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Bevezet6s

A katalizi ltorkutati is i i l taldnos c6lja olyan anyagok kdszftdse, melyek nagy
aktivitzissal 6s szelektivit6ssal rendelkeznek. A c6l el6r6se 6rdek6ben a kutat6k tobbf6le
m6dszerrel prcibdlkoznak. Egy ig6retes frt lehet a termdszet leghat6sosabb katalizi itorainak
az, entimek aktfv centrumainak lemiisoli isa [ ].

Az elo organizniusok tobb ezer enzimet tar ta lmaznak alapvetoen Lvz osszes
elk6pzelheto k6miai reakci6ra. Biir aktivitdsLrk 6s szelektivitdsuk felLilrnflhatatlannak
li itszik, fgy direkt laborat6riurni alkalmaziisurk k6zenfekvonek ti inhet, azonban nagyon
€rzdkenyek a kis6rleti koriilm6nyekre, sz(ik nyomils- 6s hom6rs6klettartom6nyban, valamint
.s<itartalmfr vizes oldatbarr mtikodnek optimii l isan. Ezeket a hdtr6nyokat kikiiszobolhetj i ik
vagy rigy, hogy az enzimet rogzftjtik kiilonf6le hordoz6kra olyan m6dszerekkel, hogy a
hordoz6rnentes enzim aktivitdsa 6s szelektivitdsa megmaradjon [2-61, vagy frgy. hogy nern
az enzimet, hanem csupdn aktfv centrurmdnak fr-rnkciondlis vagy szerkezeti modell j6t
i rnmobi l iz i i l . iuk [7-10] ' .  Az i rnmobi l izdlas tor t6nhet ( i )  adsz-orpci6val  vagv hidrogenhid-
kot6ssel ,  ( i i )  e lektrosztat ikus kot6ssel  ( ioncser6vel)  vagy ( i i i )  kovalens kotdssel .  Kor6bban
mdr kipr6briltdk ezeket a m6dszereket feli"i leten rogzftett 16z-anrinosav komplexek
k6szit6sekor. A legobban kontrolldlhat6nak a kovalens kdt6ssel vaki rogz-ftes bizonyult,
old6szerkdnt a 2-propanolt tali i l t6k legmegfelelobbnek.

Funkciondlis modellez6s eset6n nem mdsoljuk le f-emion kornyezet6t, hanem olyan
l igandumokat keresi ink,  melyekkel  az enzimhez hasonl6an mrikodik a model lkomplex.
Szerkezeti modellez6skor pedig arra t6rekszlink, hogy az enzim aktfv centrunrdt min6l
pontosabban Lrtdnz6 rnodel lvegyLi leteket alaki tsunk ki .  Mindk6t rnegkOzel i t6st  sokan
alkalmazzdk szerte a vildgon, 6s mindk6t megkdzelftes hozott mdr l ' igyelemremelt6
eredm6nyeket.

Az €n munkdm c6lja az volt, hogy kdtfajta SOD enzim (Cr.r,Zn-SOD enzim 6s Ni-
SOD enzim) aktfv centrumdnak szerkezeti modell jeit rogzftsem modosftott szil ikag6lre
kovalens kdt6ssel. Infravords spektroszk6pia segits696vel meghatdrozzam a feliileten
rogzftett komplexek lehets6ges szerkezetdt. VdgezetLil m6ryem meg SOD aktivit6sukat egy
biokdmiai reakciti (metionin-riboflavin-NBT reakci6) segfts6gdvel. A szerkezeti modell
kialakfti isdnirl f igvelembe vetti"lk, hogy a SOD enzimek aktiv centrumdban tdbbf6le
aminosav van, a hiszt id in rnindig r6sze az akt iv centrumnak, 6s ezen kfvt i l  is  o lyan
aminosavakat vdlasztot tLrnk tobbnyire,  arnelyek megtaldlhat6k az i l leto SOD enzim akt iv
centrr,rmdban vagy annak kozeldben.
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Kfs6rleti

Munkdm sordn kl6rpropi lezett szi l ikag6len kovalens kotdssel rogzftettem kl i ldnbdzo
vddett aminosavakat. A reakci5k i tz N-vddett aminosavak esetdn lszterk€pzoddssel, a C-
v6dettekn6l pedig N-alki lez6shez hason16 folyamattal mentek v6gbe. Az i iminosavak
felt i letre kcit6s6t kovetoen a f6mion-aminosav komplexek kialakit i isr i t  v€geztem el,
l igandumban sze96ny (csak felLi leten kotott aminosav-szdrmaz6kok vehettek 16szt a
komplexkdpzod6sben) 6s l igandLrmban gazdag (a szint€ziselegy tartalmazott felLi letre nenr
kotott aminosav-szdrmaz6kokat is) kort i lm6nyek kdzott.  Egyfajta 6s vegyes l igandumri

immobil izr i l t  f6m-aminosav komplexeket i i l l f tottam elo. Az, egyfalta l igandLrmot tartalmaz6

fel i i leten rogzitett  f6mion-aminosav komplexek k6szftdsekor l igandumk6nt L-cisztern-
met i leszter t  vagy L-c isz t in-met i l6szter t  haszndl tam,  a  kozpont i  f6mion Cr" r ( l I )  vagy Ni ( l I )
volt .  A feltr let i  komplexek kialakftdsa sordn eloszor a v6dett aminosavat ki i tottem a
felLi letre, ezutdn a konrplexkdpz€s kOvetkezett l igandLrnrszeg€ny 6s l igandunrgazdag
kornyezetben. Vegyes l igandr-rmfr keverdkkomplexeket k6tf6le m6dszerrel dl l i tott i im elo.
Az "A"  m6dszer  eset6n l : l  m6lardnyf r  megfe le loen v6det t  aminosavkever6ket  koto t tem a
fe l l i le t re ,  majd l igandumszeg6ny 6s l igandumgazdag (  l : l  m6lardny)  keverdkkomplexet
hoztam l6 t re .  A "B"  m6dszer  eseten az egy ik  v6det t  aminosavat  immobi l izd l tam,  majd a
megfelelo f6ms6 oldat6ban kialakitottam a fel i i let i  komplexet, v6gi i l  a nidsik aminosav
felesleg6nek hozzdadasdval eloi i l l f tottam a kever6kkomplexet. A r6zkornplexek
elod l l f t i i s6hoz r -butox ikarboni l -L- t i roz in t .  r -butox ikarboni l -L-h isz t id in t ,  L- t i roz in-
met i16szter t ,  L-h isz t id in-met i l6sz- ter t ,  a  n ikke lkomplexek e lod l l f tdsd 'hoz l -br " r tox ikarboni l -L-
h isz t id in t ,  r -butox ikarboni l -L-c isz te in ,  L-h isz t id in-met i l6szter ,  L-c isz te in-met i l6szter t
haszn6ltam.

A kapott mintdk IR spektrr"rmdt felvettem, a spektrumokat alapvonal-korr igdltam,

simftottam, ha szl iks6ges volt ,  a hordoz6 spektrumdt kivontam 6s a vegyes aminosav
komplexek eset6n dekonvolfci6t is alkalmaztam, ahol szLiks6ges volt .  A spektrr"rmokat
elemeztem, a megfelelo felLi leten nem kotott vddett aminosavak szink6peivel
cisszehasonlftottarn, 6s fgy valt iszint isftettem az adott koordindci6s szf6ri i t .

Az elo6l l i tott  felLi leten rogzftett  komplexek sz-uperoxid-dizmutaz aktivi t i is i i t  a

met ion in- r ibof lav in-NBT (n i t ro  b Iue te t razoI iLr rn)  teszt reakc ic iva l  v izsgdl tam.

Eredmdnyek 6s 6rt6kel6siik

S ze r k e :.e t nt e g h u t d r rt z.ti.t i r 1f ru v d r d s .; p e k t r o s :.k 6 p i ti t, u I

P6 ldak6nt  a7,  "A"  m6d.szerre l  e lod l l f to t t  ie l i - i le t re  koto t t  N i ( l I ) -C-vedet t  h isz t id in :C-
v6det t  c isz te in  vegyes l igandumr i  komplexek in f ravoros spekt rumainak e lemzeset  mutatom

be.
A kl6rpropi lezett szi l ikag6lre az N-termindl ison keresztl i l  kovalensen kotott l ik az C-

vddett aminosavaki i t ,  ez-6rt az aminocsoport nitrogdnatomja nem k6pes koordindci6ra, mivel

t f  l  kozel taki lhat6 a hordoz6 felszfn6hez. Brztos koordindl6d6 csoport a C-v6dett hiszt idin

eset6n az egy ik  imidazoln i t rogdn [11] ,  lehets6ges je lo l tek  a  karboni lox ig6n 6s az

6sztercsoport metoxioxig6nje. Az elobbi szt6rikus okok miatt val6szfnt ibb, mint az ut6bbr.

Ligandumszeg6ny kornyezetben a komplexk6,pz6,s leginkabb r lgy val6sulhat meg, hogy a

hiszt idin-rneti ldszter k6tfogfr l igandLrmkdnt koordinir lcidik a kozponti  ionhoz, mivel nincs

e169 fel i . i leten kotott aminosav egymiishoz olyan kozel, hogy egyfogfr l igandumk6nt
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tudjanak viselkedni. Ligandumban gazdag korii lm6nyek kozt az aminocsoport nitrog6nje is
szerepet j6tszik.

A C-v6dett cisztein eset6n lehets6ges komplexk6pzo csoport a tioldtcsoport
k6natomja 6s a karboniloxig6n. Ezek alapjrin val6szfn[isitheto, hogy l igandumszegdny
kcirnyezetben a C-v6dett  c isz-tein k6t fogir  l igandLrmk6nt v iselkedik 6s a karboni loxi96n
valamint a tiolatk6n tali i lhat6 a Ni(II) koordiniicit is szf6rdjdban. Ligandr.rmgazdag
kciri i lrndnyek kozdtt, i i  feleslegben adott anrinosav aminocsoporqiinak nitrogenje is szerepel.
j6tszhat a koordiniici6ban.

Az IR spektrumokat elenrezve meg6llapfthat6. hogy mindkdt C-v€dett aminosav
r6szt vesz a komplexk6pzesben ( l. r ibra).

1. 6bra FT-IR spektrumok: hisztidin-metil6szter (A), cisztein-metil6szter (B) 6s
a hordoz<in rtigzftett C-v6dett aminosav-kever6k killiinbs6gi spektruma

ligandumszeg6ny (C) 6s l igandumgazdag (D) kiirnyezetben (az ut6bbi kdt esetben a
hordoz6 spektrumft kivontam).

1600 1400 1200 1000

Wavenumber  (cm' )

Ligandumszeg6ny korii lm6nyek kozt a hisztidin-metildszter karbonilcsoportjdnak
vegydr t6krezg6se l76 l  cnr ' - ro l  1614 cm' - re  to l6dot t  e l ,  tehdt  a  karbon i lox igen b iz tosan
r6,szt  vesz a komplexk6pzdsben. Ez a c isztein-met i l6szter karboni loxigdnjdrol  is
elmondhatci .  Ez a rezg6s 1744 cm-r-rol  186 cm-'-re to l5dott  e l .  A szabad cisztein-
metil6szter spektrumiban 712 cm-r-ndl tali i lhat6 siiv a C-S rezg6shez tartozhat, mely a
ligandumszeg6,ny kornyezetben felvett spektrumban 122 cm' '-n6l jelenik meg, tehdt a
k6natom is koordindcicis hely. A l igandurmszeglny kornyezetben kapott anyag szine zold,
tehdt a Ni(II) koordin6ci6s szdma n6gy [l21. A rendelkez6slinkre i i l16 inforrndci6k szerint a
legvalSszfntibb koordin6ci6s szfera a kovetkezokdppen n6.2. ki ' .

Nrr ' idaz . lH issur lOkarhon i lH issur r 'Okarh .n i l c , ' ssur t 'Sr i . l i rCv isur r ' .  (sur l ' :  fe lL i le t re  k i j t i i t t )

A fel i ,hleten kotott,  v6dett aminosavak f-eltehetoleg k6tfogfr l igandLrmk6nt

koordini i l<idnak a kozponti  ionhoz, mivel nincs el6g felLi leten ki j tott  aminosav egymdshoz

olyan kozel, hogy egyfogri l igandumk6nt tLrdjanak viselkedni.

;i'

57



A l igandumgazdag kornyezetben felvett komplex spektrumiiban a hiszt idin-
met i ldszter  domindl ,  ami  azt  je lenthet i ,  hogy a fe les legben adot t  c isz te in-met i l6szter  nem
koordini i l6dik a kdzponti  ionhoz. A Kjeldahl m6dszerrel meghatdrozott nitrog6ntartalom
azt mutatja, hogy sokkal tobb aminosav tal i i lhat6 a mintdban, mint ami a kovalens kotessel
6s a komlexk6pz6ssel elk6pzelheto, ez€,rr az felt€,telezziik, hogy a hisztidin-metil6szter
adszorbedl6dik a feliiletre. A kapott anyag szine ebben az esetben barna, ami arra utal, hogy
a Ni(I I)  koordindci6s szdma hat [  2). A spektrumb6l megii l lapithat6, hogy a feleslegben
adott hiszt idin-meti l6szter karboniloxig6nje nem koordin6l6dik. Tobbf6le koordindci6s
kdrnyezet kdpzelheto el,  p6ldi iul  az egyik lehets€ges vari i ic i6 a kcjvetkezo:

N i m i c l l z o l H i s s L r r l O k e l h o n i l C v s s u r l ' S t i o l h t C v s s u r l N r  m i c l l z o l F { i s N i r r i d r z o t H i s N i n r i d r z o l H i s .

S t.u p e ro rid d i :ltt u t ri :. u k t iv i t ri s i m d rd s e k e re d nt i n t' e i

Minden sz,intetizfit anyag mutatott szuperoxid dizmutitz aktivit6st, de a legjobbak is
kb. mdsfdl nagys6grenddel elmaradtak az enzim aktivitasdtrl l. A l igandumszeg€,ny
kcir i i lmenyek kcizt  szintet iz i r l t  komplexek nagyobb akt iv i t i is t iak vol tak,  mint  a l igandumban
gazdag kozegben elod'l l i tott komplexek. Tulajdonk6ppen ez nem meglepo, hiszen ennek a
komplexnek a leginkiibb torzult a geometriri ja a szabad komplex6hez k6pest. Itt csak
feli i letre kotott aminosavak dllnak rendelkez6sre l igandumk6nt, a feli i leti koncentrdci6
pedig meglehetosen alacsony. A fesz-ii l tsdg csokkent6senek nagy a hajt6ereje, amely a
konrplex nagy reakt iv i tdsi iban nyi lvdnul  meg.

Az eli iSll i tott anyagok kozli l a legnagyobb szr,rperoxid dtzmutLz aktivit i ist az "A"
m6dszerrel l igandumszegdny kdrti lm6nyek kozt szintetizl lt feli i leten rogzitett Cr.r(lI)-C-
v6dett t irozin ;C-v6dett hisztidin vegyes l igandumir komplex mutatta.

OsszefoglalSs

Az IR spektroszk6piai  v izsgdlatok azt  nrutat tdk,  hogy a f6mion-aminosav
komplexek elodll itdsa minden esetben sikeres volt. Megril lapitottam, hogy az
imidazolgyiir(i nitrogdnje, a tioli i t 6s tiolcsoport k6natonrja 6s a diszLrlf id-hid k6natomjai
mindig, a karbonilcsoport oxig6nje 6s a fenoldtoxigdn igen gyakran koordindlcldik.

Minden komplex mLrtatott szuperoxid drzmuliz aktivitrist. N6melyik eg6szen
kiemelkedot, remdnyt nyrijtva arra, hogy alkalmazhat5 lesz egy6b, p6ld6ul
finomkemikdli6kat elodllftds6t c6lz6 elektrontranszfer reakci6kban az, enzimreakcidknril
szigorfrbb kdri. i lm6nyek (szerves old6szer', magasabb horndrsdklet, atmoszf6riindl nagyclbb
nyomds) koz-ott is.
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