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I. BEVEZETES, A MUNKA IRODALMI HATTERE ES CELJA
A témionok egy jelentds része szerepet jatszik az él8 szervezetekben

o-
24

lej;itszédé szamos biokémiai folyamatban, illetve bcfol\’;isolja ezek vé

’

1 bemenetelét. Az emlitett fémionok egy része kulcsf-ontosség 1 az él6
szervezetek szdmira, mig masok kevésbé fontosak, vagy adott esetben
toxikusak. A sejtek szdmdra tehdt alapvetd jelentdéségii a fémionok kézel
dllandé szintjének biztositdsa, illetve 01)‘&11 védekezd mechanizmusok
miikddtetése, melyek a toxikus fémionok drtalmatlanitdsiére felelsek.
Ezek a feladatok és funkciék a rendkiviil sszetett fémion-homeosztizis
révén valésulnak meg. A fémion-homeosztizis a hozziférhetd optim;ﬂis
fémion-koncentricié biztositdsit jelenti mindazon Sz;lb;il)'zé, szallitdsi,
dralakicdsi és tdroldsi f‘ol/\'amatofok eg)‘cnsdlybnn tartasaval, Amcll\'ek
lehet8vé teszik, hogy a megfelel8 fémion a megfeleld idében a megte-
lelé helyre keriiljon. (MA Zhen, JACOBSEN Faith E., GIEDROC David
P: Metal Transporters and Metal Sensors: How Coordination Chemistry Controls
Bacterial Metal Homeostasis, Chemical Reviews, 2009, 109, 4644-4681.)
A baktériumok fémion-homeosztizisiban kulcsszerepet jatsz6 fém-
ion-érzékeld fehérjék, an. transzkripciés fakcorok reagilnak egy adorce
fémion koncentriciéjinak mcg\'ﬁltozﬁsﬁm. Ezek a molekuldk a kérdéses
fémion optim;ﬂis szintjének biztositdsiban részevevd fehérjék képzé«
désére hatnak oly mdédon, hogy aktiviljik vagy gdroljik az emlitett

fehérjéket kédold gének dcirdsic (transzkripcidjir). Az an. fémsza-

1
b;il)'zé f-ehérjéknek hirom fontosabb mikddési mechanizmusa ismert

{korepl'csszié, derepresszié és akrivdcio), mel)’ek koziil az akriviciés
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tipusban a fémszabdlyzé fehérje dllanddan kocddik a DNS egy adote
5ja a DNS-hez kotoree

dc eredményezi, amely

szakaszihoz. A megfelelé fémion koordindci
fehérjéhez a DNS konforméciéjinak rorzulds

lehetévé teszi az RNS—pollmcraz enzim kapcsoléddsit a DNS-hez

1*N

és a genetikai kéd dtirdsdnak (transzkripcié) meginduldsic. (BROWN
Nmel L., STOYANOV Jivko V. KIDD btephen P, HOBMAN Jon L.: The
MerR Family of E'a;zs(;'l’}z!z’ozza/ Regulators, FEMS Microbiology Reviews,
2003, 27, 145-163.) Ez le egg) rakrabban a fémion-effluxban résztvevd

t. A fémszabdlyzé fehérjék MerR csaldd-

db‘d tartozd I]]OICkLIlHk 1S Il/\'L’ﬂ lﬂCCh‘dIHZl‘nLlS SZCHD[ lﬂleOdﬂCl{ CS

oy
S/

fuhu ¢k terme oduduz vez

ebben alapvetd fontossigi a fehérjék C-termindlis végéhez kozel esd
rovid fémkoes hurok, mely legaldbb két cisztein egységet tartalmaz.
(CHANGELA Anita, CHEN Kui, XUE Yi, HOLSCHEN Jackie, OUTTEN
Caryn E., O'HALLORAN Thomas V., MONDRAGON Alfonso: Molecular
Basis of Metal-Ion Selectivity and Zeptomolar Sensitivity by CueR, Science, 2003,
301, 1383-1387.) A fémkoed hurok szekvencidja és szerkezete lénye—

1 fémion-felismerés szempontj jabol, de 1100\ az egyes mole kulik

(J(

zelektf\' vilasza bizonyos fémionokra hogyan is valésul meg, mdig
nem teljesen tisztizott. A csoportunk érdekl8désének kézéppontji-
ban dll6 CueR réz-efflux reguldtor fehérje jelentds szelekreivitdssal ad
tl‘;mszkripciés valaszt réz(1)-, eztist(I)- és arany (LI:)i01lok1'a‘ de inakeiv
pl lngm\ (II)- vagy cink (IT)ionok jelenlécében. (CHANGELA, 2003,
1383.

|

g
) A dimer szerkezeti molekula fémkstd szakaszanak kér végén
elhelyezkedd ciszteinek linedris koordindciés médba kényszeritik a
kotédd fémiont, de emellett tovabbi feltételezett hidrogén-hidas és
toltéskompenziciés kolesonhatdsok is hozzdjarulhatnak az egyéreékd

¢émionok kivilasztdsihoz. (CHANGELA, 2003, 1383.)

Kutatdsaink egyik 8 célja annak megéreése, hogy milyen médon
befolydsolja a fémion-koordinicié a szabdlyzdsi folyamat beinduld-
sdt. Vajon a kiilénb6z8 fémionok eltéré affinitdsa a fémkscd-helyhez,
illetve a megkdrser fémionok potencidlisan kiilonbz8 koordindcids

kornvezete/g cometridja hozzdjdrul-e kdzvetleniil a fémionok meg

kiillonboztetéséhez, vagy a szelekcid kizdrélag a fehérje konformacié

megfelel§ megviltozdsinak kovetkezménye?

2. VIZSGALATI MODSZEREK
A kutatdsaink k(’jzéppont'iban illé CueR fehérjék fémion-koordindcids
tulajdonsdgainak jobb megértéséhez el8illitorcuk kiilénbszé cipusd

o
C’
bakteriilis CueR fehérjék fémkaocs oligopcptid szakaszait, illetve

15 EVES A BOLYAI JANOS KUTaTAst OszTONDI)

azok varidnsait (1. dbra), majd a vegyiiletek kélesonhatdsic elsésorban
kéréreékd fémionokkal (cink (1), kadmium (1I), higany (1)) lletve

eziist(I)ionnal tanulminyoztuk. A nativ fehérjékre jellemzé szek\‘em
cidk médositdsaival a pepridek flexibilitdsat igyekeztiink befolydsolni,
illetve olyan aminosav cseréket hajrottunk végre, melyek a peptideket
egyéb MerR fehérjék fémkots szakaszaihoz teszik hasonlatossd, ami
természetesen megvéiltoztathatja a molekulik fémion-koordindciés
sajdtsdgait is. A fémionokkal térténd kélesonhatds vizsgdlacihoz
pH-potenciometrids ticrdldsokat, UV-, SRCD- (szinkrotron- radidcids
cirkuldris dikroizmus), TH-NMR-, és perturbilt y-y szogkorreldciés
(PAC) spektroszképiai, valamint tomegspekerometriai médszerekert

(ESI-MS) alkalmaztunk.

ACPGDDSADCPI E. coli CueR
SCPGDQGSDCPI (PP)
SCPGDQGSDCSI (PS)
SCHGDQGSDCSI (HS)
SCHGDQGSDCPI *

OH

¢

V. cholerae CueR

modositott szekvenciak

CH,CO— NH/\anl-i)l——Q/\“fNH\)l—Nﬁ\”—Nli/u—NH\“—NI-\I)LNFT\H—NH\/U-—Q/\H—NQ/U—NHZ

SsH l Son
H,N"Y0

\SH (‘CH3

CH,

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

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

pH-potenciometrids titrdlisok (cink (IT)- és kadmium (II)ionok),
valamint 1iganc]um—kompetfciés vizsgélatok (higany (II)ion)
segitségével meghatiroztuk hirom oligopeptid (PR PS, HS)
fémionokhoz valé affinitdsic, és jellemeztitk a részecskék
spectdciéjac pH~2-1T tarcomdnyban. (]A‘\CSO Attila, SzU-
NYOGH Diniel, LARSEN Flemming Hoffmann, THULSTRUP
Peter Waaben, CHRISTENSEN Niels Johan, GYURCSIK Béla,
HEMMINGSEN Lars: Towards the Role of Metal Ions in the Structural
Variability of Proteins: Cd™ Speciation of a Metal Ion Binding Loop Motif,
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1. dbra: CucR febévjck fémion-kats

szakaszai, valamint az elddllitott

oligopeptidek aminosav-szeckvencidi, és
coy kivdlasztott ligandum sematikus
szerkezete. (¥ A rmg_[f/(i]l /i\gmn{umol

még nem dllitottuk ¢l6.)




Metallomics, 2011, 3, 1331-1339.; JANCSO Attila, GYURCSIK
Béla, MESTERHAZY Edit, BERKECZ Rébert: Competition of Zine(II)
with Cadmium(II) or Mercury(II) in Binding to a 1 2-mer Peptide, Jour-
nal of Inorganic Biochemistry, 2013, 126, 96-103.)

Az 1. téblizat a vizsgilt peptidek cink(II)- és kadmium (II)-

affinitdsac jellemzd Iﬁtszélaom stabilitdsi allandékat (ng‘PP)
"oglalja Sssze két kiilonbsz4 PH n (M2 . fémion, L: lig andum)
Z[I\[ . ]két()’u

lgKk =1 >
&R arp g[1v[-*],z,dmd X Z[ L] na

Mindhirom 1ig;mclum a két ciszrein aminosav mellete Potcnciélis fém-
ksts-helyként két aszparaginsavat tartalmaz. A PS peptidben a PP
ligandum egyik prolinjit szerinre cseréleiik, mig a HS-ben a mdsik
prolin is hidnyzik, helyette egy hisztidint cpltcttunk be, amely ugyan-
csak szerepet jatszhat a fémionok koordindciéjiban. A hirom lig;mdum
szekvencidjinak kiilonbszésége ellenére a pH-potenciometrids vizs-
gilatokkal meghatdrozott stabilitdsi dllandék a pepridek rendkiviil
hasonld affinitdsit mumtjﬁl\' mind k;\dlllitllll(l])—, mind cink(:ll)iom
hoz. Ez arra utal, hogy a fémionok koordindciéjiban meghatirozé
szerepe van a cisztein egységeknek, amelyhez képest a tébbi potencidlis
donorcsoport hatdsa vagy nem tdl jelents, vagy mindhdrom ligandum
esetében hasonlé mértékben jirulnak hozzi a komplexek stabilicd-
sihoz. Csak a cink(H:

méreékd stabilitds-novekedés a masik kéc (hisztidint nem tartalmazd)

HS rendszerben figyelheté meg egy kis-

’

lwandumho7 Lgpu[, anul egyér rtelmden arra utal, hog\' a hisztidin

nagyobb szerepet jatszik a cink (I ion megkdtésében, Ssszevetve a

kadmium (IT) ionnal.

I. tdblizat: A kiilonb6z8 peptidek affinitdsa kadmium(II)- és
cink (I ionokhoz. (¢;, =0,001 M, I=0,1 M NaClOJr, ng“PP: az
adott pH-ra szdmolt litszélagos stabilitdsi dllandék logaritmusa)

Peprid Cilztyle Koo + lg K L Javasolt koordiniciés méd
pH =7 pH =8 pH =7 P =8
PP 8,27 10,09 6,48 8,29 iCOO’,<jHlO,COO‘)
PS 8,24 10,08 6,53 3,39 -,CO07,(H,0,CO00")
HS 3,26 10,11 7,02 9,06 2XS7,N;,,(COO~H,0)
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Az azonos lig;mclumok cink{fl]t)— és k;\dmium(’H)komplexeinck
stabilitdsa kozoeei kiilonbség a kadmium (II) szoftabb karakceré-
vel és a tiolétcsoporthoz valé erésebb affinitdsaval 111;\:1)'31‘;32[1;1[6.
A higany (IT)ionokat mindhdrom peptid olyan erdsséggel koordinilja,

hogy mar egészen savas oldatban is (pH << 2) a fémionok teljes
&) 8 {

mennyisége karoee éllapotban van. A PS ligandum Hg(II)-kstésére
vonatkozdan pH = 2-nél jodidionok segitségével kompeticids vizsgd-
/L. i

agos stabilitdsi dllandét:

o

latok révén ugyancsak meghatdroztunk ldcsz

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

IgK " =1g =25,73

Az egyenletben [HgPS] a fémionhoz kétstr, mig [PS], .4 a nemkéraer

ligandum koncentricidjdr jelsli fiiggetleniil annak protonilesagi dlla-
potatdl. Az igy meghatdrozotr éreék tobb, mint 28 nagysdgrenddel
8 g gysag
nagyobb, mint amit a kadmium (II)-PS rendszerben azonos pH-ra
extrapoldlhatunk. Ez a ligandum rendkiviil nagy szelektivitdsdc tiikrozi

a higany (I irdnydban.

10 4 mCd(ll):PP=1:1 N
A Cd(l):PP=0.5:1 A A
A
08 4 ocd(:PP=0:1 4
|
smi u B
| o (@)
a |
0.6 N o
. A
< [ A o
0.4 A
A o
&
0.2
A o)
00 A5 Q B B . . ;
2.7 4.2 5.7 7.2 8.7 10.2

pH

A tanulm;im'ozott rendszerekben képzédé’ dominins komp[c.\'ckbcn a
¢mionok koordindciés médjira tobbféle szerkezetvizsgdlé médszer
tabldzat). UV-titrdldsokkal
kovettitk a fémion-tiolat téleésacviteli savok kialakuldsir, mcllyel a
ekben bisz-
komplexek képzédésére is nyertiink informiciét. Ennek megfelel8en

a kadmium (II)-PP I

alkalmazdsa révén tettiink javaslator (1
koordinilédé tiol;itcsoporrok szamara, és bizonyos eset

sszetétel(t rendszerben ~6-o0s pH-t elérve
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2. dbra: A kadmium(II) — PP
rendszerben A = 245 nm-en
mért abszorbancidk viltozdsa

a p][ fiig ;\'umlvm /\HINI[’O\O

ﬁ"mlow[@mzdwz arany esctin

tpp=1 X107+ M).




3. dbra: A kadmium(II) — HS
rendszerben képzéds két jellemzé
torzskomplex molckula modellezéssel
generdlt feltételezett szerkezete (CAL —

balra és CAL, — jobbra).

4. dbra: A PP peptid és a kiilsnbszs
gsszetételit: Ap(1) : PP rendszerck
K ¥ 2
ligandum anyagmennyiségre normdlt
titrdldsi gb’r'ln"l‘ (cpp = 0,001 M, I

= 0,1 M NaClO , T = 298 K).

a ligandum mindkét ciszteinje koordindlédik a fémionhoz (2. dbra),
lig;mdum felcsleg jelenlétében pedig apH~72-238,6 kozorce meg-
fi

eredményezd tovibbi kadmium(II)-tioldc kétések lécrejoccée jelzi,

gyelhetd abszorbancia névekedés a bisz-komplex (ek) képzodésée
IH-NMR mérésckkel tovibbi donorcsoportok, foy a His és Asp egysé-
P 3) P €g)
gek koordindciéjit (lisd 3. dbra) is tudtuk igazolni. Perturbilt gamma-
gamma szdgkorreldcids mérésekkel (199mHg PAC) pedig a higany (II)

komplc,\'ek ditiolit tipust {HgSl} kdtésmadjic bizonyitottuk.

Legtijabb vizsgilataink az egyéreékd eziist(I)ionnal meglepd, nem
fe O/ \ o

o
virt eredményekhez vezetrek. Azt tapasztaltuk, hogy a fémion és a
ligandum ekvimoléris rendszerében ~ 6-os pH-ig a ligandum egyik
tiolesoportja még protondlt formdban van, és a deprotondlédis csak
pH ~ 8-ra megy végbe. Az Ag(I) — PP I:1 Ssszetételt minta normale
cicrldsi gorbéjén a 3-4 ekvivalensnyi mérdoldac-fogyds tartomdnydban

’

megielend [épcsd felel meg az emlitett deprotonilédasi folyamatnak
g) P g F )

11
--PP
10 1 - Ag():PP=0,5:1
9 4 —Ag(l):PP=1:1
8
- 7
Q.
6
5
a
3
2 T T T T T T
-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7
Angy-/ npp
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(4. dbra). Mindez jelentds eltérés a kécéreékli fémionokhoz képest,
mel)’eknél PH 6 kornyékén mir a ligandum dsszes po[cnciﬁlis donor-
csoportja disszociilt.

A fehérje fémion-szelektiv viselkedésének jobb megértéséhez a nativ

S
ueR fehérje molekuldris biolégiai médszerekkel toreénd els-

™
0

o,
O

dllftdsdn és tisztitdsin dolgozunk. Elé\'izsgélamink soran ESI-MS
témegspektrometrids mérésekkel igazoltuk a CueR fehérje eléallica-
sinak sikerességét, azonban a tisztitdsi folyamatdban komoly feladat-
nak igérkezik a molekula elvilasztdsa a termeltetéshez hasznalt E.coli

gazda-bakcérium egy sajic fehérjéjécél.
g &)

A fehérje elédllitdsa utdn lehetdségiink lesz a makromolekula, illetve a

fehérje fémionksed oligopeprid fragmensének fémion-katd sajdcsdgait
dsszehasonlitani eltérd tipusa fémionokat alkalmazva, amelynek révén
kozelebb juthatunk a CueR fémion-szelekeiv mikodésének molekularis
szintli megértéséhez.

g
=]
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