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1. Bevezetés

A kornyezetben megjelend toxikus fémionok Ilehetnek
természetes eredetlick, de szarmazhatnak antropogén
forrasokbdl is. Ezek a fémionok a koérnyezetben kiilonb6zo
atalakulasokon mehetnek at, ami befolyasolja megjelenési
forméjukat, mobilitasukat, oldhatéosagukat ¢és ennek
megfelelden bioelérhetdségiiket is.! Toxicitdsuk miatt a
taplaléklancba kertilésiik jelentds kockazati tényezdt jelent a
taplaléklanc ~ Osszes  szerepldje  szamara.  Mindez
elengedhetetlenné teszi hatékony kimutatasukat és
meghatarozasukat, sziikség esetén eltavolitasukat a
szennyezett kozegekbdl, tovabba a mérgezések kezelését, a
detoxifikalast. A fémionok vizes kdrnyezeti mintakbol vagy
biologiai fluidumokbdl torténd kimutatdsara elterjedten
hasznalt robusztus, (nagy)miiszeres analitikai kémiai
eljarasok melletti alternativaként egyre nagyobb figyelem
fordul kémiai / biokémiai szenzorok fejlesztése felé.
Ezekben jol megtervezett molekuldk fémion megkotése az
adott fémion kimutatdsara / mennyiségi meghatarozasara
alkalmas (pl. optikai) jelet produkal.>* A teriileten beliil is
kiilondsen  érdekes  bio-inspiralt molekulak, illetve
rendszerek receptorként torténd alkalmazasa, melyek a
Htermészet altal kodoltan” hordozhatjdk egy szenzor
szamara kulcsfontossagu sajatsagokat, az érzékenységet és a
szelektivitast. Oligopeptidek, fehérjék és enzimek, vagy akar
egyszeribb sejtek, fémionokkal adott szelektiv reakcidik
révén (bio)kémiai szenzorok igéretes receptorai lehetnek. A
szakirodalomban szamos 0sszefoglalo kozlemény targyalja
ilyen tipusu receptorok optokémiai szenzorokban torténd
alkalmazésat.> A szintetikus oligopeptid szenzorok ugyan
dragabbak, mint a sejt alaptiak, azonban rendkiviil
érzékennyé ¢és szelektivvé tehetdk. Emellett az optimalis
mikddési  koriilmények  tekintetében — alkalmazasuk
rendszerint joval kevésbé korlatozott, mint akar a sejt, akar a
fehérje alapt szenzoroké.

A fluoreszcencias elven miikodé fémion-szenzorok
meglehetdsen népszeriiek,>>>10  koszonhetden eldnyds
tulajdonsagaiknak, példaul (i) érzékenység, (ii) egyszerii
alkalmazhatosag, (iii) a lumineszcens tulajdonsagok
finom-hangoldsdnak szdmos lehetdsége, és nem utolsod
sorban (iv) mérsékelt koltségiik.> Fluoreszcens szenzor
molekuldk kivaloan alkalmazhatok fémionok kimutatasara /
mérésére é16 rendszerekben is.®!! igy nem meglepd, hogy a
peptid tipusi receptoron alapuld fémion érzékeldk is
leginkabb fluorofér csoporto(ka)t tartalmaznak jelképzo

elemként.>7>12 A fluoreszcencids elven miikddd
fémion-szenzorokat a fémion-kotéhely ¢és a fluorofor
csoport(ok) egymashoz viszonyitott helyzete alapjan harom
nagyobb csoportba sorolhatjuk.!* Az Gn. 1. Tipust.
érzékelokben maga a fluorofor a fémion-koté ligandum. A
peptid alapu szenzorok szinte kizardlag a II. illetve IIL
tipusba sorolhatok (1. Abra). A II. Tipusti molekulikban a
fluorofor csoporthoz kozvetleniil vagy egy ,,spacer” révén
kapcsolodik a fémion felismerd egység. A III. tipusu
érzékelokben a receptorhoz kapcsolodd két egység, egy
fluorofor és egy masik elem kozott alakul ki kapcsolat. Ha ez
a két elem megfeleld fluorofor part alkot, FRET
(fluorescence resonance energy transfer) effektus johet létre,
illetve a fluorofér kdlcsonhatasa a masik elemmel teljesen 1)
kémiai mindséget is létrehozhat (excimer vagy exciplex
képzddik), amely egy 0j fluoreszcencia sav megjelenését
eredményezi.’

2. Tipus (Class II)

T Fluorofor - Spacer |

3. Tipus (Class 1I0)

Fluorofor

A

Recepto

ecepto

1. Abra. A peptid fémion-felismeré egységet tartalmazé fémion-érzékeldk
két jellemzd tipusa

Szamos publikacio igazolja a fenti szerkezeti csoportokba
sorolhatd fluorofdr-jelzett peptidek alkalmazhatosagat
fémionok érzékelésére. Miikodési elviik szerint ,,TURN
ON”  wvalaszt  ado CHEF (chelation-enhanced
fluorescence),!*!7 | TURN OFF” jellegi CHEQ
(chelation-enhanced quenching),'”!® illetve FRET tipusu
szenzorokat  is  vizsgaltak.'?® A szenzorikai
alkalmazhatosag szempontjabol idealis ,,TURN ON”
valaszt, de a,,TURN OFF” effektust is a fluorofor gerjesztett
allapotanak HOMO szintje és a receptor HOMO ill. LUMO
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palyai kozotti belsé elektron transzfer folyamat, az un. PET
(photoinduced electron transfer) ki/be kapcsolasa okozhatja
(2. Abra).2! Mindenképpen meg kell jegyezni, hogy CHEF
vagy CHEQ  hatast mas  mechanizmusok  is
eredményezhetnek.>® A FRET mechanizmus alapfeltétele,
hogy a gerjesztett fluorofor (donor) emisszids savja atfedjen
a masik, alapallapotd fluorofér (akceptor) valamely
abszorpcidés  savjaval, melynek révén  dip6l-dipol
kolcsonhatason alapuld sugarzasmentes rezonancia energia
atmenet tud létrejonni a két molekularészlet kozott. A
transzfer eredményeként az akceptor csoport fluoreszcens
emisszidja erésodik, mig a donor emisszids intenzitasa
csokken (2. Abra).>1% A FRET kialakulasanak masik fontos
feltétele, hogy a csoportok beliil legyenek a kdlcsonhatés
hatétavolsagan, az Un. Forster-tavolsagon, melyet a
fémion-megkotése altal okozott konformacido valtozas
biztosithat. Mivel a fémion-indukalta FRET
megvalosulasdhoz tobb feltétel egylittes teljesiilése (erds
fémion-koordinaci6 valamint a donor és akceptor csoportok
kellé kozelségbe keriilése a fémion-megkotodés hatasara)
sziikséges, ezért az ilyen tipusi szenzorokkal nagyobb
eséllyel nyerhet6 fémion-szelektiv valasz.
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2. Abra. A PET be-, ill. kikapcsolasaval miikodd ,,TURN OFF” és
»TURN ON”, valamint FRET szenzorokra jellemz6 molekulapalya
energiaszintek a fémion megkdt6dése elstt és utan'*?!

A fémionok érzékelésére potencialisan alkalmas fluoreszcens
peptideket bemutatd munkak rendszerint nagy hangsulyt
fektetnek a rendszerek analitikai kémiai szempontbol torténd
leirdsara. A fémionokkal képz6dd komplexek oldatbeli
ezekbdl a munkakbol, noha ennek esszencidlis jelentdsége
lenne a vegyiiletek alkalmazhatosagi koriilményeinek (pH- és
koncentracio-tartomany, fémion-ligandum arany) megéallapitasa,

vagy a molekulak tovabbfejlesztése szempontjabol. Ugyancsak
ritka, hogy az érzékeld rendszereket immobilizalt formaban is
vizsgalndk,'$?? ami viszont a szenzorikai alkalmazésuk
szempontjabol lenne kulcsfontossagu.

Csoportunk az utobbi években szamos olyan, cisztein
tartalmu  oligopeptid  eldallitasaval ¢és  vizsgalataval
foglalkozott, = melyek  szekvencidit  nehézfémionok
megkotésében szerepet jatszo (vagy arra potencialisan
alkalmas) fehérjék (szabalyzo, szallito vagy dajka fehérjék)
inspiraltak. A peptidek jelentds ,,szoft” fémion affinitasat
kihasznalva, moddositasuk révén olyan vegyiiletek
fejleszthetdk, melyek toxikus fémionok hatékony, szelektiv
érzékelésére alkalmasak lehetnek. A megfeleld eldallitasi
metddussal, ill. j6l megtervezett modositasokkal (fluordfor
csoportok beépitésével) mind a fémion-megkdtésre adott
valasz, mind a szilard hordozon torténd rogzités biztosithato.
Jelen kozlemény az ezen a teriileten végzett munkainkrol és
eddigi eredményeinkrdl ad 6sszefoglalo jellegi attekintést.

2. A CueR fémszabalyzé fehérjék fémion-koto szakaszat
modellezé oligopeptidek vizsgalata

s

szabalyzasa alapvetd fontossagu az €16 szervezetek, igy a
baktériumok szamara is, fémion-homeosztazisuk
fenntartdséhoz.”> A prokariétakban ezt a szerepet a
transzkripcid szintjén mikodd fémszabalyzd, vagy mas
néven fémszenzor fehérjék toltik be.”>> Ezek az un.
transzkripcidos faktorok DNS-hez valo kotddésiikkel
elésegitik vagy gatoljak a fémionok felvételében,
szallitasaban,  eltavolitasaban, raktarozasdban vagy
redoxi-atalakitasaban szerepet jatszo fehérjék
termelddését.>>2°> Funkcionalis szempontbdl ezen fehérjék
két tipusba sorolhatok, melyek a fémion felvételéért vagy a
fémion eltavolitasaért / tarolasaért felelés gének
szabalyzasat végzik.>> Szerkezeti hasonlésagaik alapjan tiz
olyan fehérjecsaladot kiilonboztetink meg, melyeknek
legaldbb egy eleme fémion-érzékeldként miikddik.? Az
egyik legnépesebb, és legvaltozatosabb csalad a MerR,
melynek tagjai transzkripcios aktivatorként mitkddnek.?326
Ebbe a csaladba tartozik a baktériumok réz-eltavolitas
folyamataiban résztvevd fehérjék termelddését iranyitd
CueR is.’” A CueR valbjdban egy, a 11. elemcsoport
egyértékii  fémionjait  szelektiven  érzékelni  képes,
természetes bioszenzornak is tekinthetd, hiszen a megfeleld
gén transzkripciojat kimagaslo érzékenységgel, de csak
Cu'-, Ag'- vagy Au'-ionok jelenlétében aktivalja.’® A
szelektiv miikodésben dontd szerepet jatszik a molekula
C-termindlis  végéhez  kozel elhelyezked6  10-12
aminosavbol allo fémion-k6td hurok, mely a végein
elhelyezkedd két cisztein kozvetlen koordinacidja és egyéb
kolcsonhatasok révén linearis koordinacids geometridba
kényszeriti a fémionokat.® A megfelelé fémion felismerése
szempontjabol tehat alapvetd kérdés, hogy milyen modon
képesek, illetve képesek-e egyaltalan egyéb fémionok
megkotédni ezen a kotéhelyen? Vajon a fentebbi egyértékii
ionokhoz hasonl6 koordinécios kémiai preferencidkkal bird
Hg?" miért nem képes indukélni a fehérje miikodését? A
funkcionalis szelektivitds a fémkotd doménhez torténd
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koordinacioban vagy az ennek kovetkeztében bekovetkezd /
elmarado fehérje-szerkezetvaltozasban keresendd inkabb? A
fenti kérdésekre adando valaszok megtaldlasa nem csak a
fehérje  mechanizmusanak megértése  szempontjabol
érdekes, de az igy nyert informaciokat fel lehet hasznalni
akar a szabalyzasi mechanizmuson alapuld bioszenzorok,

ACPGDDSADCPI (EC) E. coli CueR

SCPGDQGSDCPI (PP) V. cholerae CueR OH
CH,;CO—NH

SCPGDQGSDCSI (PS)} - sdositort s 24

SCHGDQGSDCSI (Hs) | SZekvenciak i

akar a kotéhely tovabbgondolt szekvenciajat, mint receptort
alkalmazdé fémion érzékeldk fejlesztéséhez. A fémkdotd
domén fémion-kotd sajatsagainak megismerése céljabol
tobb olyan peptidet is eldallitottunk, melyek szekvencija
valamely CueR fémkotd doménjével azonos, vagy azok
egy-két aminosavban modositott variansai (3. Abra).

V. cholerae CueR: SCPGDQGSDCPI (PP)
0

o
0 0 Y o 0 » o o
NH LN SENe L NH L —NANE LN N LN NH JNH,
! 0 o I o I o I o I

1 SOH NsH CH,
HN"Y0

CH;

3. Abra. Bakterialis CueR fehérjék fémkotd szakaszat alkotd peptidek (PP, EC) és variansaik (PS, HS) szekvenciai (a modositasok hely aldhuzassal jedlve),
valamint egyikiik sematikus szerkezete a potencialis fémion-kotéhelyek kiemelésével. (A peptidek szekvencidiban az egyes aminosavakat az egyszeriiség
kedvéért mindenhol az egybetiis kodjaikkal jeloljik. (A: Ala, C: Cys, P: Pro, G: Gly, D: Asp, S: Ser, I: Ile, Q: Gln, H: His)

A modositasok olyan poziciokban torténtek, melyek a 12.
elemcsoport fémionjaira érzékeny fehérjék fémkoto-
helyeihez tették hasonlobba a peptidek szekvencidit. Célunk
az igy nyert ligandumok ¢és kiilonbozo karakteri egy- €s
kétértékti  fémionok  (Ag’, Zn>*, Cd*", Hg®)
kolcsonhatasanak tanulmanyozasa volt pH-potenciometrias
titralasok, valamint UV-, CD- és NMR-spektroszkopiai
modszerek alkalmazasaval.

2.1. A CueR fémkoté szakaszat modellezé peptidek
kolesonhatasa Zn*'- ? ! és Cd**-ionokkal’***

crer

dtmenetifém-ionokhoz (Hg?>*- és Ag'-ionok esetében is)
UV-titralasokkal kovettiik. Erre a kdlcsonhatas létrejottét
egyértelmiien jelzé tiolatfémion toltésatviteli savok
~210-300 nm hulldmhossz-tartomanyban valé megjelenése
ad lehetéséget.** A kiilonbdzé fémion-ligandum dsszetételt
rendszerekben felvett spektrum-sorozatokkal igazoltuk,
hogy mindkét fémion mar enyhén savas pH-tartomanyban is
képes leszoritani a tiolcsoportok protonjait és pH~6-ra
kialakulnak a két koordinalodd tiolatot tartalmazdo ML

Osszetételli komplexek. Féként Cd**-ionokkal ligandum-
felesleg esetén egyértelmien kimutathatd volt a két
ligandum két-két tiolatcsoportjanak részvételével kialakulod
bisz-komplexek képzddése (1asd a két abszorbancia-valtozas
1épcsét a 4. Abran).

100
80
60

40

% Cd**
AZJS nm

valamint a 245 nm-en mért abszorbancia valtozas () pH-fiiggése. (A
diagramon L a teljesen deprotonalt ligandumot, mig H a protont jeldli.)

1. Tablazat. A Zn** és Cd*"-ionok monokomplexeinek latszolagos stabilitasi allandoi®, valamint a ligandumok javasolt kotésmodja

Ligandum Zn*, g K cd™, IgK A koordinacioban
pH=17,0 pH=8.0 pH=17.0 pH=38.0 résztvevo csoportok

PP 6,48 8,29 8,27 10,09 2x57,CO0™,(COO")

PS 6,53 8,39 8,20 10,03 2xS57,CO0,(COO")

HS 7,02 9,06 8.26 10,11 28" Nin,(COO")

EC 6,90 8,85 8,57 10,51 2x57,CO0",COO0~

sxe SIM he
II\/IZJr ]szabad Y LIszabad
"H-NMR  mérésekkel nem csak a tiolatcsoportok bisz-komplexekben = (MH,L,, MHL,) a hisztidin

sy

koordinacidjat, de legalabb az egyik Asp-karboxilat
részvételét is igazolni tudtuk a His aminosavat nem
tartalmazd  peptidek  esetében. A  HS  peptid
torzskomplexeiben (ML, ML,), illetve a protonalt

imidazolgytirlije — az oldallanc protonjai 'H-rezonancidinak
fémionok hatdsara torténd kémiai-eltolodas valtozasai
alapjan — egyértelmiien kotédik mindkét fémionhoz.
pH-potenciometrias titralasokkal meghataroztuk a fémion-
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peptid rendszerekre jellemzd6 részecske-speciaciot, valamint
a képz6dd komplexek stabilitisat. Az 4. Abra a
bisz-komplexek jelentés mennyiségben vald képzddését
szemlélteti a Cd>*—PP 0,5:1 molaranyt rendszerben. A Zn?'-
és Cd*"-ionokat valamint a PP ligandumot 1:1:1
Osszetételben tartalmazo virtudlis rendszerre szimulalt
részecskeeloszlas (5. Abra) pedig a két fémion 1:1
Osszetételli komplexeinek stabilitas-kiilonbségét tiikrozi.

Az 1. Tablazat a négy peptid Zn** ¢és Cd**
(mono)komplexeinek pH = 7,0 és 8,0-ra szamithato
latszolagos stabilitasi allandoéit hasonlitja 06ssze. Ezek
alapjan megallapithato, hogy a peptidek eltéré szekvenciai
és  donorcsoport-Osszetétele  csak  kis  mértékben
befolyasoljak az adott fémionhoz val6 affinitasukat. A tSbb
potencialis donorcsoport jelenléte ugyan az EC esetében
okoz szerény mértékii stabilitas-ndvekedést, azonban a His
koordindloédasanak hatdsa csak a Zn>* komplexek
stabilitisdban latszik, feltehetéleg a Zn>" imidazol-donor
iranti  jelentésebb preferencidgja miatt, Osszevetve a
Cd**-ionnal. A His stabilitis-noveld hatdsa valdsziniileg
azért nem jelentkezik markansabban a hisztidint nem
tartalmazo peptidekhez képest, mert ezekben az Asp
karboxilatok kotodése hasonld hozzéjarulast eredményez.

100 .

CdL

Az Ag" — peptid rendszerekben az Ag'-ion a kétértékii
fémionoktol markansan eltérd koordinacios sajatsagokat mutat.
A fémion peptidekhez valo koordinacidjat mar 2-es pH koriil
egyértelmtien bizonyitjdk UV-, CD- és NMR méréseink,
valamint a pH-potenciometrias mérések soran mar savas pH-n
megfigyelt extra lugfogyas a szabad ligandumhoz képest (6.
Abra). Az Ag" — PP 1:1 moélaranyd rendszerben meglepd
moddon pH ~ 5,5-6 felett egy spektrofotometriasan és a titralasi
gorbéken is jol kovethetd deprotonalodasi folyamat jatszodik
le, amely egyértelmien a  masodik tiolcsoport
protonvesztéséhez és koordinalédasahoz rendelhets. Ez
alapveto eltérés a kétértékl fémionokhoz képest, melyek pH =
6 koriil mar mindkét cisztein deprotonalodott tiolcsoportjahoz
kotédnek. A 6-0s és 8-as pH-n Ag*-ionok jelen- és tavollétében
felvett 'H-NMR spektrumok alatdmasztjdk ezeket a
megallapitasokat. A 6-os pH-n mért spektrumokon a o =
2,8-3,4 ppm-tartomanyban a kotott ciszteinre jellemzd és a
szabad ligandum cisztein CgH, jeleire emlékeztet6 rezonanciak
egylittes, hasonl6 intenzitasu jelenléte olyan részecskére utal,
melynek két izomer szerkezetében az egyik, ill. masik Cys
kotédik a fémionhoz, és a szerkezetek kozotti ligandumcsere az
NMR idéskalan lassa (7. Abra). pH = 8,8-nal mér egyértelmi
mindkét tiolat koordinalodasa az Ag*-ionhoz.

5_
o & e o o 15
°
...
4 . % 1.3
/
Agt-PP 1:1 /,/ 3 L

\
\
\
\\
‘\
o
A0 0m

5. Abra. A Zn*" — Cd*" — PP 1:1:1 6sszetételii rendszerre szimulalt
részecske eloszlasi diagram (cpp = 1107 M). A Zn*"-ion komplexeit
szaggatott, mig a Cd**-komplexeket folytonos vonalak jeldlik. . (A
diagramon L a teljesen deprotonalt ligandumot, mig H a protont jeldli.)

2.2. A CueR fémkotd szakaszat modellezé peptidek

kolesonhatasa Hg'- 2 ! és Ag*-ionokkal’'**

A Hg?-ionok extrém affinitisa  tioldtokhoz a
tanulmanyozott peptideknél is rendkiviil stabilis komplexek
képz8dését eredményezi.®> Az ekvimolaris dsszetételli Hg?*
- ligandum rendszerekben mar pH 2 alatt az sszes fémion
kotott formaban van jelen, és a peptidek kotésmodja UV- és
"H-NMR titralasaink alapjan a teljes pH-tartomanyban
valtozatlan {2Cys-S°} tipusi. Sem bisz-komplexek
tudtuk kimutatni a komplex(ek)ben. Cirkularis dikroizmus
méréseink szerint a két tiolatHg?" kotés kialakulasaval a
ligandumok konformécié valtozast szenvednek, melynek
révén feltehetdleg a CueR fémion-kotott allapotat is jellemz6
hurokszer{i szerkezet jon 1étre, ami biztositja a Hg?" szdméra
idealis (torzult) linearis koordindcids geometriat.3®

p F 0.9
—————— o

s PPy,uhaa r 0.7

I'I o
5 r 0.5

[
oo o ©°

T 0.3

5 6 7 8 9 10 11
pH

6. Abra. Az Ag" — PP 1:1 sszetételii rendszer és a szabad PP

ligandum-koncentracidra normalt titralasi gorbéi a ligandumra fogyott

lugekvivalenseket a pH fiiggvényében abrazolva, ill. a fémion jelen- () és

tavollétében () mért abszorbancia valtozas 230 nm-en

Ag*-PP 1:1
pH=838

Ag*-PP1:1

11

pH=6,0

44 4,1 38 35 32 2,9 2,6
ppm

7. Abra. Az PP "H-NMR spektrumanak részletei Ag'-ionok jelen és
tavollétében kétféle pH-n. Az iires nyilak a nem kotott, mig a teli nyilak az
Ag'-ionokhoz kotott Cys egységek CH, rezonanciait mutatjak.
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A pK, ~ 6,5 értékkel jellemezhetd deprotonalodast kisérd
viszonylag kicsi abszorbancia noévekedés felveti annak
lehetdségét is, hogy a mar savas koriilmények kozott
tiolatként kot6dé Cys mellett a masik Cys egység oldallanca
pH ~ 6-ig protonalt, tiol formaban koordindlodik az
Ag*-ionhoz. A protondlt tiolcsoport Ag*-koordinicidja
ugyan nem gyakori, de van ra példa az irodalomban.’’ A
{Cys-S,Cys-SH} tipust kotésmod CueR fehérje fémkotd
centrumaban is racionalis lehetdség, aminek jelentds szerepe
lehet a molekula miikddési mechanizmuséaban.!

2.3. A CueR modellpeptidek vizsgalataval nyert
eredmények hasznosithatésaga

A fémion — oligopeptid rendszerek vizsgalatanak
legjelentdsebb eredménye, hogy a modellezett CueR egy- és
kétértéki fémionokkal szemben mutatott eltérd viselkedését
a peptidek szintjén is ki tudtuk mutatni. Ez egyrészt komoly
lépés a CueR fémion-felismer6 mechanizmusanak
megértése felé, masrészt lehetdséget teremt arra, hogy a
felismeré mechanizmus révén fluoreszcencias jelet
produkdlod,  genetikailag ~ modositott  baktériumokat
tervezziink, melyek egy adott fémionra hangolhato szelektiv
fémion-érzé¢keldként mitkodhetnek. Csoportunkban jelenleg
is folynak kutatasok ebben az irdnyban. Az eredmények
masik tanulsaga, hogy a CueR fémkotd szakasza altal
inspiralt flexibilis molekuldknal rigidebb szerkezetek
sziikségesek a fémion-szelektivitas jobb
modosithatésagahoz, ugyanakkor a Hg?'-ionok 4ltal
kialakitott hurokszeri szerkezet optimalis lehet FRET
fluoreszcencids érzékeldk fejlesztéséhez.

3. Az AfArsR fehérje As(IIT)-koté szakaszat modellezo
peptid vizsgalata

Az Acidithiobacillus ferrooxidans baktériumban talalhato ArsR
arzén szabalyzé fehérje a C-terminus-hoz kozeli flexibilis
fragmensén talalhato harom Cys tiolatcsoportjai révén koti az
As(Ill)-at3® Ez a (fé)fémkotd szakasz azért keltette fel
csoportunk érdeklddését, mert modellszamitasok alapjan a
megkdtddés folyamataban el6szor két szomszédos Cys egység
kapcsolodik az As(Il)-hoz, majd ez eldsegiti a harmadik,
tavolabbi Cys-tiolat koordinaci6jat.® Ennek révén a molekula
As(I1I)-at nem koto allapotaban egymastol tavol elhelyezkedd
fragmensek a félfém megkotésének hatasara keriilnek kozel
egymashoz. Ez idedlisnak tiint egy FRET hatason alapuld
fémion-szenzor kialakitasahoz, melyben a harom Cys
biztosithatna a nagy affinitasti koétohelyet toxikus ,,szoft”
karakterti fémionok szamara (8. Abra). EbbSl a célbdl
allitottuk elé az Ac-WGENCCHGTRDCAG-Dans (ArsWD)
szekvenciaju oligopeptidet, melyben az N-terminalis Trp,
illetve C-terminalis danzilcsoport 3, ill. 2 aminosav hosszusagu
»spacer’-en keresztlil kapcsolodik a két, terminusokhoz
kozelebb es6 ciszteinhez. Az aminosav kodok jelentése: W:
Trp, G: Gly, E: Glu; N: Asn, C: Cys, H: His, T: Thr, R: Arg, D:
Asp, A: Ala.

Eredményeink targyaldsa el6tt azonban érdemes kritikailag
attekinteni  néhany, az = ArsWD-nél  révidebb,
fluorofor-parral jelzett peptid fluoreszcencias viselkedését
bemutaté munkat, és az ezekben levont kovetkeztetéseket.

Gly

Cys s Asn Glu

8. Abra. Az AfArsR As(I11)-kétéhelyérl mintazott oligopeptid (ArsWD)
szekvenciaja, és a fémion-kotés hatasara remélt FRET effektus

3.1. Rovid lanci flurofér-parral jelzett oligopeptidek,
mint FRET elven miik6dé fémion szenzorok?

A szakirodalomban tobb kozlemény targyal olyan rovid
lancu oligopeptideket, melyekben a Trp (W) / Danzil (Dans)
fluorofor par vagy kozvetleniil a néhany aminosavbdl allo
fémion-koté fragmenshez kapcsolddik, vagy attdl egy-két
aminosavval tavolabb talalhato, pl. Dans-HPGHWG-NH,,>’
Dans-CPGCW-NH,.*° A szerzék kiilonbozé fémionok
hatasara jelentés fluoreszcencia intenzitas-novekedést
mutattak ki a danzilcsoportra jellemzé hullamhossz-
tartomanyban (=500-550 nm kozott) fiiggetlentil attol, hogy
a danzilcsoport vagy a triptofan abszorpcidés savjan
gerjesztették a rendszereket. Utobbi esetben az intenzitas
novekedését a szerzok a fémionok altal indukalt FRET
jelenségként azonositottak.

HN NH
SH Ny
NH
o) o)

9. Abra. Fémion-indukalt PET gatlas az egymashoz kézeli Trp/Dans
fluorofor part tartalmazo oligopeptidekben, és a CHEF/FRET effektusok
relativ hatasa

A molekulék azonban egyértelmiien tal kicsik ahhoz, hogy a
két fluorofér csoport a szabad peptidekben a Forster-
tavolsagon kiviil*!' legyen egymastol. Ez azt jelenti, hogy
fémionok tavollétében is létrejohet rezonancia energia
transzfer a Trp donor és a danzil akceptor kozott. Ezt a
szerzOk altal bemutatott, fémiont nem tartalmazo oldatokrol
felvett fluoreszcencia spektrumok is bizonyitjak: a Trp
egységet gerjesztve gyakorlatilag alig latszik a Trp emisszios
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savja 340 nm kornyékén, mig a danzilcsoport emisszioja
jelentds. A fémionok jelenlétében a két fluorofor
kozeledésébdl fakadd extra FRET hatas, ha nem is
elhanyagolhat6, de valdszinileg csekély. A szerzok
feltehetéleg a fémion megkotodés altal eldidézett PET
kikapcsolas (lasd Bevezet6) kovetkezményét, azaz CHEF
effektust figyelnek meg, melyhez jelentdsen hozzajarulhat a
danzilcsoport  abszorpcids  savjainak eltolodasa (a
danzilcsoport szamottevoen gerjeszthetd lehet a Trp
gerjesztésére hasznalt hullamhosszon is). Ezeket a
feltételezheté effektusokat szemlélteti a 9. Abra.

3.2. Az ArsWD Kélesonhatasa Zn*'-, Cd*- és
Hg**-ionokkal

A ligandum kolcsonhatasat a 12. elemcsoport fémionjaival
UV-pH titralasokkal és spektrofluorimetriaval
tanulmanyoztuk. A tiolatfémion  toltésatviteli savok
megjelenésének, illetve intenzitds-valtozasanak kovetését
megnehezitette, hogy a jelentds tagszami peptidnek,
elsésorban a triptofan és danzil egységek miatt, jelentds
elnyelése van =210 —250 nm kdzott. Ez limitalta a mintdkban
beallithatd koncentraciét, ugyanakkor kis koncentraciok
mellett kicsi a fémion-koordinacié okozta effektus is. Ez a
Zn>"-ionok esetében gyakorlatilag meggatolta, hogy a
komplexképzddéssel kapcsolatban 1ényegi informacidhoz
jussunk. A Cd**-ArsWD rendszerben a
fémion-koordinacioval parhuzamosan csapadék képzodott,
igy csak ligandum felesleg jelenlétében, pH ~ 8 felett
végeztiink méréseket, ilyen koriilmények kozott ugyanis a
csapadék feloldodott. A csapadék feloldodasa ligandum
felesleg mellett, valamint a bazikus pH-tartomanyban
tapasztalt szignifikans abszorbancia kiilonbség 245 nm
kornyékén a szabad ligandum elnyeléséhez képest
bisz-komplexek képzodésére utal. Ennek jelét a masik két
fémion esetében nem tapasztaltuk, ami nem meglepd a peptid
mérete, ¢és a jelentds szamu potencidlis donorcsoport jelenléte
miatt (3Cys,His,Asp,Glu). A CueR fehérje fémion-kotd
szakaszat modellezd peptidekhez hasonloan az ArsWD is mar
pH = 2 koriil megkoti a Hg?*-ionok teljes mennyiségét 1:1
fémion-ligandum ardny mellett. A Hg?-ArsWD 1:1
rendszerben  semleges pH  felett 240-290 nm
hulldimhossz-tartomanyban  jelentkez6  karakterisztikus
abszorbancia ndvekedés a Hg?" koordinacios szférajanak
atrendezOdésére utal. Mig savas koriilmények kozott két
Cys-tiolat koordindcidja valészintisithetd, pH 7 felett a
harmadik Cys is részt vehet a Hg?"-megkétésében.*>* Ilyen
jellegti pH-fiiggd {2S°} — {3S7} koordinacids mod valtozast
mas szerzOk is leirtak a Hg>'-ionokat és harom
cisztein-tartalmi oligopeptideket tartalmaz6 rendszerekben.**

Az elmondottak tiikrében rendkiviil meglepd, hogy a remélt
fluoreszcencia erdsitd hatast a fémionok jelenlétében —
egyetlen kivételtdl eltekintve — nem tapasztaltuk. A
Hg”*-ionok, annak ellenére, hogy semleges pH felett
képesek a hdrom ciszteinhez koordinalodni, enyhe kioltast
okoztak mind a Trp, mind a danzilcsoport
fluoreszcencidjara. A Hg?', Pb*" és egyéb nehézfém
elemeknél ez gyakran megfigyelt jelenség,*>*® noha az
ArsWD esetében bizni lehetett abban, hogy a fémion nem

keriil a fluorofor csoportok kozvetlen kornyezetébe. A
Cd**-ArsWD 0,5:1 6sszetételii mintakban egészen bazikus
koriilmények mellett 283 nm-en torténd gerjesztést
alkalmazva a danzilcsoport emisszidjanak latvanyos
novekedését figyeltik meg (10. Abra). Ilyen véltozis
Cd**-ionok tavollétében nem torténik. A megfigyelt
FRET-jellegti effektust minden valdszinliség szerint két
ligandum  egyiittes  koordinacidja  eredményezi a
Cd**-ionhoz, melynek révén a Trp és Danzil egységek a
FRET hatotavolsagan beliil keriilnek egymashoz. A két
ligandum egyiittes koordinacidjat igényld rendszereknek
azonban csekély gyakorlati alkalmazhatosaga lehet egy
immobilizalast igényl6 érzékeld fejlesztésénél.

5000 -
4000 -
3000 -
2000 -

1000 -

10. Abra. Fluoreszcencia spektrumok a Cd** — ArsWD 0,5:1 rendszerben
a pH fiiggvényében (o, = 283 nm, carswp = 1,3510° M)

Tapasztalataink ¢és az irodalmi adatok attekintése arra
utalnak, hogy tényleges FRET effektuson alapuld
oligopeptid receptorra épiilé fémion érzékeldt a fluorofor
egységek fémion-kotdhelytdl tavolabbi elhelyezésével
lehetne kialakitani, és a molekulatervezésnél érdemes
szamitogépes modellszamitasokra timaszkodni.

4. Az Ac-YCSSCY szekvenciaji szilard hordozon
rogzitett hexapeptid Cd**-kotésének vizsgalata®’

A CXXC szekvencia (ahol X barmilyen aminosavat jelol) a
metallotioneninek mellett fémion szallito-, raktarozo-, ill.
dajkafehérjékben egyarant eléfordul. Egyebek mellett a
Hg?"-koté MerP,*® a bakterialis vagy human ATP7A és
ATP7B fehérjék,* ill. a réz-chaperon bakterialis Atx1, vagy
az ezzel analég human Atox1 (HAH1)? is ezt a szekvencidt
alkalmazza ,,szoft” karakteri fémionok megkdtésére. A
természetes szekvenciak alapjan tervezte meg csoportunk
azt a hexapeptid molekulat, melyben a CXXC fragmens
kozépsé két aminosavjanak helyére a vegyiilet hidrofil
karakterét ndoveld S (Ser) egységek, mig a terminalis
poziciokba Y (Tyr) aminosavak keriiltek. A tirozin
aminosavak, noha nem a legjobb természetes fluoroforok, a
vegyiilet oldhatésaganak biztositdsa szempontjabol jo
valasztasnak tiintek. Erdemes azt is leszogezni, hogy a
hexapeptid (YY) eldallitasaval nem egy  kivalod
fémion-szelektivitdsu receptor molekula kialakitasa volt a
cél, sokkal inkdbb a szilard hordozokon torténd rogzités
lehetdségét, illetve az immobilizalt vegylilet viselkedését
terveztik feltarni a rendkiviil egyszeri ligandum
segitségével.
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4.1. A hidrofil karakterii gyantan rogzitett YY peptid
(YY-NTG) Cd**-kot6 képessége

Az eldzetes reményekkel ellentétben a vegyiilet vizoldhatosaga
nem volt elegendden nagy ahhoz, hogy részletes oldatfazisu
vizsgalatokat végezziink, és ilyen modon is karakterizaljuk a
ligandum  fémion-affinitasat.  Fluoreszcencids — mérések
elvégzéséhez megfelel koncentraciot ugyanakkor el tudtunk
érni, s ezzel a kisérlettel igazolni tudtuk, hogy a fémion-kotés
fluoreszcenciasan kdvethetd, koncentracio aranyos kioltast
eredményez (11. Abra).

Az YY hexapeptidet egy jo duzzadasi karakterti hidrofil
gyantara (Novasyn TG amino resin) felépitettiik, majd
tanulmanyoztuk az ¢érintkeztetési id6, az 6sszeallitott mintak
kiindulasi pH-ja és a Cd?'-koncentracié hatdsat a
fémion-kotési sajatsagokra. Eredményeink alapjan 30 perc
minden esetben elegendd volt a kotd-helyek telitéséhez és
ezt kovetéen mar nem csokkent a mintdk ICP-MS
modszerrel visszamért Cd**-koncentracioja. Az sszeallitott
mintak pH-janak névelése pH ~ 4-5-ig novelte a megkdtott
Cd**-ion mennyiségét. A nagyobb pH-értékeknél torténd
mérésekhez puffer oldatok alkalmazasara volt sziikség,
ugyanis a kdlcsonhatas okozta proton-disszociacié miatt a
magasabb kezdeti pH-ra bedllitott mintdk a kisérlet ideje
alatt jelent6sen (pH~4,5-ig) visszasavanyodtak. A gyanta
elméleti kapacitasdhoz képest 1,5-szoros feleslegben
Cd**-iont tartalmazé, HEPES segitségével pH = 7,0-re
pufferelt mintabol az YY-NTG 0,243 mg/10,0 mg (gyanta)
kapacitassal tavolitotta el a fémionokat. Ez gyakorlatilag
megegyezik a peptiddel modositott gyanta elméleti
Cd*"-kotd képességével, ha ligandumonként 1 ekvivalens
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11. Abra. Az YY ligandum fluoreszcencia spektruma 1 ekv. Cd**-ion
jelen- (folytonos vonal) és tivollétében (szaggatott vonal) (zx = 278 nm,
pH=7,0, cyy = 1,010° M). A bels6 abra a 308 nm-en mért fluoreszcencia
intenzitasanak csokkenést mutatja a Cd*” : YY arény fliggvényében.”’

A modositott gyanta kimért mennyiségét savas oldatban
Cd**-ionok tavol- és jelenlétében folyamatos kevertetés
mellett NaOH mérdoldattal is megtitraltuk. A homogén
oldatokhoz viszonyitva lassabban lejatszodd folyamatok
miatt hosszabb varakozasi idokkel dolgoztunk. Figyelembe
véve egy ilyen mérés extrém korilményeit, a

szilard-folyadék hatarfeliileten lejatszodo folyamatokat, az
ionerdsség bedllitdsdnak problémajat és az egyéb technikai
nehézségeket, a titralasokkal nyert adatok jo becslésként
kezelend6k. Meg kell ugyanakkor emliteni, hogy sem a
titrlasi gorbék jellege, sem a kiértékelésiikkel nyert
képzOdési allandok*” nem utaltak a ligandumok kozeli
elhelyezkedésébol esetlegesen adddo polielektrolit-hatasra.
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12. Abra. Az YY megoszlasa a kiilsnbozé Cd*-iont kotd formak kozott a
pH fiiggvényében, a fémion-kotd vizsgalatoknal alkalmazott
koncentracio-aranyra szamolva: Cd* 1YY =0,66: 1, o+ = 1,4410 M.
(L a teljesen deprotonalt ligandumot, mig H a protont jel5li.) ¥/

A titrdldsok révén meghatdrozott protonalodasi és
komplexképzddési allandok jo 0Osszhangban vannak a
Cd*"-megkotddés vizsgalatok eredményeivel. A legtdbb
kisérletnél hasznalt Cd*": YY-NTG 0,66: 1 aranyra, illetve az
ilyen = 0Osszetételi mintdk koncentracidira  szimulalt
eloszlasgorbe (12. Abra) jol szemlélteti, hogy a
komplexképzddési folyamatok mar pH 3 felett megindulnak,
és pH ~ 6-ra az YY ligandum kinalta kotohelyek 1 ekv.
Cd?*-ion koordinalodasaval telitédnek. Fontos megjegyezni,
hogy ez a telités mar a 1:1 Cd*":YY-NTG aranyndl is
megtorténik.

A stabilitasi adatok alapjan az YY-NTG Cd?*-kotésének
erdsségét pH = 7,0-nél jellemzd latszolagos stabilitasi
alland6 is szamolhato. Ennek értéke 1gK” = 10,1, amely
kiemelkedé fémion-affinitast jelez. Ezt szemlélteti a 2.
Tablazatban feltiintetett néhany, két cisztein tartalma
oligopeptid Cd**-komplexére vonatkozé dllandoval vald
Osszevetés. A latvanyos stabilitasbeli kiilonbség a vegyiilet
rogzitésének  hatdsa, ami a peptidek Cd**-ionok
megkotddését eldsegitd orientaciojat indukalhatja.

2. TAblazat. Két ciszteint tartalmazoé oligopeptidek Cd**-k6t6 képességét

jellemzo latszolagos stabilitasi allandok (pH = 7,0, 7= 298 K). Az adatok
vizes oldatbeli mérésekre vonatkoznak, ellentétben az YY-NTG-vel.

Ligandum Ig K* (pH=17,0) Referencia
Ac-GCASCDNARAAKK-NH, 7,96 51
Ac-CPCP-NH, 8,39 52
Ac-MTCSGCSRPG-NH, 8,30 53
¢(GMTCSGCSRP) 9,20 53
YY-NTG 10,10 47
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4.2. Az iiveg és kvarc hordozokon rogzitett
hexapeptid fémion-koté képessége

Egy hazilag épitett reaktorban téglalap alaku kétoldalas tiveg
és kvarc lapokra is felépitettiik az YY peptidet (13. Abra). A
kvarc lapokon a szilanizalast kdovetd peptidszintézis 100
%-0s sikerességét feltételezve, a szilanolcsoportok
becstilhetd feliileti boritottsdga alapjan a lapok elméleti
Cd**-kot6 kapacitasa ~ 0,351 ug Cd**/lapka.

NH—YY

NH—YY NH—YY
NH—YY? NH—YY§
. i
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13. Abra. Az iiveg vagy kvarc lapon immobilizalt hexapeptid feliilethez
valé kapcsolddasi modjanak sematikus dbrazolasa

sy

Cd**-ion tartalmt oldatba helyeztiik, melyek pH-jat HEPES
pufferrel pH = 7,0-re allitottuk. Az igy elkészitett mintakbol
szdmolhat6 Cd**-kotd kapacitas 0,225 pg-nak adodott, ami
az elméleti érték 64,1 %-a. Ez igazolja a szintézis
folyamatanak sikerességét, és egyuttal a hexapeptid, mint
receptor molekula megfelelé mikodését is.

5. Osszefoglalas

Kutatasaink olyan, metalloproteinek fémkotdhelyei altal
inspiralt, oligopeptidek kifejlesztését célozzak, melyek
hatékony és szelektiv fémion-koto képessége kihasznalhato
fémion-érzékelésre alkalmas rendszerek fejlesztéséhez. A
CueR réz-efflux szabalyzo fehérjék fémkotd doménjét
modellezd oligopeptidek vizsgalataval a fehérje miikodési
mechanizmusdban is potencidlisan szerepet jatszo
kiilonbséget tartunk fel az egyértékii Ag*-ion, illetve a
kétértékii Zn?*-, Cd**- és Hg?*-ionok koordinaciés moédja
kozott. Reményeink szerint az eredményeket egyarant
hasznositani tudjuk fémion-receptor molekulak
tervezésénél, illetve a CueR miikddési mechanizmusan
alapuld sejtes fémion-jelzérendszer fejlesztésénél. Az
AfArsR félfém-kotdhelyén alapuld, terminalis poziciokban
Trp és danzilcsoportokkal jelzett oligopeptid vizsgalataval
nyert tapasztalatok arra mutatnak, hogy egy jol miikodd
FRET szenzorhoz a fluorofor csoportok fémion-kotohelytdl
tavol(abb)i pozicionalasa sziikséges. A vizes oldatbeli
vizsgéalatok mellett egy CXXC motivumot tartalmazo
hexapeptidet tobbféle szilard hordozon rogzitve is
elééllitottunk. Az immobilizalt ligandum kivalé Cd>*-kotd
képességet mutatott mind gyanta hordozon, mind kvarc és
iveg matrixokon. Ezzel igazoltuk a szintézisiink
sikerességét, ill. annak alkalmazhatosagat tovabbi,
hatékonyabb és szelektivebb fémion-megkdtésre alkalmas
molekuldkra.

6. Kisérleti rész
6.1. Eléallitott vegyiiletek

A tanulmanyozott, terminalis poziciokban védett (acetil és
savamid) oligopeptideket az Fmoc stratégian alapuld
szilardfazisu szintézissel’* éllitottuk el Rink Amide AM
gyantat  alkalmazva. Az  C-terminalis  helyzetben
danzilcsoportot tartalmazo peptid eldallitasa Dansyl
NovaTag hordozon tortént. A gyanta matrixokon rogzitett
ligandumok szintéziséhez kiemelkedd sav-stabilitasu,
kiilénboz6 duzzadasi képességii hordozokat
(benzhydrylamine resin - BHA-resinHCI ill. Novasyn TG
amino resin) hasznaltunk. A szintézis befejezésével az
N-terminalis aminocsoportokat —acetil-véddcsoportokkal
lattuk el, az oldalldnci véddcsoportokat pedig 92% v/v
trifluorecetsav (TFA) tartalmu eleggyel hasitottuk. Az {iveg,
ill. kvarc hordozon torténd peptidszintézishez az anyagok
feliiletét egy oxidalo, erésen savas oldattal tisztitottuk (cc.
H,S0, és 30% v/v H,0, 3:1 aranyu keveréke), majd szaritast
kdvetéen 10% v/v (3-aminopropil)trietoxiszilan-t (APTES)
tartalmazo vizes oldattal szilanizaltuk. Az APTES szabad
aminocsoportjara modositott Fmoc-mddszerrel®® épitettiik
fel az oligopeptid lancokat. A szilard hordozordl lehasitott
peptideket Shimadzu LC-20 tipust HPLC késziiléken egy
SUPELCO Discovery BIO Wide Pore C18 (25%x10 mm, 5 m)
félpreparativ  kolonna alkalmazasaval tisztitottuk. A
vegyiiletek eldallitasanak részletei megtalalhatok az idézett
hivatkozasokban.3247

6.2. Kisérleti modszerek

pH-potenciometria:** 3247 A ligandumok protonalddasi és
komplexképzddési folyamatait  vizes oldatokban
pH-potenciometrias titralasokkal kovettik (/ = 0,1 M
NaClO,4, T=298,0+ 0.1 K). A gyantan rogzitett oligopeptid
vizsgalatakor ~ 0,03 g tomegli peptiddel-dekoralt
gyantaszemcsét is kevertettiink a megtitralt mintakban. A
titralasokat szamitogép altal vezérelt, Dosimat 665
(Metrohm) automata biirettabol, Orion 710A digitalis
pH-mérébdl és Metrohm Micro pH iivegelektrodbol
felépitett automata titrald rendszerrel végeztik. A
protonalddasi és komplexképzddési egyensulyokat az alabbi
altalanos folyamattal, és az arra vonatkozd képzddési
allanddval jellemeztik:

pM +qH +1L =M HL, (1)
5 M HL,
Metabe T M HII LY )

Az egyenletekben M a fémiont, H a protonokat, mig L a
ligandumot jeloli.

UV-Vis és CD-spektroszkopia:>* 32 Az UV-Vis méréseket
Shimadzu UV-3600 UV-VIS-NIR vagy Thermo Evolution
220 spektrofotométercken végeztiik 1,0 cm thosszu, teflon
dugoval ellatott cellakban. A szinkrotron radiacios CD
(SRCD) spektrumokat az Aarhusi Egyetemen, Danidban, az
»SRCD facility at the CD1 beamline on the storage ring
ASTRID at the Institute for Storage Ring Facilities (ISA)
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komplexumban vettiik fel 0,1 mm uathossza kvarc cellakat
(SUPRASIL, Hellma GmbH, Germany) alkalmazva,
175-260 nm hullamhossz-tartomanyban.

Spektrofluorimetria:*’ A fluorimetrias  vizsgalatokat

Hitachi-F4500 spektrofluoriméteren végeztiik 1,0 cm x 1,0
cm méretli, Teflon dugoval ellatott kvarc cellat alkalmazva.
Az emisszios spektrumokat az adott fluorofér(par)nak
megfeleld6  hullimhossz-tartomanyban ¢és  gerjesztési
hullamhosszak alkalmazasaval vettiik fel (tirozin: gx = 278
nm, gy = 285-400 nm; triptofan: gx = 283 nm, gy =
295-700), rendszerint 5 nm és 10 nm slit-eket alkalmazva a
gerjeszto, illetve emittalt fénysugarra. A spektrumokat az
Onabszorpcid ¢€s a belso filter hatasok figyelembevételével
korrigaltuk.*!

IH-NMR  spektroszképia:29-32 A 1H-NMR méréseket
500,132 MHz-es Bruker Avance DRX 500 spektrométeren
végeztik. A spektrumokat 7 = 298 K hdmérsékleten,
rendszerint H,O:D,0 90:10% v/v olddszerben vagy tiszta
D,0-ban vettiik fel a zgpr vagy zgcppr pulzus szekvenciat
alkalmazva a H,O/HDO rezonancidk preszaturacidja
céljabol. A D,O-ban végzett méréseknél a pH* értékek (a
deutérium-effektussal nem korrigalt pH-méter leolvasas)
beallitasat NaOD adagoléasaval végeztiik.

ICP-MS:*7 A szilard hordozékon immobilizalt peptidek
fémion-megkdtd képességének vizsgalatdhoz a mintak
7700x ICP-MS késziilékkel végeztik. A tobbpontos
kalibracios gorbék felvételéhez kereskedelmi forgalomban
kaphat6é standard oldatokat (Inorganic Ventures) ¢és
nyomelem analitikai tisztasaga ioncserélt vizet (Millipore
Elix Advantage 5 + Synergy) alkalmaztunk. Az adatok
értékeléséhez a '''Cd tomegesucsat hasznaltuk.

A kiilonboz6 rendszerek vizsgalatakor alkalmazott kisérleti
koriilményeket, muszerbeallitasokat és egyéb technikai
részleteket a modszerek neve mellett megjeldlt hivatkozasok
tartalmazzak.
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Oligopeptide probes for toxic metal ion sensing, inspired by the metal binding domains of metalloproteins

Toxic metal ions appear in the environment from natural and
anthropogenic sources. The detection and removal of these ions
is essential due to their potential adverse effects to every life
form. Besides the well-known and broadly applied, robust
analytical techniques used for the analysis of metal ions from
environmental and biological fluids, an increasing attention is
devoted to the development of novel, alternative detection
techniques based on the use of chemical/biochemical sensors. A
particularly interesting sub-category of chemical sensors utilize
bioinspired molecules or systems as receptors that naturally
possess the properties being essential for a sensory element:
sensitivity and selectivity. Oligopeptides, proteins or even
simple cells may be efficient receptors of (bio)chemical sensors,
based on a response that is induced by their selective reactions
with metal ions. Sensors based on synthetic oligopeptides are
generally more expensive than full-cell based biosensors,
however, the former ones could be developed and fine-tuned to
bear outstanding sensitivity and selectivity. Besides, their
applicability is much less limited in terms of the required
conditions for an optimal operation, as compared to protein- or
cell-based sensors. In recent years, our research group has been
working on the synthesis and investigation of numerous
cysteine containing oligopeptides that had been inspired by the
metal binding domains of various metalloproteins (regulators,
transporters, chaperons). Gaining a benefit from the large
affinity of these sequences for soft metal ions, the modification
of the ligands may lead to compounds that can be successfully
used in the efficient and selective sensing of toxic metal ions.
Introducing  well-designed modifications (i.e. attaching
fluorophore units into proper positions), these molecules may be
capable for providing a metal-ion mediated response and at the
same time their immobilization to solid matrices may also be
possible. This publication provides a brief summary of our
efforts and achievements within this field.

We have synthesized several, terminally protected, 12-mer
oligopeptides possessing two cysteine residues close to their C-
and N-terminus. The amino acid sequences of these ligands are
either identical to the metal binding domain of the bacterial
metalloregulatory protein CueR?’ (from E. coli or V. cholerae)
or their slightly modified variants with amino acid substitutions
at one or two positions. The transcriptional activator CueR
displays an outstanding functional selectivity for the group
eleven monovalent ions while it does not respond to Zn** or
Hg*".*® It was shown that the coordination of the two cysteines
from the metal binding loop of CueR, together with other
interactions (H-bonding or electrostatic), restrict the bound
monovalent metal ions into a linear coordination geometry.*®

The major result of our studies on the various metal ion —
oligopeptide systems is a finding that the model ligands possess
fundamentally distinct binding features for the monovalent ion
Ag" and the divalent ions Zn*", Cd*" and Hg”".**** The binding
of Ag" to the ligands under acidic conditions (even at pH = 2)
was proved by UV-, CD- and 'H-NMR experiments, as well as
pH-potentiometric titrations (Figure 6).>' Spectroscopic data
suggest the coordination of at least one of the Cys-sidechain
donors as a thiolate to Ag” in the Ag" — PP 1:1 system (PP = Ac-
SCPGDQGSDCPI-NH,). However, a deprotonation process in
the pH-range of pH ~ 5.5 — 8 can be clearly observed both on the
pH- and UV-titration curves (Figure 6.) that can be attributed to

the proton release of the second thiol group of the ligand. This
pH-dependent change in the coordination environment of Ag’,
shown also by the recorded 'H-NMR spectra (Figure 7),
represents a remarkable difference as compared to divalent
metal ion — ligand systems where both cysteines are bound to the
metal ions as thiolates at or below pH ~ 6. The Ag'-promoted
thiol-deprotonation (pK, ~ 6.5), vide supra, is accompanied by a
modest change in the recorded absorbances, especially if
compared to the absorbance increase induced by the addition of
Ag" to the peptide under acidic conditions (Figure 6.). This may
lead to an assumption that below pH ~ 6 the second cysteine
sidechain group is also bound to Ag” in its protonated form (as a
thiol), besides the coordinated thiolate moiety. Indeed, a
{Cys-S",Cys-SH} type coordination environment around the
monovalent metal ions is also possible in the metal binding site
of CueR.’' These results are an important step towards the
deeper understanding of the mechanism of operation of the
protein. At the same time, our findings also provide an
opportunity for utilizing the complex recognition mechanism of
the protein in the development of genetically modified bacteria
that produce a fluorescence signal as a response to a specific
metal ion and thus behave as a metal-responsive biosensor.
There is an ongoing research in our group in this direction.
Another experience of these studies is that more rigid structures,
as compared to the flexible CueR model peptides, are needed for
the efficient tuning of metal ion selectivity. Nevertheless, a loop
structure formed by Hg®” when binding to the ligands might be
utilized in the development of FRET-based metal ion sensing
molecules.

We have also studied an oligopeptide, comprising the
arsenic-binding C-terminal flexible loop of the ArsR-family
metalloid regulator protein AfArsR, encompassing three Cys
residues for the binding of the regulated metalloids. We have
introduced a Trp and a danysl unit as a fluorophore pair into the
two termini of the ligand in order to initiate a FRET-response
via metal ion chelation. (The sequence of the investigated
ligand, ArsWD, is: Ac-WGENCCHGTRDCAG-Dans.)
However, FRET-effect was observed only with Cd** and only in
the presence of ligand excess at high pH (pH > 9). This is likely
to be the result of bis-complex formation bringing the two
fluorophores into close proximity. However, systems that
require the simultaneous binding of two receptors to the metal
ion have little, if any, applicability in sensory elements with
immobilized receptors. Based on literature data and our own
results, we believe that in order to obtain a real FRET-based
metal ion sensing oligopeptide receptor one should position the
fluorophore units in a larger (optimal) distance relative to the
metal ion binding centre. Computational model calculations
should assist the rational design of such molecules.

Besides aqueous studies we have also synthesized, on various
solid supports, a hexapeptide ligand (YY: Ac-YCSSCY),
encompassing the well-known CXXC-motif found in a number
of metalloproteins. The two tyrosine residues were used as
natural fluorophore units with less hydrophobic character as
compared to tryptophane while the two serine units were
introduced to provide reasonable water solubility for the ligand.
In spite of this the solubility of the hexapeptide was not enough
for detailed studies and for the characterization of the
metal-binding affinity of the compound in aqueous solution.
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Nevertheless, we could perform a series of fluorescent
measurements where the concentration ratio of Cd*" and the
peptide was systematically varied. These experiments revealed
that the coordination of Cd*"-ions by the ligand could be
monitored by this technique and that Cd**-binding resulted in a
concentration-dependent  quenching of the  tyrosine
fluorescence (Figure 11). It is important to note that the YY
hexapeptide was meant to be a simple fluorescent probe
allowing us to investigate the possibilities of immobilization on
various solid matrices and to study the metal binding features of
a cysteine containing peptide in its immobilized form. Besides
the Cd*"-capturing experiments where metal ion binding by the
immobilized peptide was monitored ICP-MS we also performed

pH-potentiometric titrations with a resin-bound form of YY in
the absence and presence of Cd**-ions. The species distribution
diagram, calculated from the formation constants of the various
Cd*"-coordinated adducts of YY, correlate well with the results
of metal ion capturing experiments. These results demonstrate
that Cd*'-binding occurs already from pH ~ 3 and that the
immobilized metal binding sites are filled by one equivalent of
Cd* ion per ligand (Figure 12). In summary, the immobilized
peptide showed an excellent Cd**-binding property either when
attached to a resin or to glass or quartz matrices. This finding
verified the success of our synthetic approach and, at the same
time, it also showed the feasibility of the procedure in the
immobilization of more efficient metal-receptor candidates.
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