TUDOMANYOS KOZLEMENY

Nikkeliont tartalmazoé szuperoxid
dizmutaz (SOD) enzimmodellek
SOD aktivitasanak vizsgalata

Bonczidai-Kelemen Dérat-%3"® | Fabian Istvan'*®  Borsos Attila3, Lihi Norbert!*

'Debreceni Egyetem, Természettudomdnyi és Technologiai Kar, Kémiai Intézet, Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék,
Debrecen, Magyarorszag
2Debreceni Egyetem, Doktori Tandcsok és Iskolik, Kémia Doktori Iskola, Debrecen, Magyarorszig
SPremed Pharma Kft., Budadrs, Magyarorszdg
*HUN-REN-DE Osszetett Homogén és Heterogén Fazist Kémiai Reakciok Mechanizmusa Kutatécsoport,
Debreceni Egyetem, Debrecen, Magyarorszag

"Levelezd szerzd, e-mail: kelemen.dora@science.unideb.hu

Beérkezett: 2025. augusztus 12.; elfogadva: 2026. januar 13.

Osszefoglalas

L2

A NiSOD (nikkel szuperoxid dizmutiz) enzim a legkésébb izolalt SOD enzim, amely a szuperoxid gyokanion bom-
ldsdt katalizalja nagy hatékonysdggal, ugyanakkor a dizmutdldsi reakcié mechanizmusa még nem tisztizott. Ennek
érdekében kutatémunkdnk soran a NiSOD enzim szimos modellvegyiiletét vizsgaltuk. A peptidek nikkelkomplexeit
kiilonb6z6 termodinamikai és szerkezetvizsgilati médszereknek vetettiik ald. Tanulmanyunk ezen komplexek SOD
aktivitdsdnak vizsgalatara iranyul a McCord—Fridovich-médszer és stopped-flow technika segitségével. Megéllapitot-
tuk, hogy a dizmutalasi ciklusban megjelend Ni(IIT) komplex kialakulasinak feltétele két tioldt-csoport egyiittes je-
lenléte, illetve, hogy a kis tagszama modellek esetében a Ni(IIT) komplex intramolekuldris redoxidegradaci6ja a SOD
aktivitds elvesztését vonja magaval.
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Summary

Superoxide dismutase (SOD) enzymes catalyze the disproportionation reaction of the superoxide radical anion to
hydrogen peroxide and molecular oxygen. The nickel-containing SOD (NiSOD) was isolated ca. 20 years ago, and
its structure and coordination mode significantly differ from those of other SOD enzymes. Previous studies have
shown that the first six amino acid residues (HCDLPC) of the N-terminal region are essential in metal binding, and
its nickel complex exhibits the same coordination mode that is characteristic for the NiSOD enzyme. However, the
mechanism of the dismutation remains uncovered. Therefore, we investigated the native NiSOD enzyme fragment
(HCDLPCGVY, wtNiSOD) and its mutants. The peptides and their nickel complexes were studied by thermody-
namic and several spectroscopic methods (pH-potentiometry, UV-Visible, CD, and EPR spectroscopy) and their
SOD activities were assessed by the xanthine /xanthine-oxidase /NBT assay (McCord-Fridovich assay) and by dedic-
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ated stopped-flow measurements. While the McCord-Fridovich method is widely used, it provides only semi-quant-
itative description of the SOD activity and does not provide information on the reaction mechanism. For this reason,
we also examined the reaction between the Ni(II) complexes and the superoxide radical anion using stopped-flow
techniques.

In this study, we report the SOD activity measurements of six compounds modeling the NiSOD enzyme. By mod-
ifying the wtNiSOD peptide chain, we obtained the following mutants: SODHH (HHDLPCGVY), SODHC
(HCDLPHGVY), wtPen (HPenDLPCGVY), wtCC (CCDLPCGVY), and DIM (HCDLPCGVY-K-YVGCPLDCH),
which is capable of binding two metal ions. Our results shown that the formation of the catalytically relevant Ni(III)
complex requires the simultaneous existence of two cysteine residues. In accordance with this, the SODHH and
SODHC mutants showed significantly lower SOD activity. The kinetic parameters obtained from the fitting of the
kinetic traces indicated the appearance of a catalytically inactive component (Ni*). In the case of wtNiSOD, the
complete conversion of the nickel complex to the Ni* form occurred within 50 ms, whereas for the wtPen, wtCC,
and DIM mutants this transformation occurred in less than 20 ms. In NiSOD enzymes, intramolecular redox degra-
dation does not need to be considered, so we assume that this process may be hindered due to secondary interactions

originating from the structure of the enzyme.

Keywords: NiSOD, superoxide anion radical, xanthine /xanthine-oxidase /NBT, stopped-flow

Bevezetés

A szuperoxid dizmutiz (SOD) enzimek a szuperoxid
gyokanion (O,") lebontasaért felel6s enzimesalad, amely
reakcioban az O,* molekuldris oxigénre és hidrogén-
peroxidra bomlik (McCord-Fridovich 1969). A hidro-
gén-peroxid ezutin kiilonb6z§ utvonalakon tovabb
bomlik a katalaz vagy a glutation-peroxidiz altal katali-
zalt Gtvonalakon (Abreu—Cabelli 2010). A SOD enzimek
hianyaban névekszik az O,*~ koncentricidja, ami oxida-
tiv stressz kialakuldsahoz vezethet. Ezt az allapotot szd-
mos koéros elviltozdssal hoztik Osszefiiggésbe, mint a
DNS-karosodas (Valko et al. 2004), sziv- és érrendszeri
megbetegedések (Bahorun et al. 2006), neuroldgiai be-
tegségek (Christen 2000) és rikos megbetegedések
(Moloney—Cotter 2018).

A SOD enzimeket szerkezetiiket tekintve hiarom cso-
portra oszthatjuk. A koribban felfedezett réz-/cink-, il-
letve mangan- és/vagy vastartalmt SOD enzimek részle-
tes vizsgalata megtalalhaté a szakirodalomban (Miller
2004). A legkésGbb izoldlt SOD enzimek nikkelionokat
tartalmaznak az aktiv centrumukban, és szerkezetiiket
tekintve jelentsen eltérnek az eddig izoldlt enzimektdl
(Youn et al. 1996). A Fe/Mn- és Cu/ZnSOD-okban a
fémionok megkotésében nitrogén és oxigén donorato-
mok vesznek részt, mig a NiSOD-ban nitrogén és a cisz-
teinek kén donoratomjai (Bryngelson—Maroney 2007).
A NiSOD enzimet a sodN gén expresszalja; alacsonyabb
rendd él6lényekben, példaul tengeri cianobaktériumok-
ban és kiilonb6z6 antibiotikumokat termelS Streptomyces
fajokban fordul el6 (Bryngelson et al. 2004).

A NiSOD enzim rontgenkrisztallografias vizsgalata ki-
mutatta, hogy egy homohexamer, amely minden alegy-
ségben tartalmaz katalitikusan aktiv nikkeliont (Chond-
bhury et al. 1999). A témionok a peptidek N-termindlis
régidjaban helyezkednek el. A NiSOD enzim vizes olda-
taban fiziol6gids pH-tartomanyban a nikkelionok +2-es
és +3-as oxiddcids dllapotai egy id6ében vannak jelen. Az
enzim redukalt formajaban a Ni(II)-ionokat az N-termi-

nalis aminocsoport nitrogénje, az els6 amid nitrogén,
valamint a misodik és hatodik helyen 1év6 ciszteinek tio-
lat-csoportjai koordindljik. Ezaltal egy (5,5)-tagt csatolt
keldtrendszer alakul ki, amelyet a hatodik helyen 1év§
cisztein tiolat-csoportjaval kialakulé makrokelat egészit
ki. A fémion siknégyzetes geometridji. Az enzim oxidalt
allapotiban a Ni(III)-ionhoz ezeken feliil az elsé helyen
1év§ hisztidin imidazol nitrogénje is koordinalédik axid-
lis pozicidban, igy négyzetes piramisos geometria alakul
ki. A dizmutaldsi ciklusban a Ni(II)- és Ni(III)-ionok
egymadsba alakuldsa jatszédik le egy protoncsatolt elekt-
rontranszfer mechanizmuson keresztiil, amely sordn két
ekvivalens szuperoxid gyokanion alakul at egy ekvivalens
oxigén ¢és egy ekvivalens hidrogén-peroxid molekulava.
Ezeknek a reakciéknak a sebessége megkozeliti a diftazi-
okontroll hatirat. Korabbi tanulmanyokban kimutattak,
hogy a peptid N-terminalis régiojanak elsé hat aminosa-
va (HCDLPC) alkotja azt a minimdlis peptidszekvenciit,
amely modellezi a NiSOD enzimek koordindcidés modjit
¢s katalitikus tulajdonsagait (Shearer—Long 20006).

A NiSOD enzimet szokatlan szerkezete és tulajdon-
sdgai miatt részletes vizsgalatoknak vetették ald annak
érdekében, hogy felderitsék a szuperoxid gyokanionnal
lejatsz6do reakcidjanak mechanizmusit. A vizsgilatok
kozott szerepel az UV-lithaté (Kim et al. 1996), az
elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszképia (Youn et
al. 1996), a magneses cirkularis dikroizmus és a Raman
spektroszkopia (Fiedler et al. 2005). Ezek a modszerek
elésegitették, hogy felderitsék a szuperoxid gydkanion
NiSOD enzimek altal katalizalt dizmutdldsi reakciéjat,
azonban egyértelmi kovetkeztetéseket eddig nem sike-
rilt levonni.

Az egyes komplexek, enzimek szuperoxid gytkanion-
nal val6 reakcidjanak vizsgalatit SOD aktivitas mérésnek
nevezziik. Az adatok kiértékelése soran reakcidsebességi
allandokat hatarozhatunk meg, amelyek segitségével a
kiilonb6z6 komplexeknek azt a tulajdonsagat hasonlit-
hatjuk 6ssze, hogy milyen mértékben képesek gyorsitani
a szuperoxid gyokanion bomldsat. Az egyik lehetséges
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modszer sordn impulzus-radiolizissel kvantitativan dllitjak
el6 az O, -t, amelynek tovabbi atalakulasa 260 nm-en,
az O, abszorpciés maximuman detektalhaté UV-latha-
t6 spektroszkopia segitségével. Ezzel a médszerrel koz-
vetlen moédon hatarozhaté meg a dizmutdldsi reakcié
sebességi egyiitthatdja, és gyors idéskilan milliszekun-
dumtdl szekundumig terjedS tartomanyban kovethetd a
reakcid (Schwarz 1981). Bar ezt a mddszert az els6k ko-
z6tt haszniltdk SOD aktivitds mérésére, hozzaftérése limi-
talt.

Tovabbi, a szakirodalomban széles korben alkalmazott
SOD aktivitds mérési médszer a McCord-Fridovich-féle
modszer, amelynek sordn a xantinbél higysav és az ol-
dott oxigénbdl O, képzadik. Ezt a folyamot a xantin-
oxidaz enzim katalizalja. A SOD aktivitds mérése sorin
egy indikdtormolekulat, nitrokék-tetrazonium-kloridot
(NBT) alkalmaznak, amely az O,*"-nal val6 reakciéjaban
diformazinnd alakul. A reakcié spektrofotometridsan,
560 nm-en detektilhatd (Beyer—Fridovich 1987). A SOD
aktivitds mérése sordn a kiindulasi reakcidelegy a xantint,
a xantin-oxiddzt, valamint az NBT-t tartalmazza. Az
O, és az NBT kozotti reakcid a vizsgilt koriilmények
kozott ekkor nulladrendd kinetikit mutat. Egy adott
id6pillanatban az elegyhez keverjik a vizsgalni kivant
komplexet tartalmazé oldatot. Ekkor kompeticié alakul
ki a szuperoxid gyokanion irint, mivel az NBT és a
komplex is reakcidba lép vele. Ez torést okoz az eddig
linearis kinetikai gorbén, és kisebb meredekségii egye-
nessel irja le a valtozast, mivel az NBT lassabban alakul at
diformazidnna. A két kinetikai gorbe meredeksége alap-
jan adott komplexkoncentricionidl meghatirozhat6 az
inhibicié mértéke. Kiilonb6zé komplexkoncentraciok
esetében vizsgilva az inhibicié mértékét, egy telitési jel-
legti gorbe irhato le, amelyrdl leolvashat6 az 50 szazalé-
kos inhibiciéhoz (IC;,) tartozé komplexkoncentrici6.
Az IC;, érték alapjan 6sszehasonlithaté az egyes komp-
lexek SOD aktivitasa: minél kisebb ez az érték, annal ha-
tékonyabban katalizdlja a szuperoxid gyokanion bomla-
sat. Ez a médszer elterjedtebb, mint az impulzus-radio-
lizis, és joval olcsébban megvaldsithatd, azonban ennek
is vannak hdtrinyai. A modszer csak szemikvantitativ
mérést tesz lehetévé, a reakcié mechanizmusarél nem
kapunk informaciét, és nem kozvetleniil az O, kon-
centriciéjat detektaljuk, illetve a xantin-oxiddz viltozo
enzimaktivitisa neheziti a teszt reprodukalhatésigat.

A fentebb ismertetett SOD aktivitds mérések korlatai
miatt kutatécsoportunkban kifejlesztettiink egy 4j, szek-
vencidlis stopped-flow technikin alapulé mérési mod-
szert. A szuperoxid gyokanion modellezésére kilium-
szuperoxidot (KO,) hasznalunk, amely dimetil-szulf-
oxidban (DMSO) j6l oldédik, és kereskedelmi forgalom-
bol, nagy tisztasiggal beszerezhet6. A DMSO és KO,
elegyéhez 18-koronaétert adunk a nagyobb O, -kon-
centricié elérése érdekében. A kalium-szuperoxid vizzel
hevesen reagil. Az altalunk vizsgalni kivant komplexek
azonban vizes oldatok, ezért a méréseket viz és DMSO
1:1 térfogatariny(t oldészerelegyben végezzik el.

NiSOD enzimmodellek vizsgalata

A SOD aktivitds meghatirozasa f6ként fiziol6gids pH-
tartomdnyban relevans. Ennek biztositdsira 4-(2-hid-
roxi-etil)-piperazin-1-etanszulfonsav (HEPES) puftert
alkalmazunk. A viz és a DMSO elegyedése nem pillanat-
szer(, és spektrilis valtozdssal, valamint héfejlédéssel jar.
A vizsgalatokat 25+0,1 °C-on végezziik el, amit az olda-
tokat tartalmazé fecskenddSk és a méréeella termosztald-
saval érunk el. A spektralis zavard hatds kikiiszobolésére
szekvencialis stopped-flow méréseket alkalmazunk (Ke-
lemen et al. 2020).

A modszerfejlesztés soran megallapitottuk, hogy 40
mésodperc az a minimalis id6, amely utin mar homo-
génnek tekinthet$ a viz és a DMSO elegye. A médszer
sordn a KO,-ot tartalmazé DMSO és viz el6keverése
torténik, ami 40 s utan nagy sebességgel keveredik Ossze
a mér6eelldban a komplexet tartalmazé HEPES:DMSO
= 1:1 eleggyel. Az igy kapott kinetikai gorbék illeszté-
sébdl informacidkat kaphatunk a dizmutdlasi reakciok
mechanizmusiarél, illetve 260 nm-en kozvetlentil a szu-
peroxid gyokanion koncentraciéjanak valtozasit detek-
talhatjuk (Kelemen et al. 2020). Ezzel a modszerrel na-
gyobb O,"-koncentriciét érhetiink el, mint a xantin/
xantin-oxiddz/NBT rendszerben, igy valddi katalitikus
koriilmények kozott vizsgalhatjuk a dizmutalasi reakciot.
Ennek a moédszernek a segitségével kivantuk vizsgalni a
NiSOD enzim N-termindlis végének elsé kilenc amino-
savabol (HCDLPCGVY) allé peptid nikkelkomplexét,
illetve ennek pontmuticiéit tartalmazo komplexek SOD
aktivitasit, felderitve ezdltal a szuperoxid gyokanion
NiSOD enzim iltal katalizalt bomldsinak mechanizmu-
sit. Ez a tanulmany az dltalunk eddig vizsgalt peptidek
nikkel(II)komplexeinek SOD aktivitds vizsgalatara toku-
szal, amelyben a klasszikus xantin/xantin-oxiddz/NBT
rendszer és a szekvencidlis stopped-flow technika segitsé-
gével meghatirozott eredményeinket mutatjuk be.

Vizsgalati anyag és modszerek
Felbasznalt vegyszerek

Az dltalunk vizsgalt peptideket a Synpeptide Co. (Sang-
haj, Kina) cég szintetizdlta; ezeket tovabbi tisztitis nél-
kil hasznaltunk fel. A ligandumok toérzsoldatainak kon-
centracidjat pH-potenciometrids titralassal hataroztuk
meg. A spektrofotométer segitségével végzett SOD akti-
vitds méréshez hasznalt xantin és xantin-oxiddz vegysze-
rek a Sigma-Aldrich Co., mig az NBT a Merck Kft. ter-
méke. Az dllandé pH biztositdsara foszfit puffert
haszniltunk, amelyhez a Na,HPO,.2H,O a VWR Inter-
national, a KH,PO, pedig a Molar Chemicals Kft. altal
forgalmazott termék. A szekvencialis stopped-flow tech-
nikdndl alkalmazott gyorskinetikai vizsgalatok sorin a
Sigma-Aldrich Co. altal forgalmazott KO,-ot és 18-ko-
ronaétert, valamint a Molar Chemicals Kft. DMSO old6-
szerét és a VWR International HEPES pufferét hasznal-
tuk.
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Vizsgalati modszerek

A Kklasszikus irodalmi SOD aktivitis méréseket Agilent
Technologies Cary 8454 UV-VIS diédasoros spektrofo-
tométer segitségével végeztiik el 1,000 cm Gthossztsaga
kvarckiivettiban 25 °C-on. A mintikban az NBT kon-
centricidja 0,047 mM, a xantiné 0,2 mM volt, a komp-
lexek koncentraciéja 0,5-800 uM kozott valtozott a
kiivettaban. Az adatok feldolgozasa a spektrofotométer-
hez biztositott szoftverrel, a kiértékelés MS Excel és Ori-
gin programmal tortént.

A stopped-flow mérések Applied Photophysics SX-20
késziilékkel torténtek, az adatok feldolgozasa a cég altal
biztositott szoftverrel. A spektrofotometrids detektalas
260 nm-en, 2,000 mm athossztsigi méréeelliban tor-
tént 25 °C-on. A vizsgilatok sordn a szuperoxid gyok-
anion koncentraciéja 0,98-1,6 mM, a Ni(II)-komp-
lexeké 0,2-10 uM kozott viltozott. A kinetikai gorbék
illesztése Scientist program segitségével valosult meg.

Vizsgalati eredmények

A peptidek és nikkelkomplexeik termodinamikas
és szerkezeti vizsgilatai

A NiSOD N-terminalis végének els6 kilenc aminosava-
bél felépiils peptidet (HCDLPCGVY; wtNiSOD) nik-
kelkoté huroknak is nevezik. Eddigi munkank sorin a
peptid szamos mutansanak nikkelkomplexeit vizsgaltuk.
A ciszteinek szerepét cisztein—hisztidin pontmutaciéval
térképeztiik fel; ennek eredményeként két 0j peptidet
kaptunk a masodik (HHDLPCGVY; SODHH) és a ha-
todik (HCDLPHGVY; SODHC) helyen 1év6 aminosav
cseréjével (Libi et al. 2020). Ezutan stabilizalni kivintuk
a dizmutalasi reakciéban dtmenetileg képz6d 6 nikkel(11T)
komplexet, ezért a masodik helyen 1év§ ciszteint egy pe-
nicillaminnal helyettesitettitk (HPenDLPCGVY; wtPen)
(Bonczidni-Kelemen et al. 2022). Az els§ helyen 1évé
hisztidin szerepét egy hisztidin—cisztein pontmuticiéval
(CCDLPCGVY; wtCCQC) vizsgaltuk (Bonczidai-Kelemen
et al. 2024). A NiSOD enzim t6bb fémiont is kot, az ed-
dig ismertetett peptidek azonban csak egy nikkeliont ko-
ordindlnak. Ezért két, az eredeti kilenc aminosavbol allo
peptidlincot kotottiink 6ssze C-termindlis végiikon egy
lizin aminosavval (HCDLPCGVY-K-YVGCPLDCH,;
DIM) (Kelemen et al. 2020). Ezeket a peptideket és nik-
kelkomplexeiket részletes termodinamikai és szerkezet-
vizsgalati médszereknek vetettiik ald. Meghataroztuk a
ligandumok protondlédasi allandoéit és nikkel(1I)komp-
lexeik stabilitdsi dllandoit pH-potenciometria segitségé-
vel. A kiilonb6z6 pH-tartomanyokban feltérképeztiik a
komplexek szerkezetét UV-lathaté, CD, NMR spekt-
roszképia és tomegspektrometrids médszerekkel. A diz-
mutaldsi ciklus feltétele, hogy a Ni(II)-komplexekben a
fémion +3-as oxiddciés allapotba keriiljon az O,*-nal
reagalva. Az igy képz6dd Ni(I1I)-komplexek szerkezetét

Bonczidai-Kelemen et al.

a fémion paramagneses tulajdonsiga miatt ESR spekt-
roszkopidval vizsgaltuk.

Aligandumokat érint6 pontmuticiok miatt a nikkel(1T)
komplexek koordindciés modja kiillonboz8. A SOD akti-
vitas meghatarozasa fiziol6gidas pH-tartomanyban torté-
nik, igy ilyen koriilmények kozott relevans a Ni(1I)-
komplexek koordinaciés modja. A wtNiSOD esetében a
NiSOD-ra jellemz6 koordiniciés médd valésul meg,
vagyis a Ni(II)-iont az N-termindlis hisztidin aminocso-
portja, a peptidvaz elsé amid nitrogénatomja és a két
cisztein (Cys2 és Cys6) tiolat-donorcsoportjai kotik, 1ét-
rehozva az enzimben is kialakul6é siknégyzetes elrende-
z6dést. A SODHH peptid esetében ez moédosul: a
Ni(II)-iont az amino ¢és a hatodik helyen 1év§ cisztein
tioldt-donorcsoportjain kiviil a két hisztidin (Hisl és
His2) imidazol nitrogénjei is koordindljak, oktaéderes
geometridt kialakitva és paramagneses komplexet 1étre-
hozva.

A SODHC esetében a nativ fragmenshez képest tgy
modosul a szerkezet, hogy a hatodik helyen [évé cisztein
tiolat-csoportja helyett az itt talalhat6 hisztidin imidazol
nitrogénje koordinalodik a fémionhoz, siknégyzetes geo-
metriat kialakitva. A penicillamint tartalmazé mutans
esetében a donorcsoportok nem modosultak a Ni(II)-
komplex esetében a NiSOD-hoz képest. A wtCC mu-
tansndl szintén rendhagy6 koordinaciés méd figyelhetd
meg, mivel a nikkel(II)iont az aminocsoporton kiviil a
hirom cisztein (Cysl, Cys2, Cys6) tiolat-csoportjai
koordinaljak a siknégyzetes geometridji komplexben.
A DIM peptid az elézetes elvardsoknak megfelelGen két
témiont képes megkotni, és a dinukledris részecske kép-
z6dése mar a fémion és a ligandum 1:1 koncentracidara-
nyt rendszerében is kedvezményezett fiziol6gids pH-n.
Az els6é fémion koordindcidja viszonylag lasst, de ez
szerkezeti dtrendez6dést indukal a peptid tovabbi ré-
szén, ami elsegiti a masodik fémion megkotését. A két
témionra a NiSOD enzim redukalt formajara is jellemzd
amino-amid-két kén koordinaciés mod és siknégyzetes
geometria jellemzd.

A vizsgalt ligandumok kiilonb6z6 bazicitdsa miatt a
nikkel(IT)komplexek stabilitdsa kozvetleniil nem hason-
lithat6 Ossze. Emiatt bevezetésre keriilt egy a komplexek
stabilitasit jellemzd, latszélagos egyenstlyi allando,
a pNi. Minél nagyobb ennck az értéke, az adott ligan-
dum anndl jobb fémkots tulajdonsiaggal rendelkezik.
A vizsgilt ligandumok pNi-értékeit az 1. dbra mutatja
be.

Az 1. abra alapjan egyértelmi, hogy a SODHH pep-
tid mutatja a legkisebb fémionkots atfinitast a nikkel(1T)
ionok irdnyaban. Ez j6 egyezésben van a komplex szer-
kezetével, ugyanis ebben a pH-tartomanyban az oktaéde-
res komplex a dominans részecske, amelynek stabilitasa
kisebb, mint a siknégyzetes elrendez6désti nikkel(II)
komplexek stabilitisa. A masodik helyen tiolat-csoport-
tal rendelkez8 aminosavat tartalmazoé peptidekben a csa-
tolt (5,5)-tagt kelatrendszerben a (NH,,N",S") donor-
atomok nagy stabilitist, siknégyzetes geometridja
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SODHH  SODHC

wtPen  WNiSOD Dim wiCC

1. dbra A NiSOD enzimmodellek szimitott pNi-értékei

(pH =7,6; CNi(ny = 10uM, Clig = 50uM, pNi = -log[Nig,,,q])

Forras: sajit szerkesztés

komplexeket alkotnak. A komplexek stabilitdsat ily mo-
don a negyedik koordinaciés helyen 1év6 donoratom
tulajdonsiga hatirozza meg. Abban az esetben, ha a
hisztidin aminosav imidazol nitrogénje (SODHC) he-
lyett ez egy cisztein tioldt-csoportja (wtPen, wtNiSOD,
DIM), a komplexek stabilitisa nagyobb. A legjobb fém-
kotd tulajdonsiggal a wtCC peptid rendelkezik, ami a
harom tiolat-csoport jelenlétével magyarazhat6 a koor-
dindciés szféraban és a nikkel(II)ion kén donoratomok
irdnt mutatott preferencidjaval.

A Ni(II)-komplexek oxidiciéjaval nyerheté Ni(III)-
komplexek szerkezetét ESR spektroszkopia segitségével
vizsgiltuk. A nikkel(II)komplexek oxidiciéja KO, és/
vagy oxon segitségével tortént fiziologias pH-n. Koribbi
tanulmdnyokban igazoltik, hogy a NiSOD enzim oxi-
délt formajiban az ESR spektrumban taldlhaté szuper-
hiperfinom felhasadas az N-termindlis hisztidin imidazol
nitrogénjének axialis koordinacidjihoz rendelhetd, ami-
nek eredményeképp egy négyzetes piramisos geomet-
ridja nikkel(III)komplex képzdédik (Libi et al. 2019).
A SODHH ¢és SODHC modellek esetében a spektru-
mokban nem talilhaté meg a jellegzetes felhasadds.
A wtNiSOD, wtPen és DIM enzimmodellek esetében a
NiSOD enzim oxidilt formajara jellemz8 ESR spektru-
mokat kaptuk. A wtCC modell esetén hisztidin hidnya-
ban a Ni(Ill)-komplex jelenléte nem mutathaté ki,
azonban jelentds mennyiségl O, fogy el a rendszerbdl.

SOD aktivitis vizsgalata
a McCord—Fridovich-modszer alapjin

a2

A komplexek SOD aktivitasinak vizsgilata az el6z&ek-
ben leirt séma alapjan tortént. Az egyes mutansok eseté-
ben a komplexkoncentracié tartomanya SOD aktivitdsuk
tiiggvényében viltozott. Az inhibiciés gorbékbdl meg-
hatdroztuk a komplexekre jellemz6 ICy, értékeket, majd
ebbdl az adatbdl az (1) egyenlet szerint megadhaté a

NiSOD enzimmodellek vizsgalata

katalizisre jellemz& sebességi alland6 (ky.cp) értéke.
Az igy nyert sebességi egytitthaté fiiggetlen az indikitor
testékmolekula koncentracidjatol, eziltal jobb Ossze-
hasonlithatosagi alapot ad az egyes modellekre nézve.

leytecr = kxpr x [NBT] / IC;, (1)

ahol kypr = 5,94 x 10* M's?! (pH = 7,8) és [NBT]
a festékmolekula koncentracidjat jeloli. Az IC;, és a be-
16le szarmazé sebességi dllandé értékeit az 1. tablizat
tartalmazza.

1. tiblazat A NiSOD enzimmodellek IC;, és katalitikus sebességi allandd
éreékei (T'=25 °C, pH = 7,8)
1G5y (uM) kygecr (M7 s71)
wtNiSOD 3,9 6,9 x 10°
SODHH 341 7,9 x 103
SODHC 37,4 7,2 x 10*
wtCC 7 3,8 x 10°

Forras: sajat szerkesztés

Az adatok alapjan lathatd, hogy a cisztein—hisztidin
pontmutacié mindkét pozicidban jelentGsen csokkentet-
te a komplexek SOD aktivitasat. A hatodik helyen 1évé
cisztein cseréje egy, mig a masodik helyen 1év§ cisztein
cseréje két nagysigrenddel novelte a modellvegytiletek
I1C, értékét. Ez 0sszhangban van azzal a ténnyel, hogy
SODHH ¢és SODHC esetében nem sikeriilt detektdlni a
Ni(III)-komplexek ESR spektrumat. A nativ enzimfrag-
mens (wtNiSOD), tovibba a hdrom ciszteint tartalmazo
peptid (wtCC) nikkelkomplexei esetében hasonlé SOD
aktivitas értékeket kaptunk, ami arra enged kovetkeztet-
ni, hogy a (NH,,3S") koordinaciés modu komplexek is
alkalmasak lehetnek SOD mimetikumoknak.

SOD aktivitis vizsgialata szekvencidlis
stopped-flow késziilékkel

Az enzimmodellek SOD aktivitasinak vizsgalata szek-
vencialis stopped-flow technikdval részletesebb informa-
cidkat adhat a dizmutaldsi reakcié kinetikajarol. A szu-
peroxid gyokanion bomlasa pH-fiiggé folyamat, igy
fontos meghatdrozni az O," spontin bomldsianak sebes-
ségét az alkalmazott putferoldatban. A kinetikai vizsgdla-
tokat ezutan tobb kilonb6zé Ni(II)-komplex koncent-
raci6 mellett végeztitkk el. Ugyanakkor a szuperoxid
gyokanion mindig nagy koncentraciéban volt jelen, biz-
tositva ezdltal a katalitikus korilményeket. A wtPen
nikkel(II)-komplexe és az O, kozotti reakeid koncent-
riciéfiiggd kinetikai gorbéit a 2. 4bra mutatja be.

A 2. dbran jol lithaté, hogy a detektdlds inditasat ko-
vetd elsé 10 ms-ban a 260 nm-en detektilt abszorbancia
nagymértékd csokkenése tapasztalhat, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a komplex hatékonyan katalizalja az
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2. dbra A szuperoxid gyokanion bomldsinak idéfiiggése kiilonbozd

kiindulasi Ni(II)-wtPen komplexkoncentricié esetén HEPES
(50 mM; pH=7,6) / DMSO 1:1 elegyben (piros: 19,4 pM; kék:
9,7 uM; zold: 6,3 pM; lila: 4,8 uM) (x = 260 nm; /=2 mm; T'=
25 °C)

Forrds: Bonczidai-Kelemen et al. 2022

O, bomlisat. A NiSOD enzimmodellek dizmutdilasi
reakcidja soran a Ni(II)-komplexek oxidacidja és a
Ni(III)-komplexek redukcidja valosul meg. A feltétele-
zések szerint ez a ciklus Michaelis-Menten kinetikdt
kovet, amelynek eredményeképpen a Ni(III)-komplex
steady-state koncentraciéban van jelen. Az altalunk
kapott kinetikai gorbék ugyanakkor ezt nem tamasztjak
ald. Ennek az az oka, hogy hosszabb id&skilin az abszor-

Bonczidai-Kelemen et al.

02 020_
RN

Nill NiI ks [Ni*]
. k .
[Nil 1] %NIHI,,L]
0, H,0,

2. abra A NiSOD enzimmodellek dizmutéldsi reakcidjanak feltételezett

mechanizmusa

Forras: sajat szerkesztés

bancia monoton csokkenése tapasztalhat6, amihez to-
vabbi folyamat(ok) rendelhetS(k). A dizmutalasi reakcid
lejatszodasa utdn a reakcidelegyeket tomegspektrometria
segitségével vizsgaltuk, ami igazolta, hogy a termékek
nikkeliont tartalmaznak, illetve diszulfid-hidak és/
vagy oxidalédott tioldt-csoportok taldlhaték benntik.
A Ni(IT)-komplexek O,*~ tavollétében stabilak, ezért
ezek a tovabbi oxidacids termékek feltehet&en a Ni(I1T)-
komplexekbdl képz&dnek. A késGbbiekben ezeket a ter-
mékeket Ni*-gal jeloljik. A 3. dbrdan lithaté sémanak
megfelelGen a kinetikai modell a (2-5) reakcidkat veszi
figyelembe. Az ezekhez tartozé differencidlegyenlet-
rendszer pedig a (6-10) egyenletekkel adhaté meg, ahol
a wtNiSOD, a wtPen és a wtCC modellek esetében
n =1, a DIM mutans esetében pedig n = 2. A (2) egyen-
let az O, spontan bomlasianak egyenletét irja le. Az ,,L.”
minden esetben az adott peptidet jeloli.

20,7 +2H =H,0,+0, )
Ni”nL +n 02'_ +2nH*= Nian +n H202 (3)
Ni" L + n 0, =Ni", L + n 0, (4)
Ni" L = Ni* )
d[o5” o . .~ ] ._

[d: - _ ky x [057]% — k, % [Ni',L][05] — k3 x [Ni'™ ,L][05] 6)
d[H,0 . . .
2% = e, x [Ni,L][057] + ky X [057] )
dvilT L ) a ) N g
Al - L= — Ky x [Ni",L][057] + kg X [Ni"™1,,L][057] (8)

A1

Lt = ke x [Ni,L][057] — Ky X [N, L][057] = Ky X [Ni",L] 9)
—d[gf*] = ky X [N, L] (10)
Abs = (Ni",L) x [Ni", L] + £(Ni" L) x [N"", L] + £(Ni") x [Ni'] + £(037) x[037] + £(H,05) x [H;0,] (1)
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NiSOD enzimmodellek vizsgalata

2. tablazat A kinetikai gorbék illesztésébdl szirmazé paraméterek
Paraméter wtNiSOD wtPen wtCC DIM Egység
éreék éreék éreék éreék
ky? 3,84 x10* 3,84 x10* 3,84 x10* 3,86 x10* st
key 9.6 x 107 >3,0 x 108 6,6 x 107 >1,0 x 108 Mgt
key 1,72 x 108 3,15 x 107 1,6 x 10¢ 1,9 x 107 Mgt
ky 258 292 1310 215 st
e(Ni', L) 1,48 x 10* 1,99 x 10* 1,33 x 10* 2,13 x 10* Mt em™!
e(Ni' L) 2,44 x 10* 2,58 x 10* 1,7 x 10* 3,19 x 10* M em™!
Eni* 1,8 x 10* 1,57 x 10* 6,18 x 103 6,60 x 10* M1 em™!
(O, 2686 M em™!
¢(H,0,)* 38 M em™

‘fiiggetlen kisérletekben meghatdrozva és rogzitve az illesztés sordn.

Forras: sajat szerkesztés

A koribbi tanulmanyokkal o6sszhangban a (3, 4)
egyenleteket masodrendlinek, azaz minden reaktinsra
vonatkozodan elsérendiinek feltételezziik. A detektalds
ezekben a rendszerekben 260 nm-en torténik, ahol
nemcsak az O,*-nak van elnyelése, hanem a hidrogén-
peroxidnak és a nikkelkomplexeknek is. Ezért az abszor-
banciat a (11) egyenlet szerint fejezhetjik ki, ahol a
szogletes zardjelek az egyes komponensek pillanatnyi
koncentriciojat jelolik.

A kinetikai gorbéket a (6-10) egyenletek figyelembe-
vételével a nemlinedris legkisebb négyzetek elvét alkal-
mazva illesztettiik, és meghatidroztuk az egyes folyama-
tokra jellemzé sebességi dllandok értékeit. Az illesztésnél
kapott, illetve az ahhoz sziikséges adatokat a 2. tdblizat-
ban foglaltuk ossze.

Az egyes folyamatok sebességi allandoit 6sszehasonlit-
va a legszembetin6bb kiilonbség, hogy a wtNiSOD és
wtCC modellek esetében a Ni(II)-komplex oxidicidja
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Az egyes részecskék szamitott koncentracioprofilja az id6 fiiggvényében a szuperoxid gyékanion bomlasa sorsn HEPES (50 mM; pH=7,6) / DMSO

1:1 elegyben. A: wtNiSOD, B: wtPen, C: wtCC, D: DIM. Fekete: O,*, kék: Ni(II)-komplex, piros: Ni(III)-komplex, zold: Ni*.

Forris: sajat szerkesztés
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lassabb, mint a Ni(III)-komplex redukcidja (k;>k,). Ez
azt jelenti, hogy a Ni(II)-komplex mindig nagyobb kon-
centraciéban van jelen a rendszerben. A wtPen és DIM
mutansok esetében azonban megfordul ez a relacio.
A Ni(III)-komplex a reakcié kezdeti szakasziban felhal-
mozddik, és a reakcid tovabbi részében az oxidalt forma
nagyobb mennyiségben van jelen a redukalt formahoz
képest.

A 2. tabldzatban szerepl$ adatok alapjain meghatiroz-
tuk az egyes részecskék id6—koncentracié profiljat annak
érdekében, hogy az egyes modellek esetében dtlathatob-
bak legyenek a dizmutaldsi reakciéban lejatszodé folya-
matok (4. abra). Ez alitimasztja a kiilonb6z8 modellek
Ni(II)- és Ni(III)-komplexeinek mennyiségi viszonyait.
A diagramokon lithaté, hogy a Ni*-gal jelolt forma fel-
halmozddisaval egyiitt a dizmutdlds hatékonysiga csok-
ken, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy ez a részecske
nem képes katalizalni a szuperoxid gyokanion bomlasat.
A wtNiSOD modell esetében a leglassabb ennek a kata-
litikusan inaktiv formdnak a megjelenése, enneck megfele-
16en a komplex dltal katalizalt dizmutalasi reakcid itt a
leghatékonyabb. A Ni* megjelenését a Ni(III)-komplex
intramolekularis redoxi degradiciéjahoz rendeltiik, igy
azt varnank, hogy a wtCC mutansnal is visszaszorul ki-
alakuldsinak mértéke, azonban az (5) egyenlet szerint
lejatsz6do reakcio sebességi allandoja (k,) ebben a rend-
szerben a legnagyobb. Ez maga utdn vonja, hogy az O,
teljes mennyisége a wtCC esetében sem bomlik el.

A vizsgalati eredmények értékelése,
megyvitatasa, §sszefoglalasa ¢és
kovetkeztetések levonasa

Kutatémunkank sordn a NiSOD enzim szimos mo-
delljét vizsgiltuk termodinamikai és szerkezetvizsgald
modszerekkel, illetve vizsgiltuk SOD  aktivitsukat.
A SODHH ¢és SODHC mutinsok esetében nem a
NiSOD enzim oxidalt formdjara jellemz6 koordindcids
mod alakul ki a szuperoxid gyokanionnal végbemend re-
akciojukban. Ezzel egyiitt SOD aktivitasuk is drasztiku-
san csokkent a nativ enzimfragmenshez képest, ezért
megallapitottuk, hogy a Ni(IIT)-komplex kialakuldsihoz
a peptidben két tiol-csoporttal rendelkez6 aminosav
egytittes jelenléte sziikséges, illetve a masodik helyen
1év6 koordinal6dd tiolat-oldallinc kulcsfontossigtt az
O,"" bontasaban. A Ni(III)-komplex stabilizalasa érde-
kében vizsgiltunk egy modellt, amely a masodik helyen
1év§ cisztein helyett egy penicillamint tartalmaz (wtPen),
és a dizmutaldsi reakcié soran a Ni(III)-komplex na-
gyobb atmeneti koncentriciéban volt jelen, mint a
Ni(II)-komplex. A Ni(III)-komplex azonban egy tovab-
bi oxidacids folyamatban vesz részt, amelynek ered-
ményeként egy katalitikusan inaktiv, nikkeltartalma,
Ni*-gal jelolt komplex képzdédik. Az elsé helyen hisz-
tidin—cisztein pontmuticiét tartalmazé mutinsban
(wtCC) a Ni(II)-komplex pillanatnyi koncentracidja a

Bonczidai-Kelemen et al.

nagyobb, azonban a Ni* képz&dése gyorsabb, mint a
tobbi modell esetében, igy ebben a rendszerben is vi-
szonylag hamar felhalmozo6dik ez a forma. Vizsgaltunk
egy dimer peptidet (DIM), amely két fémion megkoté-
sére képes. Ebben a rendszerben szintén a Ni(III)-
komplex felhalmozddasa figyelhetd meg a dizmutaldsi
reakcio soran, amely gyorsan tovabb alakul Ni*-gi. Meg
kell emliteni, hogy nativ enzimfragmensnél (wtNiSOD)
is megjelenik a Ni*, holott errdl a NiSOD enzim eseté-
ben nem szdmoltak be. A wtNiSOD peptid szekvenciija
teljes egészében megegyezik a NiSOD enzim aktiv he-
lyének aminosavaival, de az dltalunk vizsgalt ligandumok
tobbségéhez hasonldan csak kilenc aminosavbdl all. Ez
magyarazhatja a Ni* jelenlétét ezekben a rendszerekben,
mig a NiSOD enzimek hosszt peptidlancai szerkezetiik-
bél adédodan védelmet nytjthatnak az intramolekuldris
redoxi degradaciéval szemben.
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