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BIOMIMETIKUS ELEKTRONTRANSZFER KATALIZATOROK
KESZITESE
Csendes Zita, Palinko Istvan
SZTE Szerves Kémiai Tunszék, 6720 Szeged, Dom tér 8.
Bevezetés

A katalizatorkutatds dltaldnos célja olyan anyagok készitése, melyek nagy
aktivitdssal és szelektivitdssal rendelkeznek. A cél elérése érdekében a kutatdk tobbféle
mddszerrel probdlkoznak. Egy igéretes Ut lehet a természet leghatdsosabb katalizdtorainak
az enzimek aktiv centrumainak lemasolasa [1].

Az él6 organizmusok t&bb ezer enzimet tartalmaznak alapvetden az Osszes
elképzelhetd kémiai reakcidra. Bdr aktivitdsuk és szelektivitasuk feliilmiilhatatlannak
latszik, igy direkt laboratériumi alkalmazdsuk kézenfekvonek tiinhet, azonban nagyon
érzékenyek a kisérleti koriilményekre, sziitk nyomds- és homérséklettartomanyban, valamint
sétartalmi vizes oldatban mukddnek optimalisan. Ezeket a hdtranyokat kikiiszobolhetjiik
vagy dgy, hogy az enzimet rogzitjik kiilonféle hordozdékra olyan médszerekkel, hogy a
hordozémentes enzim aktivitdsa és szelektivitisa megmaradjon [2-6], vagy ugy. hogy nem
az enzimet, hanem csupdn aktiv centrumdnak funkciondlis vagy szerkezeti modelljét
immobilizdljuk [7-10]. Az immobilizdlds torténhet (i) adszorpcidval vagy hidrogénhid-
kotéssel, (ii) elektrosztatikus kotéssel (ioncserével) vagy (iii) kovalens kotéssel. Kordbban
mar kiprébaltak ezeket a modszereket felilleten rogzitett réz—aminosav komplexek
készitésekor. A legjobban kontrolldlhaténak a kovalens kotéssel vald rogzités bizonyult,
olddszerként a 2-propanolt taldltdk legmegfelelobbnek.

Funkciondlis modellezés esetén nem madsoljuk le fémion kdrnyezetét, hanem olyan
ligandumokat kerestink, melyekkel az enzimhez hasonléan mitkddik a modellkomplex.
Szerkezeti modellezéskor pedig arra toreksziink, hogy az enzim aktiv centrumdt minél
pontosabban utinzé modellvegyiileteket alakitsunk ki, Mindkét megkozelitést sokan
alkalmazzdk szerte a vildgon, és mindkét megkozelités hozott mar figyelemreméltd
eredményeket.

Az én munkam célja az volt, hogy kétfajta SOD enzim (Cu,Zn-SOD enzim és Ni-
SOD enzim) aktiv centrumdnak szerkezeti modelljeit rogzitsem modositott szilikagélre
kovalens kotéssel. Infravords spektroszkopia segitségével meghatdrozzam a felilleten
rogzitett komplexek lehetséges szerkezetét. Végezetiil mérjem meg SOD aktivitdsukat egy
biokémiai reakcié (metionin-riboflavin—-NBT reakcio) segitségével. A szerkezeti modell
kialakitdsandl figyelembe vettik, hogy a SOD enzimek aktiv centrumaban tobbféle
aminosav van, a hisztidin mindig része az aktiv centrumnak, és ezen kiviil is olyan
aminosavakat valasztottunk tobbnyire, amelyek megtaldlhatok az illeté SOD enzim aktiv
centrumdban vagy annak kozelében.
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Kisérleti rész

Munkam sordn klérpropilezett szilikagélen kovalens kotéssel rogzitettem killonbozd
védett aminosavakat. A reakcidk az N-védett aminosavak esetén észterképzddéssel, a C-
védetteknél pedig N-alkilezéshez hasonlé folyamattal mentek végbe. Az aminosavak
felilletre kotését kovetden a fémion-aminosav komplexek kialakitdsat végeztem el,
ligandumban szegény (csak feliileten kotott aminosav-szarmazékok vehettek részt a
komplexképzddésben) és ligandumban gazdag (a szintéziselegy tartalmazott feliiletre nem
kotott aminosav-szarmazékokat is) kortilmények kozott. Egyfajta és vegyes ligandumi
immobilizalt fém—-aminosav komplexeket allitottam el6. Az egyfajta ligandumot tartalmazé
felilleten rogzitett fémion—aminosav komplexek készitésekor ligandumként L-cisztein-
metilésztert vagy L-cisztin-metilésztert haszndltam, a kézponti fémion Cu(Il) vagy Ni(1l)
volt. A felilleti komplexek kialakitdsa sordn eldszor a védett aminosavat kotdttem a
felilletre, ezutan a komplexképzés kovetkezett ligandumszegény és ligandumgazdag
kornyezetben. Vegyes ligandumu keverékkomplexeket kétféle modszerrel allitottam eld.
Az "A" mddszer esetén 1:1 mdlardany( megfeleléen védett aminosavkeveréket kotottem a
feliletre, majd ligandumszegény és ligandumgazdag (1:1 mdlardny) keverékkomplexet
hoztam Iétre. A "B" modszer esetén az egyik védett aminosavat immobilizdltam, majd a
megfeleld fémso oldatdban kialakitottam a feliileti komplexet, végiil a masik aminosav
feleslegének hozzdadasaval elédllitottam a  keverékkomplexet. A rézkomplexek
elddllitdisdhoz  r-butoxikarbonil-L-tirozint,  t-butoxikarbonil-L-hisztidint,  L-tirozin-
metilésztert, L-hisztidin-metilésztert, a nikkelkomplexek eldallitdsdhoz r-butoxikarbonil-L-
hisztidint, t-butoxikarbonil-L-cisztein, L-hisztidin-metilészter, L-cisztein-metilésztert
hasznaltam.

A kapott mintdk IR spektrumdt felvettem, a spektrumokat alapvonal-korrigaltam,
simitottam, ha sziikséges volt, a hordozé spektrumdt kivontam és a vegyes aminosav
komplexek esetén dekonvoliciét is alkalmaztam, ahol sziikséges volt. A spektrumokat
elemeztem, a megfelelé feliileten nem kotott védett aminosavak szinképeivel
osszehasonlitottam, és {gy valdszinlisitettem az adott koordindcids szférat.

Az elodllitott feliileten rogzitett komplexek szuperoxid-dizmutdz aktivitdsat a
metionin—riboflavin—-NBT (nitro blue tetrazolium) tesztreakcidval vizsgaltam.

Eredmények és értékelésiik
Szerkezetmeghatdrozds infravoris spektroszkopidval

Példaként az "A" médszerrel eldallitott feliiletre kotott Ni(ID-C-védett hisztidin:C-
védett cisztein vegyes ligandumt komplexek infravoros spektrumainak elemzését mutatom
be.

A klérpropilezett szilikagélre az N-termindlison keresztiil kovalensen kotottiik az C-
védett aminosavakat, ezért az aminocsoport nitrogénatomja nem képes koordinaciéra, mivel
tdl kozel taldlhaté a hordozdé felszinéhez. Biztos koordindl6dé csoport a C-védett hisztidin
esetén az egyik imidazolnitrogén [11], lehetséges jeloltek a karboniloxigén és az
észtercsoport metoxioxigénje. Az elébbi sztérikus okok miatt valészinlibb, mint az utébbi.
Ligandumszegény kornyezetben a komplexképzés leginkabb gy valosuthat meg, hogy a
hisztidin-metilészter kétfogi ligandumként koordindlédik a koézponti ionhoz, mivel nincs
elég feliileten kotott aminosav egymdshoz olyan kozel, hogy egyfogi ligandumként
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tudjanak viselkedni. Ligandumban gazdag koriilmények kozt az aminocsoport nitrogénje is
szerepet jatszik.

A C-védett cisztein esetén lehetséges komplexképzd csoport a tioldtcsoport
kénatomja és a karboniloxigén. Ezek alapjan valdszintsithetd, hogy ligandumszegény
kornyezetben a C-védett cisztein kétfogi ligandumként viselkedik és a karboniloxigén
valamint a tiolatkén taldlhaté a Ni(Il) koordindciés szférijaban. Ligandumgazdag
koriilmények kozott a feleslegben adott aminosav aminocsoportjdnak nitrogénje is szerepet
jétszhat a koordindcioban.

Az IR spektrumokat elemezve megdllapithatd, hogy mindkét C-védett aminosav
részt vesz a komplexképzésben (1. dbra).

1. abra FT-IR spektrumok: hisztidin-metilészter (A), cisztein-metilészter (B) és
a hordozdn rogzitett C-védett aminosav-keverék kiilonbségi spektruma
ligandumszegény (C) és ligandumgazdag (D) kornyezetben (az utébbi két esetben a
hordozé spektrumat kivontam).
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Ligandumszegény kortilmények kozt a hisztidin-metilészter karbonilcsoportjanak
vegyértékrezgése 1761 ecm'-rél 1614 cm'-re tolédott el, tehdt a karboniloxigén biztosan
részt vesz a komplexképzésben. Ez a cisztein-metilészter karboniloxigénjér6l is
elmondhaté. Ez a rezgés 1744 cm’'-rél 786 cm’'-re tolédott el. A szabad cisztein-
metilészter spektrumdban 772 cm™'-nél taldlhaté sidv a C-S rezgéshez tartozhat, mely a
ligandumszegény kornyezetben felvett spektrumban 722 cm'-nél jelenik meg, tehdt a
kénatom is koordindcids hely. A ligandumszegény kornyezetben kapott anyag szine zold,
tehat a Ni(II) koordinacids szama négy [12]. A rendelkezésiinkre 4ll6 informaciok szerint a
legvaldsziniibb koordinacids szféra a kdvetkez6képpen néz ki:

NimidazoltissarrOxarvonitttissuri OkarbonilCvssuriStialacyssart- (SUrf: feliiletre kot

A felilleten kotott, védett aminosavak feltehetdleg kétfogd ligandumként
koordindlédnak a kdzponti ionhoz, mivel nincs elég feliileten kotott aminosav egymashoz
olyan kozel, hogy egyfogu ligandumként tudjanak viselkedni.
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A ligandumgazdag kornyezetben felvett komplex spektrumédban a hisztidin-
metilészter domindl, ami azt jelentheti, hogy a feleslegben adott cisztein-metilészter nem
koordindlédik a kozponti ionhoz. A Kjeldahl médszerrel meghatdrozott nitrogéntartalom
azt mutatja, hogy sokkal tobb aminosav taldlhaté a mintaban, mint ami a kovalens kotéssel
€s a komlexképzéssel elképzelhetd, ezért az feltételezziik, hogy a hisztidin-metilészter
adszorbedlodik a feliiletre. A kapott anyag szine ebben az esetben barna, ami arra utal, hogy
a Ni(Il) koordiniciés szadma hat [12). A spektrumbdl megéllapithatd, hogy a feleslegben
adott hisztidin-metilészter karboniloxigénje nem koordindlddik. Tobbféle koordindcids
kornyezet képzelhetd el, példdul az egyik lehetséges varidcié a kovetkezo:

NimidauﬂHisx‘uriOkﬂl'h<)nile<§llrfoiolxilex‘surlemxdazani\NlmidumlHlsNimidumlHis-

Szuperoxid dizmutdz aktivitdsi mérések eredményei

Minden szintetizalt anyag mutatott szuperoxid dizmutdz aktivitdst, de a legjobbak is
kb. masfél nagysdgrenddel elmaradtak az enzim aktivitdsdtél. A ligandumszegény
koriilmények kozt szintetizdlt komplexek nagyobb aktivitdstak voltak, mint a ligandumban
gazdag kozegben eldallitott komplexek. Tulajdonképpen ez nem meglepd, hiszen ennek a
komplexnek a leginkdbb torzult a geometridja a szabad komplexéhez képest. lit csak
feliiletre kotott aminosavak allnak rendelkezésre ligandumként, a felilleti koncentrdci6
pedig meglehetdsen alacsony. A fesziiltség csokkentésének nagy a hajtéereje, amely a
komplex nagy reaktivitasdban nyilvanul meg.

Az elddllitott anyagok koziil a legnagyobb szuperoxid dizmutdz aktivitdst az "A"
mddszerrel ligandumszegény koriilmények kozt szintetizdlt feliileten rogzitett Cu(ID-C-
védett tirozin;C-védett hisztidin vegyes ligandumd komplex mutatta.

Osszefoglalas

Az IR spektroszkopiai vizsgdlatok azt mutatdk, hogy a fémion-aminosav
komplexek elodllitasa minden esetben sikeres volt. Megdllapitottam, hogy az
imidazolgy(r( nitrogénje, a tioldt és tiolcsoport kénatomja és a diszulfid-hid kénatomjai
mindig, a karbonilcsoport oxigénje és a fenoldtoxigén igen gyakran koordindlddik.

Minden komplex mutatott szuperoxid dizmutdz aktivitdst. Némelyik egészen
kiemelked6ét, reményt nydjtva arra, hogy alkalmazhaté lesz egyéb, példaul
finomkemikalidkat eldallitdsat célzé elektrontranszfer reakciGkban az enzimreakcidkndl
szigonibb koriilmények (szerves oldészer, magasabb homérséklet, atmoszférandl nagyobb
nyomds) kdzott is.
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