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1. BEVEZETES

Az aerob ¢l6lények metabolizmusa soran reaktiv oxigénrészecskék (tovabbiakban ROS)
képzdédnek. Ilyen példaul a szuperoxid gyokanion (O2" "), mely az oxigén egyelektronos redukciojaval
Ezek hianyaban a szuperoxid anion koncentracid valamilyen okbol torténé megemelkedésével fellép
az oxidativ stressz allapota, amely soran DNS kdrosodas vagy akar sejthalél is bekovetkezhet.

Valamennyi SOD enzim aktiv centruma redoxi aktiv fémiont tartalmaz, amelynek az oxidalt
¢és redukalt formdja kozotti elektrontranszfer biztositja a gyokanion dizmutaldodéasat, mely soran a
karos szuperoxid gyokanionbdl molekularis oxigén és hidrogén-peroxid képzddik. A kétlépéses
folyamatot ,,ping-pong” mechanizmusnak is nevezhetjiilk, hiszen a SOD enzimek biologiai
katalizatorként visszaalakulnak az eredeti oxidacios allapotukba.t

Ezen metalloenzimek csoportositasa rendszerint a kozponti fémion alapjan torténik, igy
léteznek MnSOD, FeSOD, Cu/ZnSOD, valamint NiSOD enzimek is. A szuperoxid-dizmutaz
enzimek hdrom fajtdja taldlhatdé meg az emberi szervezetben; SOD1, SOD2 ¢s a SOD3. A SOD1 ¢és
SOD3 Cu/Zn kdzponti fémionokat tartalmaz, mig a SOD2 enzim mangént.?

A nikkel-szuperoxid dizmutaz (a tovabbiakban NiSOD) a legkésébb felfedezett SOD enzim,
mely aktiv centruméban nikkel iont tartalmaz. A NiSOD enzim megtalalhato a Streptomyces és
cianobaktériumok egyes fajai kozott. Az enzim homohexamer felépitésti és négy hélix alegységbdl
épiil fel, amelyekben megtaldlhaté a katalitikusan aktiv nikkel ion.> Az eddig ismertetett SOD
enzimekkel szemben a NiSOD rendhagyo koordinacidos kornyezetet mutat. Az enzim
rontgenkrisztallografids vizsgalata azt mutatta, hogy a kozponti fémiont tobbek kozott két cisztein
tiolat csoportja koordinalja, amelyrdl ismert, hogy fizioldgias pH tartomanyban kdnnyen oxidalhato,
emellett a terminalis aminocsoport, és az amid nitrogén is részt vesz a koordindcidban. Az igy
1étrejovo koordinéacids kornyezet egy hurkot hoz Iétre az elsd hat aminosav altal, amelyet NiSOD
koté motivumnak is neveziink.

A dizmutalasi reakcié mechanizmusa protontranszferrel csatolt elektrontranszfer, amellyel
egyidejiileg megvaltozik a fémion oxidacids allapota.

02"~ + Ni%?" + 2H" — H,0;, + Ni®* (1)

02~ + Ni¥" — Ni*"+ O (2)
Az oxidacid (1) a koordinacios szféra megvaltozdsahoz vezet. A paramagneses tulajdonsaga oxidalt
enzim aktiv centruma négyzetes piramis elrendez6désli, amelyben a Hisl imidazolil oldallanca
axidlisan koordinalodik a nikkel(IIl)ionhoz. A dizmutélési reakcidban a ciszteinek tiolat csoportjai
nem vesznek részt, ez alapjan az feltételezhetd, hogy az oxidaciés reakcid fémion kdzpontd, nem
pedig ligandum alapu. Ezek alapjan az emlitett aminosavaknak feltehetSleg a Ni'/Ni'"!
redoxipotencial finomhangolasaban lehet szerepiik.
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Az N-termindlis hisztidin (tovabbiakban His1) kiemelt fontossagunak bizonyult a dizmutélasi
reakcid soran, emellett a mar emlitett axialis koordinacio is megvaldsul az enzim oxidalt allapotaban.
Ugyanakkor a hisztidin aminosav szerepe tovabbi kérdéseket vet fel. A Hisl, aszparginsavval és
alaninnal valé pontmutacidjaval kapott NH2-DCDLPCG és NH2-ACDLPCG esetén a katalitikus
hatds nem sziint meg az axialis imidazol koordindci6 hianyaban, de az enzim aktivitds jelentds
csokkenést mutatott.* Weston és munkatarsai szintén arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Hisl
nélkiilozhetd az adott funkcid ellatdsa szempontjabol.® Ezen aminosavak ugyanakkor gyengén-, vagy
nem koordinal6dd oldallancokat tartalmaznak, erdsen koordinal6dé aminosavak hatasat eddig nem
vizsgaltak.

A Debreceni Egyetem Szervetlen ¢és Analitikai Kémiai Tanszékének Redoxi
Reakciomechanizmusok Kutatocsoportja régdta vizsgalja a NiSOD enzim fragmenseinek egyensulyi,
spektroszkopiai €s kinetikai sajatsagait. Ebbe a munkaba bekapcsolodva célom az axidlis hisztidin
szerepének mélyebb megismerése volt egy olyan NiSOD mimetikum segitségével, amely a
peptidlancban az ismertetett nativ enzim (WtNiSOD) szekvencigjaval ellentétben a hisztidin helyett
ciszteint tartalmaz (1. abra).

A cisztein mutaciot tartalmazo peptid (tovabbiakban CCNiSOD) komplexképzodési reakciot
tanulmanyoztam nikkel(IT)ionokkal, valamint széles pH-tartomanyban jellemeztem a kialakulo
komplexek szerkezetét. Vizsgaltam a fiziologidas pH-n képz6dd komplex oxidacidjat KO-
segitségével, valamint a komplex SOD aktivitasat stopped-flow technika és indirekt SOD-aktivitas

mérésekkel is.
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2. IRODALMI ELOZMENYEK

2.1 A szuperoxid-dizmutaz enzimek
Az O3 els6 megjelenése a F6ldon tobb millidrd évvel ezeldttre tehetd vissza. A redukal6 hatast

0si atmoszféraban a maihoz képest mas koriilmények uralkodtak; féleg nitrogén volt a meghatarozo
komponens, ezen kiviil megtalalhatd volt a vulkanikus eredetii vizpara és szén-dioxid is, mely
kiegésziilt a Fold belsejében keletkezd metangazzal. Az 6zonréteg hidnyaban a Nap sugarzasa teljes
mértékben elérte a Fold felszinét és az UV sugarzas hatasara bekovetkezo vizbontés soran, hidrogén
¢és oxigén keletkezett. A keletkezett oxigén reaktiv, oxidalo tipusu molekula, mely képes reagalni az
6slégkort alkoto komponensekkel. Az oxigén felhalmozodasahoz, a vizbontason kiviil, sziikséges volt
egy mas tipust oxigéntermelé folyamatra is, ami biztositotta, hogy tobb oxigén keletkezzen, mint
amennyi elreagal.” Ez az oxigéntermeld folyamat egyiitt jart egy 0j életforma kialakuldsaval, a Foldet
urald metangazt szintetizald baktériumok mellett 2,7 milliard évvel ezel6tt megjelent egy uj tipust,
fotoszintetizalo életmodot folytatd baktériumtdrzs, melyet cianobaktériumoknak nevezziink.®
Ezek a mikrobdk képesek voltak a Nap energidja altal a vizet, és a levegében megtalalhatd szén-
dioxidot Onfenntartdsra hasznositani, oly modon, hogy ezek lebontdsa sordn oxigén képzddott
melléktermékként. A cianobaktériumok elterjedésével parhuzamosan megkezdddott az oxigén
felhalmozodasa, ami utat nyitott az els6 komplex ¢életformak megjelenéséhez. Az eltelt évmillidk alatt
a fels6 1égkorben 6zonréteg keletkezett, mely tovabbiakban védte a Foldet a karos UV sugaraktol, a
foldfelszinhez kozel pedig oxigén halmozddott fel, ami 10j evolucios kaput nyitott a Fold
torténelmében. A cianobaktériumok fotoszintézise soran a fotoszintetikus elektron transzferben
generalt O2 mellett, megjelentek egyéb reaktiv oxigénszarmazékok is (ROS). A szingulett oxigén
(102) a vizbdl keletkezik energia besugarzas hatasara a I1. fotoszintetizalo egység segitségével. Ha a
fénybesugarzas intenzitasa megemelkedik, az oxigén mellett gyokods oxigénszarmazékok is
megjelennek, hiszen ekkor a ferredoxinrol egyéb redukalhat6 reakciopartner hianyaban az elektron
az Op-re kertil, ami szuperoxid anionokat eredményez. Ez a folyamat az 1. fotoszintetizal6 egységben
zajlik le és Mehler reakcionak nevezziik.® Ezek a részecskék nagy koncentracioban erésen toxikusak.
A cianobaktériumoknak tehat valamilyen modon védekezniiik kellett a reaktiv oxigénrészecskék
ellen, amit tobbek kozott az ugynevezett szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimekkel valositottak meg.
Az aerob ¢él6lények metabolizmusa soran is keletkeznek reaktiv oxigénrészecskék, melyek a
molekularis oxigén redukcidjanak melléktermékei. lde tartozik a szuperoxid gyokanion (O27"), a
hidrogén-peroxid (H20.), a szingulett oxigén (102), és a hidroxil gydk (HO"). A sejtlégzéshez tehat
elengedhetetlen a molekularis oxigén, habar ebben a folyamatban szamos ROS képzddése jatszodik
le, melyek lehetnek jelzOmolekuldk, toxikus részecskék vagy akar artalmatlan intermedierek.
Nemcsak a biologiai oxidacido soran keletkezik szuperoxid gydkanion, hanem a fagocitalo
nikotinamid dinukleotid foszfat oxidazbol (NADH oxidéz) is, mint az immunidlis védekezés eszkoze.

Az emberi test atlagosan 5 g ROS-t szintetizal egy nap alatt, ez féként szuperoxid gyok és hidrogén-
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peroxid, lebontasukért enzimek felelnek. Normalis korilmények kozott a bioldgiai rendszerek
kiilonbozd enzimek segitségével kontrollaljak a ROS szintet, melyek koziil kiemelt jelentdségiinek
bizonyultak a szuperoxid-reduktaz (SOR), illetve a szuperoxid-dizmutaz enzimek (SOD). Az el6bbi
katalizalja a szuperoxid gyokanion egyelektronos redukciojat, mely soran hidrogén-peroxid
képzddik, mig a SOD enzimek a szuperoxid gydkaniont molekularis oxigénné és hidrogén-peroxidda
bontjak.’® Egyes tanulmanyok szerint a ROS felhalmozodasanak szerepe lehet a rakos
megbetegedések kialakuldsaban a DNS szerkezetének megvaltoztatasa, illetve a daganatos
folyamatokat visszaszoritd gének inaktivaldsdn keresztiil. Ezen feliil szdmos neurodegenerativ
megbetegedéssel is kapcsolatba hozhaté a megemelkedett ROS koncentracio. !

Az aerob ¢€l6lények esetén a SOD enzimek felelnek a O, elleni védekezésért, ugyanis ezek
a metalloenzimek bontjak le 6ket hidrogén-peroxidda és molekularis oxigénné, ezaltal megvédik a
sejteket az oxidativ stressztdl és a sejthalaltol. A lebontas minden esetben a SOD enzimek kozponti
fémionjainak oxidéacios allapotanak megvaltozasaval jar, ezaltal a csoportositasuk is a kdzponti
fémion/fémionok alapjan torténik. Igy megkiilonboztethetink MnSOD, FeSOD, Cu/ZnSOD,
valamint NiSOD enzimeket. Ezek koziil a leggyakrabban fellelhetd a Cu/Zn aktiv centrumt SOD
enzimek, melyek minden eukariéta él61ényben, koztiik az emberben is fellelhetéek.® A SOD enzimek
harom fajtaja talalhatd6 meg az emberi szervezetben; SOD1 a citoplazmaban talalhato, a SOD2 az
energiatermelésért felelés mitokondriumban fordul eld, mig a SOD3 extracellularis enzim. A SOD1
¢s SOD3 réz és cink kozponti fémionokat tartalmaz, mig a SOD2 enzim mangant.

A szuperoxid gyokanion lebontdsa az enzim aktiv centrumaban talalhat6 kézponti fémion
oxidacios allapotanak valtozasdn megy keresztiil, mely sordn a NiSOD esetén a redukalt fémionbol
oxidalt fémion keletkezik, mikozben hidrogén-peroxid képzddik (1). Ezt kvetéen az enzim oxidalt
formaja 1ép kolcsonhatasba egy tovabbi szuperoxid gydkanionnal (2), mikdzben oxigén keletkezik, a
fémion pedig visszaalakul az eredeti oxidacios allapotaba. Ez a folyamat egy kétlépéses, ugy nevezett

ping—pong mechanizmus szerint jatszodik le (2. abra).

O2 02._
Mred M ox

H"+0,~ H,0,

2. abra A szuperoxid-dizmutaz enzimek ping-pong mechanizmusa.
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A SOD enzimek hatékony dizmutalasanak kulcsa, hogy nem igényelnek tovabbi redukalo, kozvetitd
szubsztratumot, azaz, nincs sziikségiik elektron kozvetitésre, emellett energia sem sziikséges a sejttol,

hogy kifejtsék hatdsukat.?

2.2 A nikkel szuperoxid-dizmutaz enzimek
Az 1996-ban felfedezett nikkel szuperoxid-dizmutaz (NiSOD) aktiv centrumaban nikkel iont

tartalmaz.’® Ez a legkésobb izolalt, sodN gén altal kifejezett enzim megtalalhaté a Streptomyces és
cianobaktériumok egyes fajai kozott. A Streptomyces seoulensis baktériumokol izolalt NiSOD
enzimek kristalyszerkezetét 2004-ben hataroztdk meg.? A NiSOD enzim egy viszonylag kis méreti,
117 aminosavbél allo protein. Az enzim homohexamer felépitésti és a négy hélix alegység
mindegyikében megtalalhato a katalitikusan aktiv nikkel ion (3. dbra). Az alegységek parhuzamosan
parokba rendezddnek, igy R2/R3 és R1/R4 parokat alkotnak, az R2 és R3 kozott egy rovid 6sszekotd
hélix is van. A hélixeket 6sszekoté kanyarokat hidrogén kétések stabilizaljak. '3

A NiSOD enzim rendhagyd koordinadcids kornyezetet mutat. A redukalt, azaz Ni(Il)-t
tartalmazo oxidaciés allapotban a fémion az enzim aminoterminalis részéhez koordinalddik, a

termindlis aminocsoport, az amid nitrogén és a két cisztein tiolat csoportjain keresztiil.

3.abra A NiSOD alegységei és a homohexamer struktura (A), illetve a NiSOD alegységek nikkel
kotd hurokkal (B).23

Az igy létrejové koordinicidos mintdzat egy hurkot hoz létre az els6 hat aminosav altal
(HisCysAspLeuProCys), amelyet NiSOD k&té motivumnak is neveziink. A nativ enzimet alkotdé N-
terminalis peptidrészlet szerkezete az 1. abran lathato.

A redukdlt formaban a fémion siknégyzetes geometridju. A dizmutéaldsi reakcio

protontranszferrel csatolt elektrontranszfer mechanizmust, amellyel parhuzamosan megvaltozik a
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fémion oxidacios allapota. Az oxidalt formaban a nikkel +3—as oxidacios allapot. Az oxidaci6 a
koordinacids szféra megvaltozasahoz is vezet; a paramagneses tulajdonsagu oxidalt enzim aktiv
centruma négyzetes piramis szerkezet(i, melyben a His1 imidazolil oldallanca axialisan koordinalodik
a nikkel(Ill)ionhoz (4. 4bra). A NiSOD esetén a dizmutalasi reakcid sebessége kb. negyede a
CuZnSOD enzim esetén mértekhez képest, de a reakcio igy is rendkiviil effektiv és kozeliti a

diffaziokontroll hatarat.'?

H
; H
\ > His1 N, Hisd
N \ )
N
O (o
H2N c HZN\ \f
CysG\S/\Ni2+N ySe\S/Ni3+N
S Cys2 S Cys2
NiSOD, ¢4 NiSOD,,

4. abra A nativ NiSOD enzimfragmens oxidalt és redukalt forméinak koordinaciés modjai.*

2.3 A SOD mimetikumok
A SOD enzimek igéretesnek bizonyulnak szdmos betegség kezelésében. Eldklinikai és

klinikai vizsgalatok zajlanak ezen enzimek védo szerepérdl és egyéb jotékony hatast sajatsagainak
felhasznalasardl. A nativ enzimek esetén azonban problémat jelent ezek mérete, hiszen szdmos
specifikus felhasznalast akadalyoz meg az, hogy nem képesek atdiffundéalni a vérarambol bizonyos
sejtekbe €s képtelenek atlépni a vér-agy gaton. Ezaltan a szuperoxid anion dizmutélodasa kizarolag
az extracellularis térre ¢és organellumokra limitalodik. Ez megakadalyozza azt, hogy az
idegrendszerrel kapcsolatos megbetegedések (pl. Parkinson kor) esetén farmakologiai vizsgéalatokat
végezhessiink, hiszen a vér-agy gat egy erésen szelektiv membran, mely passziv diffuzio altal csak
bizonyos kis molekuldkat enged 4tjutni a vérarambol a kozponti idegrendszer extracellularis
allomanyaban. A természetes enzimek a korlatozott sejtmembran transzport mellett rovidebb
életciklussal rendelkeznek, és antigenetikus tulajdonsaggokkal birnak, azaz az antitestek altal
specifikusan felismerhetdek. Ezeket a korlatokat hivatottak atlépni a mesterségesen szintetizalt, kis
molekulatémegi SOD mimetikumok, melyek a nativ enzimek kiilonbozé6 modusulatai.’? A
mimetikumokkal szembeni elvarasok koziil a legfontosabb, hogy Orizzék meg a katalitikus aktivitasat
a szuperoxid anionra nézve, legyenek stabilisak fiziologias koriilmények kozott és szintézisiik legyen
gazdasagos.

A NiSOD enzimek mélyebb megértése érdekében is kiemelt fontossaguak a mimetikumok
vizsgélata, ezek Osszevetése a nativ enzimmel, hiszen ezen informécidokon keresztiil kozelebb
keriilhetiink a szuperoxid gyOkanion bontasanak pontos mechanizmusahoz, illetve az enzim

kiemelked6 katalitikus aktivitasanak kulcsahoz.
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A NiSOD enzimmimetikumok esetén, a dizmutalasi reakcioban szerepet jatsz6 N—terminalis
hisztidin aminosav szerepének vizsgalata kiemelkedden fontossagl, hiszen a dizmutélasi reakcidban
valo részvétele mellett még axialisan is koordinalodik a képzddo nikkel(111)ionhoz. Ennek a lancvégi
hisztidinek a szerepét igyekeztiink mas aminosavra torténé pontmutacié altal megvizsgalni. Az igy
1étrejové mimetikumok koordinacids kémiai és kinetikai vizsgalata altal kapott eredményeket, a nativ
enzimmel 0sszevetve, értékes informaciot nyerhetiink.

Shearer és munkatarsai a peptid N-terminalis végén pontmutacidval rendre alaninra (NHz-
ACDLPCG) és aszparginsavra (NH-DCDLPCG) cserélte a Hisl aminosavat.* A Kkapott
eredményeket minden esteben Osszevetették a nativ enzimre kapott eredményekkel. A SOD
mimetikumok esetén a vartnal eltéréen, a terminalis hisztidin hidnyaban nem sziint meg az enzim
katalitikus aktivitasa, tehat a termindlis hisztidin axialis imidazol koordinacidja nem létfontossagu a
dizmutalasi reakcidé szempontjabol. Ugyanakkor ezen mimetikumok enzim aktivitasa jelentds
csOkkenés mutatott. A Ni(Il) oxidaciojat kovetéen a Hisl imidazol elfoglalja az axiélis pozicidt és
ezt kovetden az egész katalitikus ciklus soran kotott dllapotban van.* Buntkowsky és munkatarsai
alatamasztottdk ezen eredményeket, és szdmos modell rendszer vizsgalatdval megallapitottak azokat
a kulcs tényezOket, amelyek felelések a NiSOD mimetikumok stabilitasaért, illetve katalitikus
aktivitasaért.™

A Debreceni Egyetem Szervetlen ¢és Analitikai Kémiai Tanszékének Redoxi
Reakciomechanizmusok Kutatdcsoportja évek ota foglalkozik NiSOD modellek vizsgéalataval,
melyek soran létrehoztak egy kiemelked$ enzimaktivitasu binuklearis nikkel-komplexet, amelyben
két, a nativ enzim nikkelk6td hurkat alkotd aminosavszekvenciat a lizin aminosav amino
csoportjainak segitségével kapcsoltak Ossze. A komplexképzédési folyamatokat pH-fiiggé CD
spektroszkopia segitségével kovették, illetve pH-potenciometrias és UV/Iathatd spektroszkopias
mérésekkel alatamasztottak, hogy fiziologias pH-n egy NioL Gsszetételti komplex képz6dott. A két
Ni(Iion koordinacios szféraja a nativ enzimmel megegyez6, két (NH2, N°,S7,S7) donor egységet
tartalmaz, siknégyzetes elrendezddésben. Ezen komplex SOD aktivitasat vizsgaltak szekvencialis
stopped-flow modszer segitségével. A binuklearis enzimmodell aktivitasa kiemelked6nek bizonyult,
a szuperoxid gyokanion mennyisége 15 ms alatt negyedére csokkent, habar a modellvegyiilet a nativ
enzimmel szemben gyors bomlast szenved, mely felveti a tovabbi kérdést, hogy a nativ enzim esetén

miért nem kovetkezik be ez a folyamat.™
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3. KISERLETI KORULMENYEK, VIZSGALATI MODSZEREK

3.1 A felhasznalt anyagok és vegyszerek
Az éltalam vizsgalt NiSOD modell, CysCysAspLeuProCysGlyValTyr-NH, (CCDLPCGVY-

NH2) aminosav szekvenciaju peptidet a SynPeptide Co. (Kina, Shanghai) szintetizalta, amely 95%-
os tisztasagu, és tovabbi tisztitds nélkiil keriilt felhasznalasra. A vizsgélatok sordn hasznalt Ni(II)
torzsoldatot szilard NiClz (99,5% tisztasagu, VWR Int. (USA)) vizben vald oldasaval nyertiik,
méréshez hasznalt 18-korona-6 makrociklusos poliétert és a KO2-t az Acros Organics gyartotta, mig
a felhasznalt dimetil-szulfoxidot (DMSO) a Molar Chemicals. A xantint, xantin-oxidazt és NBT-t

Sigma Aldrich-tol szereztiik be.

3.2 pH-potenciometria

crer

folyamatainak megismerése, igy a savi disszociacios allandok meghatarozasa és a fémkomplexek
stabilitdsi allandoinak meghatdrozdsa pH-potenciometria segitségével tortént. A titralas soran
alkalmazott MOLSPIN automata titratort szamitogép vezérelte, a pH mérése pedig Metrohm
kombinalt tivegelektrod (6.0234.110) segitségével tortént. A pH-metrias titralasok vizes kozegben
torténtek. A titralasokat allando hodmérsékleten (25,0 £ 0,1 °C) és allando ionerésség (1 =0,2 M (KCI))
mellett végeztiik. Az ionerdsség beallitdsara minden esetben analitikai tisztasagii KCl-ot hasznaltunk.

A CO2 ¢és molekularis oxigén tavoltartasara oldatainkba vagy azok folé inert gazt, nagy tisztasagu

cre

crer

hataroztuk meg. A ligandum 4,00 ml térfogatt oldatat titraltuk karbonatmentes kalium-hidroxid
oldattal, mig a CCNiSOD komplexképzodési sajatsagainak vizsgalata nikkel(Il)ionok jelenlétében
5%-o0s ligandumfelesleggel tortént az eldbb ismertetett koriilmények kozott. Ezen kis mennyiségi
ligandumfelesleg biztositja, hogy a nikkel(Il)ionok teljes mennyisége komplexalt formaban legyen,
megakadalyozva annak hidrolizisét. Ilyen koriilmények kozott az elektrod altal mért pH értéket az
Irving-féle modszerrel feleltettik meg egyensulyi hidrogénion koncentracionak, a vizionszorzat
értéke pedig Kw = 13,774 + 0,001-nek adodott. A savi disszociacios allandok és a fémkomplexek

stabilitasi allanddinak szamitdsa a PSEQUAD? program segitségével tortént.

3.3 Spektroszkopiai modszerek
A CCNiSOD peptid és nikkel(II)iont 1:1 aranyban tartalmazo rendszer vizes oldatban

képzdd6 komplexeinek koordinacios modjait Agilent Carry 60 (Agilent Technologies) UV-Vis

fotométerrel igazoltuk. A pH-metriés titralasok minden pontjdban elnyelési spektrumokat vettiink fel
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300-800 nm hullamhossz-tartomanyban, melyhez 1 cm és 2 mm uthosszusagu kvarckiivettakat
hasznaltunk a koncentraciotol és a vizsgalt hullamhossz-tartoméanytol fliggden.

A komplexképzddés kovetése a pH valtozdsanak fiiggvényében JASCO F810 CD
spektropolariméter segitségével is megtortént. A spektrumokat 1 mm-es vagy 1 cm-es
kvarckiivettaban, 200-800 nm hullamhossz tartomanyban rogzitettiik vizes koézegben, 298 K
hoémérsékleten, 1,0 mM ligandumkoncentracio mellett.

Az X-savii CW-ESR spektrumok rogzitése Bruker EleXsys ES00 spektrométer segitségével
tortént Dr. May Nora V. (ELKH-TTK, Budapest) segitségével. A spektrumok rogzitésekor az alabbi
akviziciés paramétereket alkalmaztuk: mikrohulldm frekvencidja: 9,4 GHz, mikrohulldm erdssége:
13 mW, amplittdémodulécio: 5 G, frekvenciamodulacié: 100 kHz. A mintak spektrumait 77 K-en,
folyékony nitrogén alkalmazasa mellett rogzitettiilk. A mintaeldkészités soran 0,2 mL térfogata pH
7,6-on kialakult Ni(I1):CCNiSOD komplexhez 0,05 mL KO2/DMSO oldatat adtuk, amellyel in situ

oxidaltuk a komplexet.

3.4 SOD aktivitas vizsgalati modszerek
A szuperoxid gydkanion diszproporcionalodasi folyamatai megnehezitik a szuperoxid

torzsoldat készitését és eltartasat, ezaltal a SOD aktivitds vizsgéalatok komplex feladatmegoldast
igényelnek. A fiziologias pH-n kialakult komplex SOD aktivitasat indirekt (xantin/xantin-
oxidaz/NBT) és direkt modszerekkel (stopped-flow) is vizsgaltuk.

A Ni(ll):CCNiSOD SOD aktivitasat klasszikus fotometridas modszerrel, az indirekt
xantin/xantin-oxidaz/NBT modszer segitségével hataroztuk meg, Agilent Technologies 8453
spektrofotométer segitségével. Ezen modszer a McCord-Fridovich indirekt tesztreakcid, melynek
segitségével in situ generalhatunk szuperoxid gydkanionokat.!” A szuperoxid-gyokot a xantin/xantin-
oxidaz reakci6 segitségével allitjuk eld. A xantin-oxidaz (tovabbiakban XO) egy enzim, mely a xantin
atalakulasat katalizalja uronsavva, az atalakulést reaktiv oxigénrészecskék képzddése kiséri. Tehat az
XO enzimek miikddése soran reaktiv oxigén részecskék szabadulnak fel. A keletkezé gyodkanion
két tetrazolcsoportbol allo szintelen oxidaldoszer, melyet orvosdiagnosztikai vizsgalatokhoz is
felhasznalnak. A szuperoxid anion jelenlétében redukalddik, mikoézben kék szinli diformazan
képzddik (5. dbra). A képzddd diformazdn 560 nm-en karakterisztikus elnyelést mutat.

Valamilyen SOD aktivitassal bir6 komplex esetében, azzal a feltételezéssel élve, hogy a
komplex gyorsabban reagal a szuperoxiddal, mint az NBT-vel, kinetikai diszkriminaciot
eredményezve a diformazan képzddése gatoltta valik és adott komplex koncentracioknal az inhibicid
mértéke meghatarozhatd. A McCord-Fridovich modszer vazlatos 0sszefoglalasat az 5. abra mutatja

be.
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A modszer ezéltal alkalmas SOD mimetikumok aktivitasinak mérésére, amennyiben ezek nem
inhibidljak a xantin-oxidaz enzim miikddését. Errdl ugy gyozddhetiink, meg, hogy vizsgaljuk az
uronsav képzO8dését a mimetikum hianydban és jelenlétében. Ertelemszertien feltétel, hogy a
mimetikum ne reagaljon a festékmolekuldval, illetve a képz6d6 hidrogén-peroxiddal, tovabba a
komplex ne disszocialédjon az adott koriilmények kozott, amit eldzdleges egyenstlyi vizsgalatokkal
tisztazhatunk.®

tavollétében is vizsgaltuk. Vizsgélataink sordn a szuperoxid gyokanion generalas négy percig tartott,
ekkor helyeztiik a reakcidelegybe az altalunk vizsgalt Ni(I):CCNiSOD komplexet. Az NBT

redukciojat diformazanna tovabbi négy percig kovettiik, 560 nm-en.

o o
x X
HY N HN :
)\ I \> )\ : !
i v N
L B TN H

Xantinv Uronsav + H,0,

Xannn oxidaz

~ B0

5. abra A McCord-Fridovich féle indirekt xantin/xantin-oxidaz/NBT modszer sematikus vazlata.l®

A SOD-aktivitast a xantin/xantin-oxiddz/NBT indirekt modszer alkalmazasa sordan az 1C50

értekkel jellemezziik. Ez azt a komplex koncentraciot jelenti, ahol a diformazéan képzddése a komplex
tavollétében mért értékhez képest a felére csokken, azaz az 50%-os inhibicidhoz tartoz6 koncentracio
értékét adja meg. Egy allandd pH-n és homérsékleten elvégzett méréssorozat esetén a komplex
betéplélésa el6tti és utani meredekség hanyadosa megadja az inhibicid szazalékos értékét.
PRO9 program segitségével illesztjiik. A kapott hiperbolabol az 1C50 érték kiszémithat(), ez az értek
minél kisebb, annal nagyobb az adott mimetikum aktivitasa. A meghatarozott IC50 érték jo kozelitést
ad a SOD mimetikumok aktivitasarol, habar a szamitott érték erdsen fiigg az indikatorként hasznalt
festékmolekula mindségétdl és koncentraciojatol. Ez megneheziti az eredmények 6sszehasonlitasat
mas eredményekkel. Ez a probléma kikiiszobolhetd azzal, ha kiszamitjuk a dizmutélasi reakciora
jellemzé sebességi egyiitthatot (Keat), hiszen ez az érték nem fiigg a festékmolekulat6l. 1

10
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A SOD aktivitds méréseket direkt modszerrel, Applied Photophysics SX-20 késziiléken,
szekvencialis stopped-flow modszerrel végeztiik el. A szekvencialis stopped-flow modszer
segitségével kozvetleniil kdvethetjiik a szuperoxid torzsoldat és egy SOD mimetikum keveredésekor
fellépd abszorbanciavaltozast.

A szuperoxid aniont frissen készitett KO> torzsoldatbol nyertiik, melyet dimetil-szulfoxid

(DMSO) oldoszerrel készitettiik, melyhez 18-korona-6-étert adtunk, ami a kaliumion komplexalasan

s

crer

irodalmi molaris abszorbancia értékeket hasznaltuk (e260 nm = 2686 M~tcm™)8. A szuperoxid anion
abszorbancia maximuma 245 nm-hez tehetd, de ezen a hulliamhosszon jelentds elnyelése van a
hasznalt DMSO-nak, ezaltal a dizmutalasi reakciot 260 nm-en kovettiik, ahol a DMSO zavar6 hatasa
elhanyagolhato. A ligandum és nikkel(I1)-komplexének molaris abszorbanciait is meghataroztuk 260
nm hullamhosszon. A stopped-flow késziilék szekvencialis modjaban (dupla keverés) négy agon
szuperoxid torzsoldat, mig a ,,B” fecskenddben vizes pufferoldat van (pH 7,6; cHeres = 50 mM). A
két fecskendd oldata a keverési cellaba jut, ahol 40 s-os inkubacids id6 utan keveredik a vizsgalt
komplexszel (,,C” fecskendd), amelyet az abszorbancia detektalasa kovet | = 2 mm uthosszusaga
kiivettaban. A 40 s-os varakozasi id6t kutatdcsoportunk korabbi vizsgalatok alapjan hatarozta meg,
ugyanis ennyi 1id6 sziikséges ahhoz, hogy a két kiilonbozd viszkozitasu oldoszer (viz és DMSO)
elegyedése megtorténjen, €s ne okozzon spektralis zavard hatast.

A modszer lehetdség ad a katalitikus sebességi allando (Keat) direkt meghatarozasahoz adott
koriilmények kozott. Ezen SOD aktivitas vizsgalatokban az abszorbanciat kozvetleniil illesztettiik a

Scientist program segitségével.

11
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4, EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 A CCNiSOD sav-bazis tulajdonsagai
Munkank els6 részében a CCNiSOD ligandum sav-bazis egyensulyat tanulmanyoztuk pH-

potenciometria segitségével. A ligandum savi disszociaciés allandoéit az 1. tdblazat tartalmazza. A
ligandum szerkezetének megfelelden hat deprotondlodasra képes csoport van, amelyek koziil a
legkisebb disszociacios allanddja az aszparginsav karboxilat csoportjanak van. A pH novelésével
megtorténik a terminalis aminocsoport és a harom cisztein tiol csoportjanak deprotonalddasa is,
amelyek ugyanakkor jelentds atfedést mutatnak. Ezaltal az egyes deprotonalodési folyamatok
megfeleld csoportokhoz valdé hozzarendelése csak a mikrodllandok meghatarozasaval lenne
lehetséges. Ugyanakkor irodalmi elézmények alapjan feltételezhetd, hogy ezen négy disszociacios
folyamat koziil a legkisebb pK érték a terminalis aminocsoport deprotonalddasahoz kéthetd, amelyet
az N-terminalis cisztein deprotonalodasa kovet.'®?° Ezen deprotonalodasi 1épéseket kdvetéen pH~10
kortl a tirozin fenolos hidroxilcsoportjanak deprotonalodasa jatszodik le. Ezeket a folyamatokat
Osszevetve a nativ enzimfragmens sav-bazis tulajdonsdgaival, az 0Osszbazicitds novekedését
tapasztaljuk, amely egyértelmiien a hisztidin cisztein aminosavra torténd cseréjének, ezaltal a

bazicitas novekedésének tudhato be.

1.tablazat A ligandum savi disszociacios allandéi (logK). @

logK CCNiSOD wtNiSOD 2!
Részecske

HL 10,25 + 0,04 9,88

HoL 9,36 + 0,04 8,92

HsL 8,98 + 0,07 8,25

Hal 7,86 + 0,07 7,20

HsL 6,10 + 0,09 5,48

Hel 35+0,1 3,58

Ylog K 46,05 45,74

(@) 1=0,2 M (KCI), T = 298 K.

12
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4.2 A CCNiSOD komplexképzodési reakcioi nikkel(IT)ionokkal
A savi disszociacios allandok ismeretében vizsgaltuk a CCNiSOD peptid és nikkel(IT)iont 1:1

aranyban tartalmazé rendszer komplexképzddési folyamatait. A pH-potenciometriabol kapott titralasi

gorbéket a 6. dbra mutatja be.

114
10+

84
74

pH

6 -
5 4
4

3

2| T T T T T
-1 0 1 2 3 4 5 6 7

Lugekvivalens

6.abra A CCNiSOD (z61d) és a Ni(Il):CCNiSOD 1:1 aranyu rendszer (fekete) pH-potenciometrias
titralasi gorbéi. T = 298 K, | = 0,2 M (KCI). A negativ lugekvivalens értéket a mintaban 1évé extra
sav eredményezi.

Ez alapjan lathato, hogy a komplexképzddés pH > 4 felett indul, ahol a szabad ligandum titralasi
gorbéje elvalik a fémes rendszert tartalmazé titraldsi gorbétdl. Ezen talmenden egy tovabbi
lugfogyasztd folyamatot is lehet detektalni, amely egyarant lehet a fémion hidrolizise vagy egy olyan
folyamat, amely csak a fémion jelenlétében jatszodik le. Korabbi irodalmi elézmények, illetve a
spektroszkopiai adatok alapjan ez a folyamat a peptidvaz amidnitrogénjének fémion indukalt
deprotonalddasahoz és koordinaciojahoz kothetd.

A titralasi gorbe illesztése sordn négy részecske képzodését feltételeztiik, amellyel a teljes
vizsgalt pH tartomany leirhatova valt. Az igy nyert stabilitdsi dllanddkat az 2. tdblazat tartalmazza,
az egyes részecskék képzodését a pH fliggvényében pedig a 7. abra mutatja be. A képz6d6 komplexek
feltételezett szerkezeteit a 8.4bra mutatja be.

2.tablazat A Ni(I1):CCNiSOD rendszerben képz6d6 komplexek stabilitasi allandoi, kiegészitve
a nativ enzimfragmens nikkel(II)-komplexeinek stabilitasi allandéival (logp).®

Részecske CCNiSOD Részecske wtNiSOD 2!
NiLH: 32,39 + 0,03 NiLH3 33,44 + 0,03
NiLH 26,63 £ 0,07 NiLH 22,22 £ 0,07
NiL 18,60 + 0,1 NiL 15,71+ 0,1
NiLH-1 8,85+ 0,1 NiLH-1 6,45+ 0,1

(@) 1=0,2 M (KCI), T = 298 K.

13
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7. abra A Ni(ll):CCNiSOD 1:1 arany rendszer komplexeinek eloszlasa a pH-fiiggvényében
(folytonos vonal), kiegészitve a 405 nm-en mért abszorbancia értékekkel (m). cnigry = 1,96 mM,

Ceenisop = 2,08 MM, T =298 K, | = 0,2 M (KCI).

Cyséb g o Cys2

o S,
:’ P Cys6 g Hz N
7/ S, N NH HN' &N
Nid! N2 e ©
T % o's
. o Cysl o
Cys6 o Cysl Cys? Cysl o

s

NiLH; NiLH NiL

8. abra A kiilonb6z6 pH-n képz6dd komplexek szerkezete.

A komplexképzddés pH~4-t61 indul egy protonalt, [NiLH2]™ sztochiometriaji komplex
megjelenésével, amelyben a fémiont az N-termindlis cisztein amino ¢és tiolat csoportja koordinalja,
amely kiegésziil a tavoli cisztein tiolat csoportjanak makrokelat kotddésével. A kotésmodot a
fotometrias titralas soran 330 nm-en jellemzé Ni—S™ t6ltésatviteli sav és a 405 nm-en megjelend d-d

atmenet bizonyitja, amely a siknégyzetes geometriaju Ni(II)-komplexekre jellemzé. (9. abra)

14
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9. abra A Ni(Il):CCNiSOD 1:1 aranyu rendszer pH-fiiggé UV-lathato spektrumai. Ccenisop = 2,08
mM, cnign=1,96 mM, I =1cm, T =298 K.

A pH-fiiggd CD spektrumokat a 10.4bra mutatja be. Ezen pH-tartoméanyban a CD spektrum is jelentds
valtozést mutat. 531 nm-en egy negativ, mig 443 nm és 365 nm-en egy-egy pozitiv Cotton-eftektust

jel, tovabba 650 nm-nél egy kisebb intenzitast pozitiv amplitadoji sav jelenik meg.

0.004

0.002 4 A

0.000
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-0.004 ~
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-0.006

400 500 600 700 800
Hullamhossz (nm)

10. abra A Ni(ll):CCNiSOD 1:1 aranyu rendszer pH-fiiggé CD spektrumai pH = 2,85 — 10,84
kozotti tartomanyban. ccenisop = 2,08 mM, cnign= 1,96 mM, T =298 K, 1 = 0,2 M (KCI).
Utobbi effektus korabbi irodalmi adatok alapjan akkor detektalhato, amikor a peptidvaz C-terminalis
végén talalhaté donorcsoportok is részt vesznek a fémion koordinacidjaban.??

A pH ndvelésével a [NiLH]?>" komplex képzdédik. Ebben a komplexben egy tjabb tiolat
csoport kotédése valosul meg és egy (NH2,3S) koordinaciés mod alakul ki. A komplex a fiziologias
pH-tartomanyban uralkodé részecske. Ezzel ellentétben a NiSOD nativ enzimfragmensnél egy

amino, amid ¢és két tiolat koordindcidos modu komplex alakul ki. Ennek megfeleléen a hisztidin

15
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cisztein aminosavra vald cseréje drasztikusan megvaltoztatja a metallopeptid komplexképzo
tulajdonsagait.

A komplex tovabbra is siknégyzetes, diamagneses karakter(i, amelyet az UV-lathaté és CD
spektroszkopia egyértelmiien igazol. A pH tovabbi novelésével a [NiL]* komplex képzédik. A
komplex mennyiségének a maximumat 9-es pH-n éri el, melyben a nativ enzim redukalt formajara
jellemzd koordinacidés mod alakul ki a peptidvaz amid nitrogénjének fémion indukalt deprotonalodasa
¢s koordinacidja altal. Kovetkezésképpen a hisztidintdl erédsebben koordinal6dé oldallancu aminosav,
vagyis a cisztein tiolatcsoportja képes az enzim redukalt formdjara jellemzd koordinacids kornyezet
kialakulasat a lugosabb pH-tartomany fel¢é tolni. A komplexre jellemz6 CD spektrum jo egyezésben
van a nativ enzimfragmens azonos koordinacidés médu nikkel(IT)-komplexének CD spektruméval,
alatamasztva a feltételezett szerkezetet. A pH tovabbi novelésével a tirozin aminosav fenolos
hidroxilcsoportjanak deprotondlodasa jatszodik le. Az ezt jellemzd egyensulyi allandé értéke (logK =
logB([NIiLT*)) - logB([NiLH-1]%)) = 9,95)) j6 egyezésben van a peptid tirozin hidroxilcsoportjanak
deprotonalddasat jellemzé savi disszociacios allando értékével (logK = 10,25). Ezek alapjan, illetve
a spektroszkopiai vizsgalatok eredményeképpen a tirozin aminosav hidroxil csoportjanak
koordinacidja nem valoszintisithetd, tehat a fémion koordinacios szféraja nem valtozik.

A tisztan vizes oldatra meghatdrozott stabilitasi allandok alapjan a MEDUSA program
segitségével szamitottuk a két ligandum nikkel(I1)-koté affinitdsat oly modon, hogy a vizsgalt
CCNIiSOD peptid, a nativ peptidfragmens (WtNiSOD) és a fémion 1:1:1 molaranyban vannak jelen.
Ily modon a két peptid nikkel kotd affinitdsa Gsszemérhetd. A fémion széles pH-tartomanyban
kotddik a CCNiSOD peptidhez, ezaltal jobb nikkel(11)-koté agens, mint a nativ enzimfragmens,

amelyet a 11. abra mutat be.

1.0

Ni-wtCC komplex

S
Ne)
S
= 05-
©
X
i~
pa
Ni-wtNiSOD komplex
0.0 T T T T T T T
4.0 6.0 8.0 10.0
pH

11. abra A CCNiSOD peptid és a wtNiSOD peptid enzimkoté affinitasanak dsszehasonlitasa. Cniqr
= 1,5 mM, ccenisop = 1,5 mM, cwinisop = 1,5 mM.
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A fiziolégias pH-n kialakult komplex rendkiviil nagy stabilitast, Osszevetve mas, NiSOD
enzimfragmensek nikkel(I1)-komplexeinek a stabilitasaval. Ezt 6sszehasonlitani legegyszeriibben a
pNi latszolagos stabilitasi allandé értékével lehet, amely figyelembe veszi az egyes enzimmodellek
eltérd bazicitasat is. Minél nagyobb a pNi értéke, az adott komplex anndl stabilabb. A kiilonb6z6
koordinacidos modu NiSOD enzimfragmensek és mutansaik pNi értékeit az 12. dbra mutatja be. Ezek
alapjan egyértelmii, hogy a CCNiSOD kiemelked6 stabilitassal képes kotni a nikkel(Il)ionokat. A
nativ enzimfragmenshez képest nagyjabol masfél nagységrenddel nétt a Ni(Il) kotd affinitas, ami

egyértelmiien a termindlis cisztein stabilitdsndveld hatdsdval magyarazhato.

pNi

wtPen wtSOD  wtSODHC wtSODHH wtSODAc wtCC

12. abra Kiilonb6z6 koordinacios modu NiSOD enzimfragmensek és mutansaik pNi értékei. Cniqiy =
10 uM, ¢ =50 uM, pH = 7,6, ahol pNi = -log[Ni(11)].*

4.3 A Ni(Il)-komplex oxidacioja
NiSOD mimetikumok esetén a redoxi ciklusban képz6dé Ni(Ill) oxidacios allapot

vizsgalatara a leggyakrabban ESR spektroszkopiat alkalmaznak, hiszen az oxidéacié eredményeképp
képz6ddé Ni(IIl) paramagneses karakter(i. Emiatt a fiziologias pH-n kialakulé Ni(II)-komplexet
kalium-szuperoxiddal oxidaltuk és az igy képz0dd koztiterméket ESR spektroszkopia segitségével
azonositottuk. A kapott ESR spektrumot az 13. dbra mutatja be. A spektrum alapjan egyértelmi, hogy
a KO indukalt oxidacié egy paramagneses, vagyis +3-as oxidacids allapotu komplex megjelenését
eredményezi. Ugyanakkor ennek az intenzitasa csekély és atfed egy masik nagyobb intenzitast
paramagneses részecske, a kalium-szuperoxid jeleivel, ami az ESR paraméterek meghatarozasat
bizonytalanitja. A spektrum leirasa a KO2 és egy Ni(Ill)-komplex figyelembevételével tortént. Az
irodalombdl ismert a KOz, mint paramagneses részecske ESR paraméterei, igy azokat rogzitve a
szimulacid soran a Ni(IIl) komplex paramétereit is meg tudtuk hatarozni. A spektrumban 300-320
mT kozott egy negativ amplitudoju jel is detektalhato, ugyanakkor ez a negativ fazisu jel semmilyen

modon nem értelmezhetd, igy azt a spektrum leirdsakor nem vettiik figyelembe.
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A kapott g paramétereket (gx = 1,956, gy = 2,041, g, = 2,087) Gsszevetve mas, az irodalomban
megtalalhaté Ni(IlI)-komplexek ESR paramétereivel, egyértelmii, hogy a parositatlan elektron a dyy
vagy a dx2y2 palyan lokalizalodik. Ezzel ellentétben a nativ enzimfragmens esetén a parositatlan
elektron a dz2 palyan talalhatdé meg. A kiilonbség az oxidalt forma kiilonb6z6 koordinacios
kornyezetével jol magyarazhatd, vagyis a dxy vagy a dxe.y2 alapallapot abban az esetben tud
megvalosulni, ha a donoratom erds © viszontkoordinacioval rendelkezik. Ezaltal a CCNiSOD esetén
a Ni(lll) formaban a kén donoratomok részvétele a koordinacios szféraban igazolhat6. A komplex

szerkezetérdl, ugyanakkor a kis intenzitas miatt, tovabbi informécié nem all rendelkezésre.

2.0

1.5
1.0
0.5 A

00 m,mm/“\/q W@W

-0.5 1

Intenzitas

-1.0
T T T T T
280 300 320 340 360 380

magneses tér (mT)

13. abra A Ni(Il):CCNiSOD fizioldgias pH-n képz6dé komplexének in situ oxidaciojabol nyert X-
savi ESR spektrum (fekete), valamint a szimulaciobol nyert Ni(lll)-komplex (kék) és KO2 (lila)
komponens ESR spektrumai. A piros illesztett spektrum, mely a Ni(lll)-komplex és KOz ESR
spektrumainak 75 — 25 szazalékaban torténd sulyozasaval nyerhetd. T =77 K.

4.4 A CCNiSOD SOD aktivitasanak mérése
A Ni(Il):CCNiSOD SOD aktivitasat klasszikus fotometrias modszerrel, az indirekt

xantin/xantin-oxidaz/NBT modszer segitségével hataroztuk meg, spektrofotometriasan, mely soran
az in situ képz6do szuperoxid gydkanion altal kivaltott NBT redukciot vizsgaltuk kiillonb6z6 komplex
koncentraciok mellett.

A CCNiSOD Ni(lT)-vel alkotott komplexe gyorsabban reagal a szuperoxiddal, mint az NBT,
kinetikai diszkriminaciot eredményezve. Elokisérletek soran megallapitottuk, hogy a komplex nem
inhibialja a xantin-oxidaz enzim miikodését, amelyrél ugy gy6zodtink meg, hogy vizsgaltuk az
uronsav képzddését a Ni(I):CCNiSOD hianyaban és jelenlétében. Teljesiilt az a feltétel is, hogy a
mimetikum nem reagalt a festékmolekulaval. A komplex nem disszocialt az adott koriillmények

kozott, amit a mar emlitett egyensuilyi vizsgalatokkal igazoltunk.
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Az egyes koncentraciokhoz tartozd inhibicio értékét a Ni(I[):CCNiSOD komplex

crcr

crer

80 1
70 - 4 o
60 -
50 4
40 -

30

Inhibicié %

20+

10+

0 T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5

c(M)x107
14. abra A kiilonb6z6 Ni(I11):CCNiSOD komplex koncentracioknal meghatarozott inhibicié mértéke

(kék, diszkrét pontok), valamint az illesztett inhibicios gorbe (piros). T = 298 K, foszfat-puffer (50
mM, pH=7,60), A=560 nm, | =1 cm.

A szamitott 1C50 érték a CCNiSOD esetén 7 + 2 pM-nek adddott, ami sszevethet6 a nativ enzim
értékével (IC50 = 5 uM), tehat a cisztein beépitése a peptidvazba (a hisztidin aminosav helyett) a
xantin/xantin-oxidaz/NBT mddszerrel meghatarozott SOD aktivitas értékét jelentésen nem
valtoztatja meg. A meghatarozott 1C50 érték segitségével jo kozelitést kaptunk a CCNiSOD, mint
NiSOD mimetikum SOD aktivitasardl, habar az igy szamitott érték fiigg az indikatorként hasznalt
molekula, jelen esetben az NBT koncentracidjatol. Emiatt szamitottuk a dizmutalasra jellemzo
sebességi egyiitthatd (Kear) értékét, amely Kear= 3,8 £ 0,2+ 10° M~1s~1-nek adodott. A nativ enzim esetén
ez az érték, Keat = 6,9+ 10° M1sL, tehat a CCNiSOD moderalt SOD aktivitast mutat.

Az IC50 érték tehat jo tajékozodo eredményt ad a komplex SOD aktivitasarol, ugyanakkor a
mérés soran nem mindig biztositottak a katalizishez sziikséges koncentracioviszonyok. Emiatt a
kutatocsoportban korabban mar sikeresen kidolgozott SOD aktivitas mérési modszert alkalmaztuk,
amelynek segitségével szekvencialis stopped-flow modszerrel kozvetleniil mérjiik 260 nm-en a
szuperoxid anion fogyésat. Az ily médon kapott kinetikai gorbéket az 15. dbra mutatja be. Az abran
jol lathato, hogy egy jelentds mértékii abszorbancia csokkenés kovetkezik be a detektalas utani elsd
5 ms-ban, amely egyértelmiien a szuperoxid anion Ni-komplex katalizalt dizmutaldodasahoz
rendelhetd. Az abszorbancia iddbeli valtozasa ezutan ugyanakkor monoton csokkenést mutat, amely
egy tovabbi, lassabb reakcidlépéshez kothetd. Irodalmi elézmények alapjan ezt a folyamatot a
komplex intramolekularis redoxi degradacidja okozza.
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15. abra A szuperoxid anion és a Ni(ll):CCNiSOD komplex kozotti reakcio kinetikai gorbéi,

melyben cnigny:cenisop = 9,86 uM (z61d), cnigry:cenisop = 4,93 uM  (kék), Cniary:cenisop = 1,98 uM

(piros), co. = 1,61 mM. A fekete gorbék minden esetben a kinetikai modell alapjan szamitott kinetikai

gorbéket mutatjdk be az adott komplex koncentraciok esetén. A kisérlet 1:1 ardnyu vizes alapa

HEPES puffer (50 mM, pH = 7,60) és DMSO oldészer keverékben tortént. A =260 nm, | =2 mm, T
=298 K.

A kinetikai gorbék leirasa a (3) — (6) reakcidegyenletek alapjan torént és az egyes részecskék idébeli
valtozasat a (7) — (11) differencial-egyenletrendszer adja meg. A gorbe illesztése ezen
egyenletrendszer segitségével tortént, ahol 260 nm-en a mért abszorbanciat kozvetleniil illesztettiik a

(12) egyenletnek megfelelden.

2H* + 20, - 0, + H,0, k4 (3)
Ni'L + 2H* + 0; - Ni''L + H,0, k, (4)
Ni'"'L + 0; — Ni''L + 0, ks (5)
Ni''L - Ni*L k, (6)
21— _k, x[05]” =k, x [NIIL][05 ] — ks x [Ni'IL][05] @)

dt 1 2 2 2 3 2
d[H,0 . —

F202] = ky x [05)% + k; x [Ni"L][0;] (8)
d[Ni'lL] . — . —

—— = —ky x [NI"L][07 ] + k5 x [Ni"'L][05] (9)
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d[NilllyL)

—— = ka X [NiI"L][05] = k5 x [Ni"ML][05 ] — k4 x [Ni*L] (10)
d[l\(;it*L] — k4 x [NiIIIL] (11)
Abs = ey X [NI'L]+ eyyqy X [NI"L]+ eyg X [Ni*L] + 95 X [03] + €4,0, X [H;0,] (12)

A kinetikai modell négy sebességi egyiitthatot foglal magaba. Ezek a szuperoxid anion
spontan diszproporcidjat (K1), a szuperoxid anion nikkel asszisztalt katalizisét (k2 és k3), valamint a
mar emlitett redoxi degradaciot (ks) jellemz6 sebességi egyiitthatok. Mivel egyensulyi kisérleteink
soran megallapitottuk, hogy a Ni(Il) komplex stabilis ilyen koriilmények kozott, ezért feltételezziik,
hogy a Ni(lll)-al alkotott komplex vesz részt a redoxi degradacioban, az igy keletkezett komplex(ek)
egyelére még nem definialt, ezaltal Ni'-ként hivatkozunk ra. Fiiggetlen kisérletekben meghataroztuk
a SOD aktivitas vizsgalatok koriilménye kozott a kiindulasi Ni(IT)-komplex molaris abszorbancidjat,
valamint a reaci6 végén keletkezd termék(ek) molaris abszorbanciajat. Az igy nyert, illetve a kinetikai
gorbék illesztésébdl szamitott paramétereket a 3.tablazat tartalmazza.

A szamitott koncentracioeloszlasi gorbe (16.abra) alapjan lathatdo, hogy a nativ
enzimfragmenshez hasonléan, a Ni(ll)-komplex nagyobb koncentracidban van jelen, mint a Ni(III)-
komplex, ami kedvez a dizmutalasi reakcionak. Ugyanakkor a nativ enzimfragmens nikkel-
komplexével ellentétben az intramolekularis redoxi degradacié gyorsabb, amelynek terméke a Ni’,
amely katalitikusan nem aktiv. Fontos megjegyezni, hogy a reaktansok sszekeverését kovetd elso 5
ms-ban a kiindulasi szuperoxid anion 75%-a a komplex asszisztalt uton dizmutalddik, amely igen

hatékony katalizist jelent.
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3.tablazat A Ni(Il):CCNiSOD ¢és KO, kozotti reakcido sebességi egyiitthatdi és molaris
abszorbancia értékei.®

Paraméter CCNiSOD wtNiSOD*® Mértékegység
k,? 3,84 x 10* 3,84 x 10* Mg
k, (6,6 +0,6) x 107 9,6 x 107 Mgt
ks (1,6 £ 0,4) x 108 1,72 x 108 Mgt
k, 1310+ 90 258 + 2 st
Enian (1,33 £0,03) x 10* 1,48 x 10* M-tcm™
Eni(in (1,7 £0,3) x 10* 2,44 x 10* M-cm
Eni*? 6180 + 70 1,8 x 10* M-icm™
£0;° 2686 2686 M-cm
€H,0," 38 38 M-icm™

(@) A Kinetikai gorbék illesztése soran rogzitett értékek.

¢, (M)x107°

0.00 0.01 ' 0.02 ' 0.03
1d6 (s)
16. abra A Ni(Il):CCNiSOD és KO2 kozotti reakcioban képz6do részecskék koncentracioi az id6

figgvényében. Fekete gorbével a szuperoxid gyokanion, zolddel a Ni(Il), pirossal a Ni(IIl), mig
kékkel a Ni” komplex koncentracioi lathatoak. Cnigry.conisop = 9,86 uM, co, = 1,61 mM.
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5. OSSZEFOGLALAS

A NiSOD egy, a cianobaktériumokban megtalalhaté enzim, amelynek feladata az oxigén
metabolizmusa soran képzddd szuperoxid anion diszproporcios reakciojanak katalizise molekuléris
oxigénné ¢és hidrogén-peroxidda.

A munkam soran célkitlizésem az axialis hisztidin szerepének vizsgalata volt egy olyan
NiSOD mimetikum segitségével, amely az N-terminalis hisztidin helyett cisztein aminosavat
tartalmaz (CCNiSOD).

A cisztein mutaciot tartalmazd peptid sav-bazis folyamatainak megismerése és a savi
disszociacios allandok, valamint a nikkel(ll)-ionnal alkotott fémkomplexek stabilitasi allanddinak
meghatirozasa utan javaslatot tettiink a vizes oldatban képz6d6 komplexek koordinaciés modjaira.
Ezek alapjan fiziolégias pH-n a [NiLH]* komplex a dominans részecske, melyben (NH2,3S)
koordinaciés moda komplex alakul Ki. Ez a szerkezet eltér a nativ NiSOD fiziologias pH-n képz6dé
nikkel(1l)-komplexének koordinaciés modjatol. A peptid nagy stabilitassal képes kotni a
nikkel(Il)ionokat szé¢les pH-tartomanyban. A nativ enzimfragmenshez képest a Ni(IT) kot6 affinitas
jelentdsebb, ami egyértelmiien a termindlis cisztein koordinacidjaval, igy stabilitasndveld hatasaval
magyarazhatd. A cisztein aminosav beépitése a terminalis hisztidin helyére tehat megvaltoztatta a
metallopeptid komplexképzo tulajdonsagait. A CCNiSOD esetén a nativ enzimfragmensre jellemzo
koordinacids kornyezet csak lagos pH-tartomanyban alakul ki, igy a hisztidin kulcsfontossadgu
szerepet tolthet be az enzim redukalt formajaban az aktiv centrum kialakitdsaban is.

A CCNIiSOD fiziologias pH-n kialakult komplexének in situ oxidacidja a megfelelé Ni(III)-
komplexet eredményezte, amelyrdl elmondhato, hogy mindharom kén donoratom jelen van a Ni(I1I)
koordinacids szférajaban. Ezt a fajta erés n viszontkoordinacidt ESR spektroszkopidval igazoltuk.

A komplex SOD aktivitas vizsgalata a kutatocsoport altal kifejlesztett stopped-flow technika, illetve
a klasszikus xantin/xantin-oxidaz/NBT modszer segitségével tortént. A komplex jelentdsen gyorsitja
a szuperoxid anion bomlasat.

A kapott eredmények alapjan a cisztein beépitése nincs jelentds hatassal a dizmutalodasi
reakcio sebességére. A szamitott IC50 érték, valamint a sebességi egyiitthatdo (Keat) alapjan a
CCNiSOD a nativ enzimfragmenssel 0Osszevetheté SOD aktivitast mutat. A szamitott
koncentracideloszlasi gorbe alapjan a dizmutalasi reakci6 soran a Ni(II)-komplex a nativ enzimhez
hasonléan nagyobb koncentracioban van jelen, mint a Ni(Il)-komplex, ami kedvez a dizmutalasi
reakcionak, ugyanakkor a nativ enzimmel ellentétben egy gyors intramolekuléris redoxi degradaciot

szenved és ezaltal a katalizis megsziinik.
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