok oxidációját elkerülendő. 

Ezt követően az EDTA koncentrációt fokozatosan 1 μM alá csökkentettük puffercsere során 

(10 mM HEPES (pH 7,40); 50 mM NaClO4; 0,2 mM TCEP), amit ultraszűrés segítségével 

hajtottunk végre (Amicon 3K 0,5 ml szűrők (Merck), 14000×g 5×5 perc 15 °C). Ekkor 

150 μM végkoncentrációjú Cd(ClO4)2-t adtunk a mintához, majd 5 percig inkubáltuk 25 °C-

on. További puffercsere során a TCEP és a felesleg Cd(II)-koncentrációt is 1 μM alá 

csökkentettük. A puffercserét követően a Cd(II) koordinációja a fehérje UV-Vis 

spektrumának 230-250 nm hullámhossztartományban megfigyelhető töltésátviteli sávok 

megjelenésének köszönhetően (F12. ábra). 

 
F12. ábra: 1 MEY# UV-Vis abszorpciós spektruma Zn(II)- (kék), vagy Cd(II)- (narancs) kötött formában. 
c(1MEY#) = 13,5 μM; 10 mM HEPES (pH 7,4); 50 mM NaClO4; l= 1 cm.  
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F1.6. FluoZin-3 kölcsönhatásának tanulmányozása Cd(II)-vel és Hg(II)-vel 

Annak érdekében, hogy a FluoZin-3 fluoreszcens kompetítort alkalmazhassuk a 

cinkujj fehérje Cd(II)- és Hg(II)-kölcsönhatásának tanulmányozására, előzőleg 

megvizsgáltuk a fémionok kölcsönhatását FluoZin-3 ligandummal. Négy eltérő összetételű 

Zn(II) : FluoZin-3 rendszert párhuzamosan titrálva Cd(II) vagy Hg(II)-vel megállapítottuk, 

hogy mindkét „soft”-karakterű fémion kölcsönhatásba lép a fluorofórral. Cd(II)-vel csak 

monokomplex képződése volt kimutatható. A meghatározott pH-független stabilitási állandó 

lgβ = 7,44 ± 0,01 segítségével jó egyezés mutatkozott a mért és a számított titrálási görbék 

között (F13. ábra a, d,) Az állandó pH 7-re átszámolva (lgβ’pH 7,0 = 7,18) 0,3 

nagyságrenddel tér el az egyetlen szakirodalomban fellelhető stabilitási állandótól: 

lgβ’pH 7,0 = 6,9 [260]. Hg(II)-re nem állt rendelkezésre szakirodalmi adat, és a mérések 

illesztése mono- és biszkomplex képződésének feltételezése mellett sem volt kifogástalan: 

lgβ ML= 6,68± 0,06, lgβ ML₂= 13,56± 0,1 (F13. ábra b,). A stabilitási állandók alapján a 

ligandum a Zn(II)-t preferálja Cd(II) helyett, míg Hg(II)-nél ez nem állapítható meg 

egyértelműen a biszkomplex képződéséből adódóan. 

 
F13. ábra: Különböző összetételű Zn(II) : FluoZin-3 rendszerek mért (pont) és számított (folytonos görbe) 
relatív fluoreszcenciája titrálás során a, Cd(ClO4)2 vagy; b, Hg(ClO4)2 mérőoldattal. 200 µl mintákat 
lemezolvasó segítségével 3 µl lépésekben titráltuk 25 °C-on. c(FluoZin-3) = 3,98 µM; 10 mM HEPES (pH 
7,40); 150 mM NaClO₄. c, Zn(II) : FluoZin-3 rendszer eloszlási diagramja pH 7,4-en irodalmi adatok alapján 
számolva [190] c(FluoZin-3) = 4 µM; d, Cd(II): FluoZin-3 és e, Hg(II) : FluoZin-3 rendszer eloszlási diagramja 
pH 7,4-en kompetíciós mérés alapján. A számolásokhoz a PSEQUAD programot használtuk 
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F14. ábra: Zn(II)-kötött 1MEY# (folytonos fekete), Hg(II)-kötött 1MEY# (piros) és 1MEY# 5 ekvivalens 
EDTA jelenlétében (1,7 ekvivalens kötőhelyenként) (szaggatott fekete) CD spektruma. c(1MEY#) = 16,4 µM; 
7,5 mM HEPES (pH 7,4); l = 0,2 mm ASTRID szinkrotron, Aarhus. 

 
 

 
F15. ábra: ∆N4-NColE7-6×His fehérje hidrolízise Ni(II)-vel oldatban Tricin-SDS-PAGE módszerrel 
vizsgálva. c(NiCl2) = 1 mM, c(ZnCl2) = 0,25 mM; 100 mM HEPES (pH 8,2); 72 h; 50 °C 
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F16. ábra: A Ni(II)-indukált hidrolízist alkalmazó fehérjekifejezési és tisztítási eljárás folyamatábrája. A Mosó 
puffer esetünkben 100 mM HEPES 500 mM NaCl, 50 mM imidazol (pH 8,2), de összetétele az 
imidazolkoncentrációt leszámíva finomhangolható a célfehérjéhez. Az Eluáló puffer a mosópufferhez képest 
legalább 300 mM imidazolt tartalmaz. 
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F17. ábra: NColE7 és KGNK nukleáz aktivitása növekvő mennyiségű imidazoltartalmú Ac-Lys-His-Pro-His-
Pro-His-Gln-NH2 heptapeptid (KQ) jelenlétében 1 (m/V)% agaróz gélen vizsgálva. 

 

 

F18. ábra: pUC19 DNS hordozókba beépített, különböző számú és elrendezésű 1MEY# fehérje felismerési 
helyek. 
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F1.7. Módosított fehérjék génjeinek tervezése 

Elsőként a pETM11-SUMO3-1MEY#.2 DNS-t állítottuk elő. Ehhez polimeráz 

láncreakcióban (DreamTaq polimeráz, Thermo Scientific) sokszorosítottuk a 288 bp 

hosszúságú gént (inzert) az 5’‑aaaaggatcCGGCCATATCCTGGAACCGGGCGAAAA‑3’ 

és 5’‑gggggggctcgagtccTTAAGAGGTTTTTTTACCAG‑3’ oligonukleotidokat 

felhasználva. Az aláhúzott szakaszok a génhez újonnan hozzákapcsolt BamHI és XhoI 

restrikciós endonukleáz felismerési helyeket jelölik. A folyamat ezt követően teljesen analóg 

módon zajlott, mint a pETM11-SUMO3-1MEY# DNS előállítása, tisztítása és ellenőrzése 

(ld. F1.1 fejezet). 

A további fehérjeverziók génjeit a pETM11-SUMO3-1MEY#.2 DNS-t felhasználva 

állítottuk elő Quikchange-típusú pontmutációs eljárással az F5. táblázatban feltüntetett 

oligonukletidok segítségével. 

F5. táblázat: A módosított 1MEY# fehérjék génjének előállításához használt oligonukleotidok szekvenciája. 
Fehérje Irány Oligonukleotidok 
1MEY#.2R F 5’-ATCCTGGAACCGGGCGAAAAG-3 

R 5’-ATGGCGGGATCCACCGGTCTGT-3’ 
1MEY#.2RK F 5’-ATCCTGAAACCGGGCGAAAAGC-3’ 

R 5’-ATGGCGGGATCCACCGGTCTGT-3’ 
1MEY#.3 F 5’-AAGCCGTATAAATGCCCAGAATGC-3’ 

R 5’-ATGGCCGGATCCACCGGT-3’ 
1MEY#.3R F 5’-AAGCCGTATAAATGCCCAGAATGC-3’ 

R 5’-ATGGCGGGATCCACCGGTCTGT-3’ 
1MEY#.4 F 5’-AAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATGC-3’ 

R 5’-ATGGCCGGATCCACCGGT-3’ 
1MEY#.4R F 5’-AAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATGC-3’ 

R 5’-ATGGCGGGATCCACCGGTCTGT-3’ 
1MEY#.5 F 5’-GAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATG-3’ 

R 5’-ATGGCCGGATCCACCGGT-3’ 
1MEY#.5R F 5’-GAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATG-3’ 

R 5’-ATGGCGGGATCCACCGGTCTGT-3’ 
1MEY#.6E F 5’-GGCGAAAAGCCGTATAAATGCC-3’ 

R 5’-GAAAAGCCGTATAAATGCCCAGAATG-3’ 
 

A folyamat során a Phusion™ High-Fidelity DNS polimerázzal (Thermo Scientific) 

a teljes DNS hordozót sokszorosítottuk a szokásos rövid szakaszok helyett. A 

reakciótermékeket előbb fenol-kloroform eleggyel extraháltuk, majd a DNS-t a vizes 

fázisból etanollal csaptuk ki tisztítás céljából [253]. A DNS 5’ végeit T4 polinukleotid 

kinázzal (Thermo Scientific) foszforiláltuk 20 percig 37 °C-on, majd a fő reakciótermékeket 

gél extrakcióval különítettük el az egyéb DNS melléktermékektől 1 (m/V)% agaróz gélt és 

GeneJET gél extrakciós kittet (Thermo Scientific) alkalmazva. A foszforilált és tisztított 

tompa végű lineáris DNS hordozókat T4 DNS ligázzal (Thermo Scientific) összekapcsoltuk 
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1 óra 37 °C inkubáció során, majd a reakcióelegyek részletével E. coli DH5α kompetens 

sejteket transzformáltunk. Az előállított DNS molekulák sokszorosítása, tisztítása és 

ellenőrzése a korábbiakkal analóg módon zajlott (ld. F1.1 fejezet). 

 
F19. ábra: 1MEY# verziók tisztításának vizsgálata Tricin-SDS-PAGE módszerrel. a: teljes fehérjefrakció 
szonikálás után; b: oldható fehérjefrakció; c: oldhatatlan fehérjefrakció; d: felülúszó a Ni-NTA gyantához való 
kötődés után; e: felülúszó 1. mosási lépést követően; f: felülúszó 4. mosási lépést követően; g: Ni-NTA gyanta 
mosás után; h: felülúszó ULP1-gyel történő hasítás után; i: gyanta ULP1-gyel történő hasítás után; Marker: 5 
μl Thermo Scientific Unstained Protein Molecular Weight Marker 
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F6. táblázat: Különböző 1MEY#-alapú cinkujj fehérjék másodlagos szerkezeti elemeinek százalékos 
összetétele BeStSel program alapján a CD spektrumok 185-250 nm tartományait felhasználva [2]. 

 Aminosavak száma α-hélix β-redő β-kanyar Egyéb 

1MEY#.1 101 15% 26% 15% 44% 

1MEY#.2 96 14% 25% 15% 46% 

1MEY#.2R 96 13% 26% 16% 45% 

1MEY#.2RK 96 17% 25% 13% 45% 

1MEY#.3 90 16% 24% 14% 45% 

1MEY#.3R 90 14% 22% 15% 50% 

1MEY#.4 91 13% 25% 15% 47% 

1MEY#.4R 91 15% 20% 16% 49% 

1MEY#.5 91 14% 25% 14% 46% 

1MEY#.5R 91 16% 26% 14% 44% 

1MEY#.6E 92 14% 20% 18% 49% 

 

 

 
F20. ábra: 1MEY#.2RK fehérje MS2 fragmentációja, és a hozzárendelhető fragmensek. A vizsgálat során a 
784,00 m/z értéknél található 14 × töltött részecske csúcsát fragmentáltuk 30 eV ütközési energiával ütközés 
indukált disszociációs módszerrel (CID). 
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