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Metalloenzimek szerkezeti és funkciondalis modellezése

BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A bioldgiai rendszerekben a kémiai reakcidk legnagyobb része katalizator
jelenlétében megy végbe. Ezek a katalizatorok specifikus tulajdonsagu fehérjék,
amelyeket enzimeknek neveziink. Minden enzimre egyarant jellemzé a
specifitas és a katalitikus képesség, amely azt jelenti, hogy csak egy bizonyos
kémiai reakciot segitenek eld, és a legtobb esetben azt is csak megfeleld
koriilmények (pH, hdmérséklet stb.) kozott. Az enzimek jelentds része 1ényeges
alkotéelemként fémiont tartalmaz. Az aktiv centrumukban fémiont tartalmazo
enzimeket Osszefoglaléan metalloenzimeknek nevezziik. A metalloenzimekben
jelenlévé fémion az enzimmolekula része, a fém és a fehérje sztochiometrikus
aranya meghatarozott érték. Fiziologias koriilmények kozott a fémion nem
szakad ki a metalloenzimbdl, ha azonban eltavolitjuk beldle, az enzim elveszti
aktivitasat.

A metalloenzimek kozott taldlunk olyan tulajdonsaguakat, amelyek
valamilyen redoxireakciot katalizalnak az €16 szervezetben. Ilyenek példaul a
szuperoxid dizmutaz, a katecholaz, a katalaz és a peroxidaz enzimek. A redoxi
tulajdonsagu enzimek aktiv centrumaban olyan fémionok taldlhatéak, amelyek
maguk is redoxi tulajdonsdgokkal birnak. Ilyen fém példaul a vas, a réz, a
mangan. A fentemlitett enzimeknek fontos szerepe van a szervezetben keletkezd
reaktiv oxigénrészecskék (ROS) lebontasdban. A reaktiv oxigénrészecskék kozé
tartozik példaul a hidrogén-peroxid, illetve a szuperoxid- és hidroxilgyok is.

Munkank soran célul tiiztiik ki metalloenzimeket modellezé fémkomplexek
eloallitasat, illetve azok immobilizalasat szervetlen hordozékon. Elozetes
reményeink szerint a hordoz6 (az immobilizalas nyujtotta eldnyokon tal) képes
legalabb részben betdlteni a természetes enzimben taldlhatdo fehérjeldnc
szerkezetkialakitd hatdsat. Vizsgalataink kozéppontjdban egy réz(Il)- ¢és
cink(IT)ionokat tartalmazo kétmagva komplex, a réz(Il)-dietiléntriamin-p-

imidazolato-cink(I11)-trisz(2-aminoetil)amin (a késobbiekben Cu,Zn-komplex)
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allt, amelyben a két fémiont imidazolatohid koti 0Ossze. Emellett
tanulmanyoztunk jonéhany kisebb molekulatomegii fémkomplex hasonlo
tulajdonsagait, amelyek vagy a Cu,Zn-komplexet felépitd részrendszerek kozé
tartoztak (Cu(Il)-dietiléntriamin, Cu(II)-dietiléntriamin-imidazol, Cu(II)-trisz(2-
aminoetil)amin, Cu(Il)-trisz(2-aminoetil)amin-imidazol), vagy egyéb, bioldgiai
szempontbdl fontos ligandumot, illetve fémiont tartalmaztak (Cu(II)-hisztidin).
A megfelel6 tulajdonsagok 0Osszehasonlitasa sok esetben megkonnyitette a

Cu,Zn-komplex kémiai viselkedésének magyarazatat.
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A réz(ll)-dietiléntriamin-u-imidazolato-cink(Il)-trisz(2-aminoetil)amin komplex
szerkezete

ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Az oldategyensulyi vizsgélatok soran pH-potenciometriai titralas adatai
alapjan szamitottuk ki (Psequad és Superquad programok segitségével) a vizes
kozegben keletkezd részecskék Osszetételét, illetve stabilitasi allandoik
szamértékét. A kérdéses komplexek szerkezetét UV-Vis és ESR spektroszkopiai
modszerekkel tanulmanyoztuk. Tomegspektrometriai (ESI- és MALDI-MS)
mérésekkel hataroztuk meg az egyes rendszerekben képzddé komplexek
molekulatomegét. Az anyagok elektrokémiai viselkedését a ciklikus
voltammetria modszerével tanulmanyoztuk.

Az  immobilizdlt  komplexek  fémiontartalmat  atomabszorpcios

spektrofotometridval hatdroztuk meg. Az immobilizalds sikerességét,
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illetve a szilard anyagok szerkezetét a kovetkezd mddszerekkel vizsgaltuk: BET
fajlagos feliilet meghatarozas, FT-IR és ESR spektroszkdpia, termikus (TG,
DTA) vizsgalatok.

A potencidlisan enzimutanz6 vegyiiletek szuperoxid dizmutdz, katechol

oxidaz és kataldz aktivitasat tesztreakciokkal tanulmanyoztuk.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Oldategvensulyi vizsgalatok

1. A pH-potenciometriai titralasok soran meghataroztuk a Cu,Zn-komplexet
alkoto ligandumok protonalddasi allandoinak szdmértékét, illetve vizsgaltuk az
otkomponensii rendszerben ¢s alrendszereiben képz6dé komplexmolekulak
Osszetételét, és kiszamitottuk stabilitdsi allandoik értekét. Az eredmények
alapjan azt mondhatjuk, hogy vizes oldatban 7—-11 pH-értékek k6zott dontden az
imidazolatohidas szerkezetli forma, illetve annak deprotondlt valtozata fordul

eld az 6tkomponensii rendszerben.

2. Ezt az eredményt megerdsitették a pH-fliggd ESR- ¢és UV-Vis
spektroszkopiai mérések is. Az elobb emlitett két modszer segitségével
meghataroztuk a rendszerben képz6dd részecskék oldatbeli szerkezetét.
Megallapitottuk, hogy a  semleges-lugos  tartomanyban  képzd6dd
imidazolatohidas részecskéhez két izomerszerkezet rendelhetd, a koordinalodo

nitrogénatomok elhelyezkedésétdl fliggden.

3. Tomegspektrometriai modszerekkel 1s (MALDI- és ESI-MS) jellemeztiik
a Cu,Zn-komplexet, illetve a részrendszereiben képzddé molekuldkat.

Meghataroztuk molekulatomegiiket €s fragmentacios lehetdségeiket.

4, Az oldategyensilyi mérések végsd 1épésében jellemeztik a

modellvegyiiletek elektrokémiai tulajdonsagait, moddszerként a ciklikus
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voltammetriat alkalmazva. A vizsgalatok sordn tanulményoztuk a Cu,Zn-
komplex elektrokémiai viselkedésének pH-fiiggését, illetve ezen tulajdonsagait
osszehasonlitottuk egyes alrendszerei hasonld jellemzdivel. A mérési
eredmények ebben az esetben is igazoltdk a Cu,Zn-komplex jelenlétét pH = 7
érték felett az oldatban, illetve azt is megéllapitottuk, hogy a Cu,Zn-komplex
megfeleldéen negativ potenciallal rendelkezik a szuperoxid-gyokanionok sikeres

dizmutalasahoz.

Vizsgalatok szilard fazisban

5. A Cu,Zn-komplex molekulat immobilizaltuk montmorillonitban (Mont—i—
Cu,Zn), illetve szilikagélen. Szilard matrixként agyagasvanyt alkalmazva a
hordozd ioncsere-kapacitasdnak megfeleld elektrosztatikus kolcsonhatasok
segitségével rogzitettik a komplexmolekuldt a matrix rétegei kozott. A
szilikagél esetében az immobilizalast hidrogénhid-kdlcsonhatasok segitségével
(SG—h—Cu,Zn), illetve kovalens rogzitési modszer alkalmazasaval (SG—c—
Cu,Zn) végeztiik el. Az immobilizalas sikerességét igazoltuk (atomabszorpcids
spektrofotometria, BET feliiletmérések, FT-IR spektroszkopia), illetve a
katalizatorok  tulajdonsigait  tobbféle modszerrel jellemeztik (ESR

spektroszkopia, termikus mérések).

6. ESR spektroszkopiai vizsgalataink szerint a Cu,Zn-komplex jelentdsebb
szerkezetvaltozas nélkiil kotédott meg a montmorillonit rétegei kozott, mig
szilikagélen mind hidrogénhidas, mind kovalens rogzités soran kétféle
szerkezetii réz(I)komplexet detektaltunk a katalizatorok feliiletén. Az ESR
paraméterek alapjan azt mondhatjuk, hogy ezeknél az anyagokndl az
immobilizalt molekula geometriai torzulast szenved. Az SG-h—Cu,Zn esetében a
nagyobb mértékben eléforduld részecske szerkezete, az ESR paraméterek
alapjan, jobban hasonlit a természetes Cu,Zn-SOD enzim aktiv centruméhoz,

mint a hordoz6 nélkiili Cu,Zn-komplex.
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7. Termoanalitikai (TG, DTA) méréseink szerint a szilikagélen rogzitett
katalizatoraink termikusan stabilisabbak, mint a Mont-i—Cu,Zn és a Cu,Zn-

komplex, amelyek 300 °C koriil robbanasszeriien elbomlanak.

Az anvyagok katalitikus aktivitasa

8. Anyagaink - mind a hordozo nélkiili komplexek, mind immobilizalt
valtozataik - mutattak szuperoxid dizmutdz aktivitast. Bar az aktivitdsok
elmaradtak a természetes enzimétdl, azonban mindegyik anyag - megfelelden
nagy koncentracidban - a tesztreakcidban keletkezd szuperoxid-gyokok 80-90
%-at dizmutalta. Megallapitottuk, hogy az immobilizdlas a hidrogénhidas
rogzités (SG-h—Cu,Zn) esetében jelentds aktivitdsnovekedéssel jart. A
jelentkezd kozel tizszeres aktivitasnovekedést a természetes enzimhez hasonlo

szerkezet kialakuldsaval magyaraztuk.

0. A katechol oxidaz tesztreakcid sordn szintén mindegyik anyag esetében
aktivitast tapasztaltunk. A Cu,Zn-komplex immobilizdldsa minden esetben
aktivitasndvekedést eredményezett, és itt is a szilikagélen hidrogénkotésekkel

rogzitett Cu,Zn-komplex bizonyult a legaktivabbnak.

10. A Cu,Zn-komplex, illetve immobilizalt valtozatai nem mutattak katalaz
aktivitast az alkalmazott tesztreakcid koriilményei1 kozott, azaz a komplex sem

szerkezeti, sem miikddési szempontbol nem jo6 katalaz modell.
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