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BEVEZETÉS ÉS CÉLKITŰZÉSEK

A biológiai rendszerekben a kémiai reakciók legnagyobb része katalizátor

jelenlétében megy végbe. Ezek a katalizátorok specifikus tulajdonságú fehérjék,

amelyeket enzimeknek nevezünk. Minden enzimre egyaránt jellemző a

specifitás és a katalitikus képesség, amely azt jelenti, hogy csak egy bizonyos

kémiai reakciót segítenek elő, és a legtöbb esetben azt is csak megfelelő

körülmények (pH, hőmérséklet stb.) között. Az enzimek jelentős része lényeges

alkotóelemként fémiont tartalmaz. Az aktív centrumukban fémiont tartalmazó

enzimeket összefoglalóan metalloenzimeknek nevezzük. A metalloenzimekben

jelenlévő fémion az enzimmolekula része, a fém és a fehérje sztöchiometrikus

aránya meghatározott érték. Fiziológiás körülmények között a fémion nem

szakad ki a metalloenzimből, ha azonban eltávolítjuk belőle, az enzim elveszti

aktivitását.

A metalloenzimek között találunk olyan tulajdonságúakat, amelyek

valamilyen redoxireakciót katalizálnak az élő szervezetben. Ilyenek például a

szuperoxid dizmutáz, a katecholáz, a kataláz és a peroxidáz enzimek. A redoxi

tulajdonságú enzimek aktív centrumában olyan fémionok találhatóak, amelyek

maguk is redoxi tulajdonságokkal bírnak. Ilyen fém például a vas, a réz, a

mangán. A fentemlített enzimeknek fontos szerepe van a szervezetben keletkező

reaktív oxigénrészecskék (ROS) lebontásában. A reaktív oxigénrészecskék közé

tartozik például a hidrogén-peroxid, illetve a szuperoxid- és hidroxilgyök is.

Munkánk során célul tűztük ki metalloenzimeket modellező fémkomplexek

előállítását, illetve azok immobilizálását szervetlen hordozókon. Előzetes

reményeink szerint a hordozó (az immobilizálás nyújtotta előnyökön túl) képes

legalább részben betölteni a természetes enzimben található fehérjelánc

szerkezetkialakító hatását. Vizsgálataink középpontjában egy réz(II)- és

cink(II)ionokat tartalmazó kétmagvú komplex, a réz(II)-dietiléntriamin-µ-

imidazolátó-cink(II)-trisz(2-aminoetil)amin (a későbbiekben Cu,Zn-komplex)
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állt, amelyben a két fémiont imidazolátóhíd köti össze. Emellett

tanulmányoztunk jónéhány kisebb molekulatömegű fémkomplex hasonló

tulajdonságait, amelyek vagy a Cu,Zn-komplexet felépítő részrendszerek közé

tartoztak (Cu(II)-dietiléntriamin, Cu(II)-dietiléntriamin-imidazol, Cu(II)-trisz(2-

aminoetil)amin, Cu(II)-trisz(2-aminoetil)amin-imidazol), vagy egyéb, biológiai

szempontból fontos ligandumot, illetve fémiont tartalmaztak (Cu(II)-hisztidin).

A megfelelő tulajdonságok összehasonlítása sok esetben megkönnyítette a

Cu,Zn-komplex kémiai viselkedésének magyarázatát.
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A réz(II)-dietiléntriamin-µ-imidazolátó-cink(II)-trisz(2-aminoetil)amin komplex
szerkezete

ALKALMAZOTT VIZSGÁLATI MÓDSZEREK

Az oldategyensúlyi vizsgálatok során pH-potenciometriai titrálás adatai

alapján számítottuk ki (Psequad és Superquad programok segítségével) a vizes

közegben keletkező részecskék összetételét, illetve stabilitási állandóik

számértékét. A kérdéses komplexek szerkezetét UV-Vis és ESR spektroszkópiai

módszerekkel tanulmányoztuk. Tömegspektrometriai (ESI- és MALDI-MS)

mérésekkel határoztuk meg az egyes rendszerekben képződő komplexek

molekulatömegét. Az anyagok elektrokémiai viselkedését a ciklikus

voltammetria módszerével tanulmányoztuk.

Az immobilizált komplexek fémiontartalmát atomabszorpciós

spektrofotometriával határoztuk meg. Az immobilizálás sikerességét,
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illetve a szilárd anyagok szerkezetét a következő módszerekkel vizsgáltuk: BET

fajlagos felület meghatározás, FT-IR és ESR spektroszkópia, termikus (TG,

DTA) vizsgálatok.

A potenciálisan enzimutánzó vegyületek szuperoxid dizmutáz, katechol

oxidáz és kataláz aktivitását tesztreakciókkal tanulmányoztuk.

ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK

Oldategyensúlyi vizsgálatok

1. A pH-potenciometriai titrálások során meghatároztuk a Cu,Zn-komplexet

alkotó ligandumok protonálódási állandóinak számértékét, illetve vizsgáltuk az

ötkomponensű rendszerben és alrendszereiben képződő komplexmolekulák

összetételét, és kiszámítottuk stabilitási állandóik értékét. Az eredmények

alapján azt mondhatjuk, hogy vizes oldatban 7–11 pH-értékek között döntően az

imidazolátóhidas szerkezetű forma, illetve annak deprotonált változata fordul

elő az ötkomponensű rendszerben.

2. Ezt az eredményt megerősítették a pH-függő ESR- és UV-Vis

spektroszkópiai mérések is. Az előbb említett két módszer segítségével

meghatároztuk a rendszerben képződő részecskék oldatbeli szerkezetét.

Megállapítottuk, hogy a semleges-lúgos tartományban képződő

imidazolátóhidas részecskéhez két izomerszerkezet rendelhető, a koordinálódó

nitrogénatomok elhelyezkedésétől függően.

3. Tömegspektrometriai módszerekkel is (MALDI- és ESI-MS) jellemeztük

a Cu,Zn-komplexet, illetve a részrendszereiben képződő molekulákat.

Meghatároztuk molekulatömegüket és fragmentációs lehetőségeiket.

4. Az oldategyensúlyi mérések végső lépésében jellemeztük a

modellvegyületek elektrokémiai tulajdonságait, módszerként a ciklikus



Metalloenzimek szerkezeti és funkcionális modellezése

4

voltammetriát alkalmazva. A vizsgálatok során tanulmányoztuk a Cu,Zn-

komplex elektrokémiai viselkedésének pH-függését, illetve ezen tulajdonságait

összehasonlítottuk egyes alrendszerei hasonló jellemzőivel. A mérési

eredmények ebben az esetben is igazolták a Cu,Zn-komplex jelenlétét pH  =  7

érték felett az oldatban, illetve azt is megállapítottuk, hogy a Cu,Zn-komplex

megfelelően negatív potenciállal rendelkezik a szuperoxid-gyökanionok sikeres

dizmutálásához.

Vizsgálatok szilárd fázisban

5. A Cu,Zn-komplex molekulát immobilizáltuk montmorillonitban (Mont–i–

Cu,Zn), illetve szilikagélen. Szilárd mátrixként agyagásványt alkalmazva a

hordozó ioncsere-kapacitásának megfelelő elektrosztatikus kölcsönhatások

segítségével rögzítettük a komplexmolekulát a mátrix rétegei között. A

szilikagél esetében az immobilizálást hidrogénhíd-kölcsönhatások segítségével

(SG–h–Cu,Zn), illetve kovalens rögzítési módszer alkalmazásával (SG–c–

Cu,Zn) végeztük el. Az immobilizálás sikerességét igazoltuk (atomabszorpciós

spektrofotometria, BET felületmérések, FT-IR spektroszkópia), illetve a

katalizátorok tulajdonságait többféle módszerrel jellemeztük (ESR

spektroszkópia, termikus mérések).

6. ESR spektroszkópiai vizsgálataink szerint a Cu,Zn-komplex jelentősebb

szerkezetváltozás nélkül kötődött meg a montmorillonit rétegei között, míg

szilikagélen mind hidrogénhidas, mind kovalens rögzítés során kétféle

szerkezetű réz(II)komplexet detektáltunk a katalizátorok felületén. Az ESR

paraméterek alapján azt mondhatjuk, hogy ezeknél az anyagoknál az

immobilizált molekula geometriai torzulást szenved. Az SG–h–Cu,Zn esetében a

nagyobb mértékben előforduló részecske szerkezete, az ESR paraméterek

alapján, jobban hasonlít a természetes Cu,Zn-SOD enzim aktív centrumához,

mint a hordozó nélküli Cu,Zn-komplex.
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7. Termoanalitikai (TG, DTA) méréseink szerint a szilikagélen rögzített

katalizátoraink termikusan stabilisabbak, mint a Mont–i–Cu,Zn és a Cu,Zn-

komplex, amelyek 300 oC körül robbanásszerűen elbomlanak.

Az anyagok katalitikus aktivitása

8. Anyagaink - mind a hordozó nélküli komplexek, mind immobilizált

változataik - mutattak szuperoxid dizmutáz aktivitást. Bár az aktivitások

elmaradtak a természetes enzimétől, azonban mindegyik anyag - megfelelően

nagy koncentrációban - a tesztreakcióban keletkező szuperoxid-gyökök 80-90

%-át dizmutálta. Megállapítottuk, hogy az immobilizálás a hidrogénhidas

rögzítés (SG–h–Cu,Zn) esetében jelentős aktivitásnövekedéssel járt. A

jelentkező közel tízszeres aktivitásnövekedést a természetes enzimhez hasonló

szerkezet kialakulásával magyaráztuk.

9. A katechol oxidáz tesztreakció során szintén mindegyik anyag esetében

aktivitást tapasztaltunk. A Cu,Zn-komplex immobilizálása minden esetben

aktivitásnövekedést eredményezett, és itt is a szilikagélen hidrogénkötésekkel

rögzített Cu,Zn-komplex bizonyult a legaktívabbnak.

10. A Cu,Zn-komplex, illetve immobilizált változatai nem mutattak kataláz

aktivitást az alkalmazott tesztreakció körülményei között, azaz a komplex sem

szerkezeti, sem működési szempontból nem jó kataláz modell.
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