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Mig egyes enzimek (kataldzok) a hidrogén-peroxid gyors elbontasara specializalodtak,
amellyel részt vesznek a szervezet oxidativ stressz elleni védekezésében, addig més enzimek
hidrogén-peroxidot termelnek, vagy épp felhasznaljak azt oxidacids reakciokban. E kettdsség
mintajara mesterséges modellek is elképzelhetok, amelyeknek mindkét iranyu tulajdonsaga
vizsgalhato. A kataldz modellek gyogyaszati, a hidrogén-peroxiddal végzett, Gn. bioutdnzé
reakciok (zold oxidacidk) pedig ipari szempontbdl lehetnek fontosak.

A csoportban végzett korabbi kutatdsok folytatisaként szerettiink volna olyan
ligandumparral dolgozni, amely lehetdvé teszi a karboxilat-csoportnak a fenti reakciokban
betoltott szerepének vizsgalatat. Modellvegyiiletként egymagvi atmenetifém-komplexeket
(Mn, Fe, Co, Ni és Cu) allitottunk elé, N-metilpropionat-N,N-bisz-(2-piridil-metil)-amin
(MPBMPA) és N-propionat-N,N-bisz-(2-piridil-metil)-amin (HPBMPA) ligandumok [1]
segitségével. A komplexeket infravords ¢és UV-lathatd spektroszkopiaval, ciklikus
voltammetriaval és rontgendiffrakcios mérések segitségével jellemeztiik [2].

Munkank sordn vizsgaltuk a H,O, bomlasi sebességét (kataldz modell), ill. a morin
oxid4ciojat (oxigenaz aktivitds) a komplexek jelenlétében. Osszefiigést talaltunk e két
aktivitds kozott, ami arra utalhat, hogy ugyanazon aktiv intermedierek Iépnek fel mindkét

reakcidtipusban.

[1] N. M. F. Carvalho, A. Horn, Jr., R. B. Faria, A. J. Bortoluzzi, V. Drago, O. A. C. Antunes,
Inorg. Chim. Acta 359 (2006) 4250-4258.

[2] J. S. Pap, B. Kripli, I. Bors, D. Bogdth, M. Giorgi, J. Kaizer, G. Speier, J. Inorg. Biochem.
117 (2012) 60-70.
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ROVIDITES LISTA:

HPBMPA N-propionat-N,N-bisz-(2-piridil-metil)-amin
MPBMPA N-metilpropionat-N,N-bisz-(2-piridil-metil)-amin
DMSO dimetil-szulfoxid

UV-VIS ultraibolya-lathaté spektroszkopia

IR infravords spektroszkopia

TOF atalakulési frekvencia

ROS reaktiv oxigén szdrmazékok



1. BEVEZETES

A metalloenzimek altal katalizalt reakciok mechanizmusanak megismerése a kémia és a
biologia régota kutatott teriilete. A vizsgalt enzimek kinyerése az €16 szervezetbdl azonban
bonyolult és koltséges eljaras, valamint mikodésiik kémiai Osszefliggéseinek feltarasa is
szamos problémat vet fel. Kiillonosen a metalloenzimek esetében jelent nehézséget, hogy a
nagy molekulatomegli fehérjék csekély fémtartalommal rendelkeznek, ennélfogva
spektroszkopiai  moddszerekkel csak  korlatozottan  vizsgéalhatok. Ezen problémak
kikiiszobolésének egy jol bevalt modszere a kémiai modellezés. Mesterséges modellek
tanulmanyozasan keresztiil ugyanis lehetségiink nyilhat a molekula aktiv centrumaban 1évo
fém szerepének felderitésére, mely altal kozelebb keriilhetiink az enzimkatalizis teljes korii
megismeréséhez.

Egy napjainkra kiforrott tudomanyag, a bioszervetlen kémia (biokoordinacios kémia)
mesterségesen eldallitott szerkezeti és miikddési modellek tanulmanyozasan keresztiil segit
megismerni az aktiv centrumok enzimatikus reakcidit. Ezaltal feltérképezhetdk a fémion
koordinacids dvezetében lejatszodo folyamatok és az aktiv hely spektroszkopiai jellemzdi. A
modellreakciok vizsgalata lehetOséget adhat arra is, hogy tgynevezett bioutanzo reakciokat
dolgozzunk ki, egyrészt a gyakorlati hasznositas, masrészt a homogénkatalitikus folyamatok
jobb megértése céljabol.

A hidrogén-peroxid élettani szerepét tekintve a reaktiv oxigénvegyiiletek (ROS =
reactive oxygen species) csoportjaba sorolhato €s szamos élettani folyamat Soran képzddhet.
Egyrészt karos, mivel oxidativ stresszt okoz, vagyis karosithatja a sejtalkotokat. Ezzel a
hatassal szemben a szervezet a Katalaz enzimekkel védekezik, amelyek a hidrogén-peroxidot
gyorsan ¢€s szelektiven bontjak. Masrészt az un. peroxidaz enzimek kontrollalt koriilmények
kozott szerves szubsztratumok atalakitdsahoz, mint oxidaloszert hasznositjak. Munkank soran
atmenetifém komplexek hidrogén-peroxiddal szembeni reaktivitdsat vizsgaltuk e két

enzimatikus funkcidé modellezéséhez.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Enzimek, mint biokatalizatorok

Az €10 szervezetekben minden anyag enzimreakciok sorozatan keresztiil jon létre
(anabolizmus), vagy bomlik le (katabolizmus). Még maguknak az enzimeknek a keletkezése
is tobbnyire tovabbi enzimek altal katalizalt. Az atalakuldsi folyamatok Osszességét
metabolizmusnak, vagy anyagcserének nevezziik. Enyhe koriilmények kozott az egyes kémiai
atalakuldsok nem, vagy csak csekély mértékben jatszodnak le, mivel a reakciok aktivalasi
energiaja altalaban nagy. Ezzel szemben a tapasztalatok azt mutatjak, hogy a metabolizmus
részfolyamatai €16 szervezetekben gyorsan és enyhe koriilmények kozott mennek végbe, ami
nagyszamu enzim jelenlétének koszonhetd. Az éldlényekben tehat katalizator nélkiil
gyakorlatilag nem mennek végbe kémiai reakciok. Sebességiik alapvetden a kiindulasi
anyagok koncentraciojatol, a hoémérséklettdl és a pH-tol fligg. A kiindulasi anyagok
koncentracidja a sejtben gyakran nagyon kicsi. Az enzimek az aktiv helyiikon megkotik a kis
koncentracioban jelen 1évé molekuldkat és igy novelik a reakcioban résztvevd molekuldk
talalkozasanak esélyét. Nem szabad figyelmen kiviil hagyni azt sem, hogy a fiziologids
koriilmények termikus aktivalast nem tesznek lehetdvé. Ezért a véletlenszerlien Osszeiitkdzo
molekuldk energiatartalma nem elég nagy ahhoz, hogy az Oket Osszetartd kotések
felszakadjanak, é€s helyettiikk ujak keletkezzenek. Az enzimek azzal, hogy megkotik a
kiindulasi anyagokat, kissé fellazitjadk a benniik 1évd kotéseket, igy alacsonyabb hdmérséklet,
vagyis kisebb iitkdzési energia is elegendd lehet a reakcidhoz.

A katalizatorok, és ilyen moédon az enzimek is, csak olyan reakciot gyorsitanak,
amelyek katalizator nélkiil is végbemennek. A sebességnovekedés, olyan jelentds lehet, hogy
egy gyakorlatilag alig észlelhetd reakcid is mérhetd sebességlivé valhat. Az enzimek
aminosavakbol épiilnek fel, tehat a fehérjék csaladjaba tartoznak. Molekulatomegiik 10— 500
kDa-ig valtozhat. Amennyiben csak aminosavak alkotjak, egyszerii fehérjékr6l beszéliink
(proteinek, apoenzimek), ha nem fehérje természeti részt is tartalmaznak (prosztetikus
csoport, koenzim), akkor Gsszetett fehérjékrdl (proteidek, holoenzimek) van sz6. Egy, vagy
tobb specidlis, Un. aktiv helyet tartalmaznak, melyek az enzimfunkcidért feleldsek, itt

jatszodik le egy adott reakcio katalizise. Jellemzd rajuk tovabba, hogy csak egy adott tipusu
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reakciot katalizadlnak. A katalizalt reakciok tipusa szerint az enzimek az 1. tablazatban lathaté
hat f6 csoportba sorolhatok. Az enzimek az atalakitand6 vegyliletre nézve is szelektivek. Az
adott enzimreakcidoban valtozast szenvedd vegyiiletet szubsztrdtumnak nevezziik. A
szelektivitast az enzimek (E) aktiv helyének sztérikus és elektronikus sajatsagai biztositjak.
Ezen a helyen kotédik meg és aktivalodik a szubsztratum (S). A reakcid lejatszodasat

kovetden a termékek (P) tavoznak az aktiv helyrél. Az enzimkatalizis folyamatat a 1. abra
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1.abra. Az enzimkatalizis korfolyamata.

1.tablazat. Az enzimek csoportositasa funkciojuk alapjan.

Enzimcsoport Katalizalt reakcio(k)

Hidrolazok fehérjék peptid kotésének; poliszacharidok
glikozidkotésének; zsirok, foszfatok
észterkotésének hasitasa

Oxidoreduktazok  redoxireakciok, melyek soran elektronok
vagy hidrogénatom kertil 4t egyik
molekularol a masikra

Transzferazok egy meghatarozott atomcsoport atvitele egyik
molekulérol a mésikra

Izomerazok Kiilonb6z6 atrendezédéses, izomerizacios
reakciok
Liazok a szubsztratum egy adott csoportjanak

hidrolitikus eltavolitasa

Ligazok két molekula dsszekapcsolasa




Az enzimmodelleknek alapvetden két csoportjat kiilonboztetjilk meg: szerkezeti €s
funkcionalis modelleket. Mig a szerkezeti modellek elsGsorban az aktiv hely térbeli- és
elektronszerkezetének megismerését segitik eld, addig a funkciondlis modellek esetében nem
a szerkezeti hasonlosag a meghatarozd, hanem els6sorban az enzimatikus folyamat
mechanizmusanak megértése, és ennck révén hasonld, mesterséges Kkatalitikus reakciok

kidolgozésa a cél.

2.2. A H,0O; az élo szervezetekben

A hidrogén-peroxid (bar vizes oldatban viselkedhet redukalo- és oxidaloszerként is) az
¢l6 szervezetekben oxidaloszerként jatszik szerepet. Viz képzddéséhez vezetd kételektronos
redukcidjanak standard potencialja 1,8 V, ami alapjan az erds oxidalo szerek kozé soroljak. A
szervezetben szamos vegyiilettel képes reakcidba 1épni, rdadéasul a rendkiviil reaktiv hidroxil-
gyok is beldle képzddik, amely gyakorlatilag minden sejtalkotdval elreagal. Szerepet jatszik
az Oregedési folyamatokban [1], a rdkos elvaltozasokban [2] és a legujabb feltételezések

alapjan marker-molekulaként az immunrendszer miikodésében is részt vesz [3].

2.2.1. A hidrogén-peroxid lebontasa: katalazok és modelljeik

Az aerob é¢ldlényekben a felhasznalt dioxigénhez képest akar 10%-os mennyiségben
dioxigénné a katalaz enzimek gyorsitjadk. Az emberi szervezetben talalhato egyik képviseldjiik
rontgenszerkezeti képét a 2. abra szemlélteti.

A katalazok igen jelentds szerepet jatszanak az él6lények sejtjeinek oxidativ stressz
(kéros oxidativ folyamatok) elleni védekezésében. A peroxid a szervezetben konnyen atalakul
hidroxil-gyokké és hidroxid-ionna. Ezek altalaban a sejten beliili mitokondrialis allomanyban
jelennek meg. A katalazok a szuperoxid dizmutdazok mellett szervezetiink elsé védelmi
vonalat képezik az ROS vegyiiletekkel szemben, ezzel egyiitt hozzajarulnak kiilonféle sulyos,

degenerativ betegségek (pl. rak) és a sejtoregedés megeldzéséhez.



2. abra. Az emberi szervezetben talalhato katalaz enzim szerkezete [4].

A katalazok kozott megkiilonboztetiink mangantartalma [5] (3. abra) és vastartalmi
(hem tipust kofaktort tartalmazd, 4. abra) [6] enzimeket. A Mn-tartalmu kataldz enzimeket a
Thermus thermophilus [7], a Lactobacillus plantarum [8] és a Thermoleophilum album [9]
baktériumokbdl izolaltak eldszor. A Thermus thermophilus enzimjének rontgenszerkezete
alapjan megallapitottdk, hogy az aktiv centrum két, egymastél 3,03 A tavolsagra 1évo

mangan(II)iont tartalmaz, melyek oxo- és karboxilathidon keresztiil kapcsolodnak.
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3. abra. A Thermus thermophilus-bol izolalt katalaz enzim aktiv helyének szerkezete [10].



4. abra. A Helicobacter pylori katalaz enzimének (HPC) aktiv helye a katalitkus ciklus két

fazisaban, 0X0- és akvo-ligandummal [6].

A Thermus thermophilus (Tt) és a Lactobacillus plantarum (Lp) baktériumokban
azonositott enzimekrdl kidertilt [7,8], hogy azonos alapegységbdl allo hexamer szerkezetiiek.
Minden egység (3. abra) két, hatos koordinacioji mangan(Ill)iont tartalmaz, egy oxo/hidroxo,
egy hidroxo- és egy karboxilat-hid koti 6ssze. A tovabbi koordinacids helyeken hisztidines
nitrogént, glutaminsav karboxilatcsoportjat és vizmolekulat taldlunk. A Mn-kataldzoknak
négy kiilonbozd oxidacios allapotu formajat jellemezték eddig. Ezek az allapotok: (ILII),
(LI, (L), (IILIV). Csak a (ILI) és (IILII) oxidacids allapoti formak mutattak
nagymértéki katalitikus aktivitast a H,O, bomlasi folyamataban.

A Mn-katalazok fiziologiai aktivitdsat kizarélag csak a (ILII) és (IILIII) oxidécios
allapotoknak lehet tulajdonitani. A ,,ping-pong” ciklusi mechanizmus a két egymasba
konnyen atalakithatd oxidacios allapotnak kdszonhetd az enzimatikus reakcioban A mangan-
tartalmu kataldzokrol spektroszkopiai modszerekkel megallapitottdk, hogy az enzimatikus
reakcio soran redukalt Mn(ILII), illetve oxidalt Mn(IILIII) forméban vannak jelen. A vegyes
oxidativ allapotok nem jatszanak szerepet [5].

A hem tipusu aktiv centrummal rendelkezd katalaz enzimek (ferrikataldzok, FeKat) aerob
l1étformak szinte mindegyikében eléfordulnak a mikroorganizmusoktdl az allatokon at egészen
az emberekig [11-13].

A katalaz homotetramer szerkezete négy kiilonallo, egyenként korilbeliil 60 kDa
tomegli alegységbdl all. Mindegyik alegység belsejében egy hem ferriprotoporfirin IX tipust
aktiv centrum helyezkedik el, melyhez a hidroféb feliiletli fehérjeszerkezet csak egy

fokozatosan sziikiilé atjarot biztosit a kisméretli szubsztratum szamara. A kiilonallo aktiv



centrumok muikodése térben teljesen elkiiloniilten zajlik, igy az enzim akar négy szubsztratum
atalakitasara is képes egyszerre.

A szubsztratum, miutan bekeriilt az aktiv centrum kozelébe a hidrofob feliileti atjaron
keresztiil, laza hidrogén-hid kotésekkel kapcsolodik a falat alkotd molekulakhoz, és az aktiv
centrum megiiresedéséig igy is marad. Ezutan a hidrogén-peroxid egyik oxigénje koordinativ
kotést 1étesit a fématommal, mig a masik egy hidrogénhid-kotést 1étesit a fehérjelanc His59 és
egy Asnl29 tagjaval. A koordindlodott és az aminosavak daltal polarizalt peroxid
heterolitikusan felhasad és kialakul egy oxovas-komplex, valamint egy vizmolekula. A
katalitikus ciklus kovetkezd fazisdban, a masodik peroxid oxidacidja utdn az enzim visszatér
nyugalmi allapotba. Jelenleg még nem teljesen tisztazottak a folyamat koriilményei,
valosziniileg hidrogénatom-transzfer jatssza a kulcsszerepet [6] ¢és a hidrogén-peroxid
koncentraci6 is befolyasolhatja a reakcié mechanizmusat.

A fenti enzimek nem megfeleld mikodése koros folyamatokat indithat el, amelyek
elvben a katalazok bevitelével meggatolhatok. Sajnos azonban direkt felhasznalasuk
gyogyaszati célokra korlatozott, a sejtmembranok alacsony permeabilitasa, az enzimek
viszonylag rovid ¢élettartama és a nagy molekulatomeg kovetkeztében. Nem meglepd, hogy az
irodalomban szamos példa taladlhaté kiilonféle alacsony molekulatomegli atmenetifém-
tartalmi (Cu, Fe, Mn) komplexekre, amelyeket a katalaz enzimek szerkezeti és/vagy
miukodeési modelljeiként vizsgaltak. Koziilik a Mn-tartalmuak a legnagyobb jelentdségiiek
[14] (2. tablazat). A mesterséges modellek jellemzdéen joval kisebb aktivitassal, am nagyobb
stabilitassal rendelkeznek és kisebb méretiiknek koszonhetéen konnyebben bejuthatnak a

sejtekbe, mint a természetes enzimek.

2. tablazat. Egyes kataldzok és modelljeik kinetikai paraméterei.

Enzim/enzimmodell® kiat () kia/Km (Ms™)  Hiv.
T. thermophilus kataldz 2,6 x 10° 3,1 x 10° [7]
L. plantarum katalaz 2,0 x 10° 0,6 x 10° [8]
T. album kataldz 2,6 x 10* 1,7 x 10° [9]
[Mn(salpn)O]2 2,5 x 10° 1,0 x10°  [15,16]
[Mn,(2-OHsalpn),] 4,2-21,9 160-990 [17]
[Mn2(MebimAP)(OAC)4] 6,2 143 [18]
[Mn,(tacn)(u-0)2(u-OAc)(OAC),] - 55 [19]




[Mn'(ind),] 6,00 x 107 3,2 [20]

[Mn' (4" Me,ind),] 2,60 x 107 3,2 [20]
[Mnz(L)(OAC)(H,0).]° - 0,29 [21]
[Mn(ind)Cl] 38 79 [22]
[Mn(H;0)e]** - 63x10%  [17]

%a ligandumok elnevezését 1asd a hivatkozott irodalomban; °L= 2,6-bisz-[(prolin-1-il)-
metil]-4-terc-butil-fenol

2.2.2. H,0, hasznosulasa biolégiai és mesterséges rendszerekben

A hidrogén-peroxid hasznositasara az un. peroxidaz enzimek specializalodtak [23].
Ebbe a népes csaladba olyan enzimek tartoznak, amelyek a hidrogén-peroxidot (vagy
valamilyen alkil-peroxidot) reduktiv modon képesek lebontani, elektrondonorként szerves
molekuldkat felhasznalva. A peroxidadzok egy jelentds hanyada hem-kofaktort tartalmaz, tehat
vastartalmi metalloenzim. Gyakran a hem egység helyett redox-aktiv cisztein, vagy
szelenociesztein talalhato az aktiv helyen.

Sokat tanulméanyozott képviseléi ennek az enzimcsalddnak a torméban talalhatd
peroxidaz [24], a citokrém c peroxidaz [25], vagy a glutation peroxidaz [26]. E16bbi konnyen
hozzaférhetd aktiv helyén szdmos szubsztratum atalakitdsara képes, mig utobbiak joval
specifikusabbak. Mig természetes szerepiik 4ltaldban a novények patogének elleni
védekezésében vald részvétel, ipari alkalmazdsuk sokrétii lehet, a szennyvizek aromas

szennyezdinek oxidativ lebontasatol az erélyes oxidaloszerek helyettesitéséig.

2.3. A vizsgalatainkhoz felhasznalt modellek [27]

A vizsgalatok soran felhasznalt egymagvu atmenetifém-komplexeket (Mn, Fe, Co, Ni és
Cu) a kutatocsoportban allitottak eld, N-metilpropionat-N,N-bisz-(2-piridil-metil)-amin
(MPBMPA) és  N-propionat-N,N-bisz-(2-piridil-metil)-amin  (HPBMPA) ligandumok
felhasznalasaval. A ligandumokat a szakirodalombdl ismert mddszer szerint szintetizaltak
[28], majd atmenetifém-kloridokkal (egy esetben perklorattal) megfelelé modellvegyiileteket
allitottak el6. A ligandumok kivalasztasanal fontos szempont volt, hogy lehetéleg jol
modellezzék az enzimek fémkotd helyét, amely gyakran 3 nitrogén ¢és egy karboxilat

ligandumot tartalmaz (pl. kvercetindz). A komplexeket infravoros, és UV-vis spektroszkopiai,
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ciklikus voltammetrias valamint rontgendiffrakcios vizsgalatnak vetették ala. A dolgozat
tovabbi részében a komplexeket a 3. tdblazat szerinti szdmozassal jeldljiik.
= =
\ \
N N
N N
0 \\C /\/ O\\c H/\/
/
= N = |N
\ \

N-metilpropionat-N,N-bisz-(2-piridil-metil)-amin N-propionat-N,N-bisz-(2-piridil-metil)-amin
(MPBMPA) (HPBMPA)
5.abra. A felhasznalt ligandumok szerkezete.

3.tablazat. Az clballitott modellek szerkezete és szamozasa (a csillaggal jelolt modellek

rontgenszerkezete ismert).

M(L)Xx
M L X
Mn(ll) PBMPA  CI
Mn(ll) MPBMPA CI
Fe(ll) PBMPA" CIO,
Fe(Il) MPBMPA CI 2-Me*
Fe(Il) PBMPA" CI 2r

n  Komplex
1
2
2
3
1

Fe(ll) MPBMPA CI' 2  2r-Me
1
2
1
2
1
2

1
1-Me
2

Co(ll) PBMPA" CI 3
Co(ll) MPBMPA CI 3-Me*
Ni(Il) PBMPA"  CI 4
Ni(Il) MPBMPA CI 4-Me
Cu(ll) PBMPA" CI 5%
Cu(ll) MPBMPA CI 5-Me*

A szerkezeti vizsgalatok alapjan bebizonyosodott, hogy a komplexek egymagvuak és
oktaéderes szerkezetliek. A rontgendiffrakcids vizsgalatok alapjan (melyet négy komplexnél
végeztek (6-9. abra)) fontos informaciokhoz juthatunk a geometriara, valamint a

fém—nitrogén ¢és a fém—klorid ion tavolsdgokra vonatkozoan. Ezeket az értékeket atlagolva a
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4. tablazatban tilintettiik fel. Az atomok tavolsaga Gsszhangban van az irodalomban talalhato,
hasonl6 szerkezetli komplexeknél észlelt tavolsagokkal [29]. Az abrakon lathatod szerkezetek
alapjan az is elmondhatd, hogy a ligandumok nitrogén donoratomjai facialis és meridionalis

koordinécidra egyarant képesek.

4. tablazat. Fém-nitrogén és fém-klorid kotés a vizsgalt komplexekben.

Komplex M M-N kotéshossz atlaga (A)  M—CI kdtéshossz atlaga (A)
2-Me Fe' 2,21 2,29
3-Me Co" 2,16 2,30
5 cu" 2,02 2,26
5-Me cu" 2,03 2,38

Megfigyelhet6, hogy a karboxilat-csoport a szerkezetileg jellemzett 5 komplexben
egyfoguként koordinalédik. A PBMPA és MPBMPA ligandummal eldallitott komplexek
kozott alapvetd kiilonbség, hogy a MPBMPA ligandummal rendelkezokben nem alakul ki
fém—oxigén kotés, mig a PBMPA ligandummal rendelkezdeknél igen. A PBMPA esetében a
karboxilat-csoport egyfogiiként vald koordinacidjara az IR spektroszkopiai vizsgélatok soran
tapasztalt szimmetrikus és aszimmetrikus karboxilat vegyértékrezgési savok helyzete is utal
[27]. Arra szamitottunk, hogy a fenti szerkezeti kiilonbség érzékelhetd valtozast okoz majd a

hidrogén-peroxiddal szembeni reaktivitasban.

0(3-—5;\ S /{%9,2\
{ 57 A
@ o a wHW 9
Cm\‘\ C ‘.\\NJ b ) ~n °
-
5 Ny 7al S
/Y
93 ‘6&3 «Y
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c§ o®

6. abra. [Fe''Cls3(MPBMPA)] (2-Me) rontgenkrisztallografias szerkezete.
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7. abra. [Co"Cl,(MPBMPA)] (3-Me) rontgenkrisztallografias szerkezete.
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8. és 9. abra. A [Cu"'CI(PBMPA)]H,O'CH3;OH (5) és a
[Cu"Cl,(MPBMPA)]0,5H,0:0,5CH3CN (5-Me) réntgenkrisztallografias szerkezete
(utobbinal az oldoszermolekulakat a jobb lathatosag kedvéért nem tiintettiik fel).
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3.CELKITUZESEK

A dolgozatban bemutatasra keriilé kutatdomunka céljdul a mar kordbban elkészitett
modellvegyliletek katalaz ¢és oxigendz aktivitisanak megismerését tlztik ki. Tovabba
érdekesnek gondoltuk azt is megvizsgalni, hogy az egyes atmenctifémek katalitikus hatasat
mennyiben valtoztatja meg egy karboxilat-csoport jelenléte, ill. hidnya. Erre lehetdséget
biztositott a két alkalmazott ligandum, a HPBMPA ¢és a MPBMPA 0Osszehasonlitasa. A
szamos atmenetifémet magaba foglald vizsgalattal egyuttal azt is szerettilk volna tisztazni,
hogy miként befolyasolja a kozponti fém valtoztatasa a reakciok sebességét és/vagy

mechanizmusat.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A modellvegyiiletek katalaz aktivitasanak vizsgalata

A komplexek kataldz-utanzé aktivitasat hidrogén-peroxid ¢és katalitikus mennyiségi
komplex reakciojaban vizsgaltuk, kiilonb6z6 vizes puffer, valamint acetonitril oldatokban. A
reakciokinetikai méréseket gazvolumetrids modszerrel, a keletkezd dioxigén térfogatanak

mérésén keresztiil végeztik, kilonbozé pufferkdrnyezet, illetve a hidrogén-peroxid

mutat be az 1 komplex esetében.

El6bb meghataroztuk, hogy a modelljeink milyen puffer mellett a legaktivabbak. A 11.
abra a Mn-tartalmi modellek és a Fe-tartalmu 2-Me altal katalizalt hidrogén-peroxid
bomlasanak kezdeti reakcidosebességét mutatja meg kiillonboz6 pH  értékeken.
Megallapithatjuk, hogy a reakci6 a pH novelésével egyre hatékonyabban megy végbe,
mignem eléri a 11 es pH-t, ami utan csokken. Ez a megallapitas két hatas ereddje. Egyrészt a
hidrogén-peroxid deprotonaléddsa magasabb pH-n ndveli reaktivitasat a fémcentrummal,
masrészt viszont a tovabbi pH-novelés hatdsdra a komplexek bomlédsa rontja a katalitikus
aktivitast. Lathatd volt tovabba, hogy a karboxilat-ligandum jelenléte valtozé mértékben

ugyan, de csokkentette a katalaz aktivitast.

0.25 }\ pH = 11,00
0,2 4

2 4
*
= *
= 0,15 - *
—= * .
=)
= 0.1 1 * .
= coqe
X
0,05 - *ee
0 . . . . . .
0 200 400 600 800 1000 1200

Ido (s)

10. abra. Mn'"CI(PBMPA) katalaz aktivitdsa az idé fiiggvényében 11-es pH-ju puffer
jelenlétében.
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11. abra. Reakci6 sebességének valtozasa a pufferkdrnyezet valtoztatasanak fiiggvényében

Miutan optimalizaltuk a pufferkdrnyezetet, vizsgaltuk azt is, hogy a hidrogén-peroxid

crer

crer

aranyhoz mérten elhanyagolhat6 legyen. Ehhez nagy peroxid-felesleg kellett. A fels6 korlatot

a gazbiiretta térfogata jelentette.

crer

crer

sebessegét (Vo) a kiindulasi hidrogén-peroxid koncentracio fiiggvényében abrazolva lathato,
hogy origdbol induld egyenes illeszthetd a pontokra, ami a peroxid egyes részrendjére utal.
Azonos koriilmények kézott meghataroztuk a konverziokat és az atalakulési frekvenciat (5.
tablazat), hogy az egyes komplexek aktivitasat 0sszehasonlithassuk.

Az Osszes elvégzett mérés eredményeit a 6. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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12. abra. A reakcio sebességének valtozasa a [H20;]o fliggvényében.

Lathato, hogy a legaktivabb komplexek az 1, 1-Me ¢és a 2, vagyis a mangan- és
vastartalmi modellvegyiiletek, de a kobalttartalmu 3 komplexszel is jo konverzio érhet6 el,
igaz, joval lassabban. Frdekes tovabba a réztartalmi 5 és 5-Me reaktivitdsa kozotti nagy
kiilonbség, ami a karboxilat-csoport jelenlétével, ill. hidnyaval hozhatd Osszefiiggésbe. A
nikkeltartalmi komplexek egyaltalan nem bizonyultak reakcioképesnek. Ha a kapott
eredményeket a komplexek redox sajatsdgainak fliggvényeében tekintjiik, megallapithat6, hogy
a legnagyobb mértékben azok a komplexek képesek gyorsitani a hidrogén-peroxid
elektrokémiai adatai a [27] hivatkozéasban talalhatok). Tovabbi kinetikai vizsgalatokat ugyan
nem végeztiink, de a bruttdé rendiiség valdszinlileg nem egy. A peroxid-fiiggés vizsgalata
elsdsorban annak kideritésére szolgalt, hogy megallapitsuk, telitési kinetika tapasztalhat6-e a

szubsztratumra, vagy sem?

5.tablazat. Konverzio és atalakulasi frekvencia (TOF) a H,0; (co = 0,23 M) bomlasa soran a
kiilonb6z6 komlexek jelenlétében 20°C-on, és 11-es pH értéken.

Komplex  Konverzié (%) TOF (h™)

1 73,3 1204
1-Me 61,7 947
2 55,5 583
2-Me 37,8 348

-17 -



3-Me

4-Me

5-Me

64,2
2,6

27,2
38,5

55

208

76

6.tablazat. A felhasznalt modellvegytiletek teljes kinetikai tablazata 20°C-on

Komplex Kisérlet pH [H202]o Vo k obs
sorszama (M) (10 Ms™) (M1shy

1 1 7,0 0,230 0,83+0,06 0,072 + 0,005

2 8,0 0,230 1,01 +0,08 0,088 +0,007

3 9,0 0,230 1,84+0,06 0,160+ 0,005

4 10,0 0,230 3,38+0,09 0,294 + 0,008

5 11,0 0,230 528+ 0,15 0,459 +£ 0,013

6 12,0 0,230 3,52+0,10 0,306 + 0,009

7 11,0 0,268 6,15+0,30 0,459 +0,022

8 11,0 0,306 7,11+0,26 0,464 +0,017

9 11,0 0,344 8,23 +0,50 0,478 £ 0,030

1-Me 10 7,0 0,230 0,90+0,02 0,078 + 0,002
11 8,0 0,230 1,62+0,09 0,141+ 0,008

12 9,0 0,230 3,09+0,15 0,268 + 0,013

13 10,0 0,230 581+0,28 0,505+ 0,024

14 11,0 0,230 7,12+0,16 0,619 +0,014

15 12,0 0,230 597+0,28  0,519+0,024

16 11,0 0,268 793+0,33 0,592+ 0,024

17 11,0 0,306 9,45 +0,28 0,618 +£ 0,018

18 11,0 0,344 10,94 +0,53 0,636+ 0,031

2 19 11,0 0,230 3,22+0,15  0,280+0,013
20 11,0 0,268 3,99+0,15  0,297+0,011

21 11,0 0,306 4,61+£0,13 0,301 + 0,009

22 11,0 0,344 522+0,18 0,303 +0,010

2-Me 23 7,0 0,230 0,06 £0,01 0,005+ 0,001

-18-



24 8,0 0,230 0,21 +£0,05 0,018 = 0,004
25 9,0 0,230 0,32+ 0,05 0,028 + 0,004
26 10,0 0,230 0,70 £ 0,15 0,061 +0,013
27 11,0 0,230 1,02 +0,03 0,089 + 0,003
28 12,0 0,230 0,73 +0,14 0,064 + 0,001
29 11,0 0,268 1,22 + 0,07 0,091 + 0,005
30 11,0 0,306 1,52 +0,09 0,099 + 0,006
31 11,0 0,344 1,77 £0,13 0,103 +0,008
3 32 11,0 0,230 0,18 +0,02 0,015+ 0,002
3-Me 33 11,0 0,230 0,005 0,0004
4 34 11,0 0,230 nem reagal -
4-Me 35 11,0 0,230 nem reagal -
5 36 11,0 0,230 0,35+ 0,02 0,030 + 0,002
5-Me 37 11,0 0,230 0,36 + 0,02 0,031 £+ 0,002

4.2. Morin katalitikus oxidaciéja a modellkomplexek jelenlétében

Az antioxidans hatisként értelmezhetd kataldz-utdnzé aktivitdsok mérése utdn egy
szerves szubsztratum, a morin (a szerkezetet lasd a 13. abran) oxidalhatosagat vizsgaltuk
hidrogén-peroxiddal az egyes komplexek jelenlétében. Ez a reakcié altalanosan alkalmazott
teszt fehéritd katalizatorok aktivitasdnak mérésére [30,31], mivel maga a morin a flavonoid
novényi szinanyagok kozé tartozik [32], amely megtalalhatdo gyliimolcsokben, teaban és
z0ldségekben is. Ennek megfeleléen mi is az irodalomban leirt standard mddszert kovettiik
vizsgélataink soran (13. abra).

A morin flavonol tipusi molekula, amely a C2-C3 kotés mentén bomlik. fgy benzoil-
szalicilsav-észterhez jutunk, ami szintelen, vagy halvanysarga. Ilyen reakciokat mar korabban
vizsgaltak a csoportban is, és a morin bomlastermékeit is alaposan vizsgaltak [32,33].

Megallapitottak, hogy tovabbi bomlas is elképzelhetd, ahol a benzolgytiriik hasadnak.
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2.5 uM komplex

> bomlastermékek
10 mM H,0,

25 °C, 0,01 M puffer

OH O (pH = 10)

morin (160 uM)

13. abra. A 2',3,4',5,7-pentahidroxiflavon (morin) katalitikus oxidacidja soran alkalmazott

reakciokoriilmények.

A morin oxidacidja UV-vis spektroszkopiai modszerrel vizsgalhato, a jellegzetes, 410
nm-es elnyelési sav iddbeli valtozasanak kovetésével. Ez a sdv az oxidalt termékek esetében
nincs jelen. Katalizator nélkiil a morin elhanyagolhaté mértékben oxidalodik, igy a tapasztalt
bomlés egyértelmiien a bevitt komplexek hatasara jatszodik le. A tipikus spektralis
valtozasokat egy reakcio soran az 1-Me komplex esetére mutatjuk be a 14. dbran. Az abra
alapjan a morin bomlédsa két fazisra kiilonithetd el. A kezdeti fazisban a 410 nm-es sav
eltlinésével egylitt egy masik intenzitasa n6é 321 nm-nél. A 350 nm-en lathat6 izobesztikus
pont azt jelzi, hogy csak egy fényelnyeld termék keletkezik ebben a fazisban. Ezutan a 321
nm-es sav is csokkenni kezd, ami a kezdeti termék tovabbi bomlésat jelzi. Az UV-vis
valtozasokat és a termékeket mar korabban azonositottak [32,33], igy erre a dolgozatban nem
térliink ki. Az (1) és az ebbdl egyszeriisitéssel kapott (2) kinetikai egyenletek a reakcid elsd
fazisara vonatkoznak, ahol a morin legnagyobb része elbomlik. A (2) egyenletbdl nyerhetd
Kapp értékek megfelelnek az irodalomban is kozolt latszolagos sebességi allandoknak.
Ertékiiket a 7. tablazatban tiintettiik fel. Ezek elegenddek a komplexek fehérité (bleaching)

kapacitasanak meghatarozasahoz és 6sszehasonlitdsdhoz.

Zdlmorin] _ 1 orinlH,0,] (1)
di
@ = K gpp [morin] (2)
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14.abra. Egy 0,16 molos morin, pH 10-es puffer, 10 mM H,0; és 2,5 mM 1-Me elegy

UV-VIS spektruménak valtozésa az id6 fiiggvényében.

7.tablazat. Morin katalitikus oxidacidja soran a latszolagos sebességi allandok pH 10-es
pufferkdrnyezetben.

Komplex Kapp (5™)

1 0,41+0,01
1-Me 2,45+ 0,09
2 0,27 £ 0,01
2-Me 0,60 £ 0,01
3 0,95+0,01
3-Me 0,32+0,01
4 0,17 +£0,01
4-Me 0,18 £0,01
5 1,81 + 0,02

5-Me 0,99 £0,01
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran tiz modellkomplexet vizsgaltunk, két kevéssé eltérd ligandummal
(HPBMPA és MPBMPA) és biologiai szempontbol érdekes atmenetifémekkel (Mn, Fe, Co,
Ni, Cu). A két ligandum kozotti kiilonbség, hogy a HPBMPA karboxilat-csoportja a fémhez
koordinalodik, mig az MPBMPA metilkarboxil-csoportja nem vesz részt koordinativ kotés
kialakitdsaban. A hidrogén-peroxiddal szembeni reaktivitdsukat a kataldz és a peroxidaz
enzimekhez kapcsolddoan vizsgaltuk vizes oldatokban. Megallapithato, hogy kataldz aktivitas
tekintetében a Mn- és Fe-tartalmi modellek a legreaktivabbak. A pH fiiggvényében tekintve a
katalitikus aktivitast 11-es értéken mérhetd a legnagyobb reakcidosebesség, ami két hatas
ered6je. Egyrészt a hidrogén-peroxid deprotonalodasa magasabb pH-n ndveli reaktivitasat a
fémcentrummal, masrészt viszont a tovabbi pH-ndvelés hatasara a komplexek bomlasa rontja
a katalitikus aktivitast. Lathato volt tovabba, hogy a karboxilat-ligandum jelenléte valtozo
mértékben ugyan, de csokkentette a kataldz aktivitast.

Az antioxidans (tehat Kkatalaz-utdnzo) reaktivitdis mellett a morin, mint
modellszubsztratum oxidacidjat végeztiikk hidrogén-peroxiddal, a fémkomplexek katalitikus
mennyiségének jelenlétében. A fémek kozotti reaktivitds-sorrend tekintetében (azonos
ligandum mellett és fiiggetleniil attol, hogy melyik reaktivitasrol beszéliink) elmondhato,
hogy a rendszam szerinti névekvé sorban a kovetkezd trend figyelheté meg: Mn > Fe > Co
>> Ni << Cu. (A morin oxidaciojanal a 2 és 3 komplex kozotti sorrend forditott, itt vélhetdleg
az eltérd ligandum-geometria jatszhat szerepet.) A karboxilat-koordinaci6 azonban eltérd
modon befolyasolta az egyes fémek reakcidokészségét. Mig Mn és Fe esetében a karboxilat
jelenléte csokkentette a morin oxidacid sebességét, addig a Co- és Cu-tartalmu komplexek
épp forditva viselkedtek (lasd a 7. tablazatban feltiintetett Kap, értékeket). Ez 6sszhangban van
azzal ténnyel, hogy a Cu-tartalmu flavonol 2,4-dioxigenaz enzim (talajbaktériumokban ez
bontja a novényi szinanyag flavonolokat, pl. a morint) aktiv helyén is talalhaté karboxilat-
ligandum [34], illetve alkének Co-katalizalt peroxidacidjanal is a karboxilat-tartalmua
ligandumok a kedvezéek [35]. Megfigyeléseink, melyek arra utalnak, hogy ugyanazok az
intermedierek 1éphetnek fol a hidrogén-peroxid bontasa és oxidaloszerként valo felhasznalasa
(morin oxidacidja) soran is, segitséget nyujthatnak 1j, hatasos ipari katalizatorok

kifejlesztésében.
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6. KISERLETI RESZ

6.1. Miiszeres vizsgalatok

Az UV-VIS spektrumokat egy Agilent 8453 diddasoros spektrofotométeren készitettiik

kvarckuvettaban

6.2. A modellvegyiiletek eldallitasa és jellemzése

A modellvegyiiletek eléallitasa és jellemzése a [27] hivatkozasban leirtak szerint tortént.

6.3. Kataldz utanzé aktivitas vizsgalata

A komplexek reakcioképességét hidrogén-peroxiddal szemben 20,0 + 0,5 °C-on mértiik
egy gazbiirettaval 0sszekotott, 40 mL térfogatli, magneses keverdvel ellatott reaktoredényben.
A duplikalt falu biirettat és a reaktort viz keringtetésével termosztaltuk (15. abra). Egy tipikus
kisérlet soran a komplexet 30 mL pufferalt vizes oldatban oldottuk fel, amelyhez koncentralt
hidrogén-peroxidot injektaltunk (600, 700, 800, 900 pL). A puffer 0,1 M koncentracioj
foszfat-s6 volt, amelynek a pH-jat 7 és 12 kozott a kivant értékre allitottuk kalium-
hidroxiddal. A reakci6 soran fejlodé dioxigén mennyiségét az osztott gazbiirettan olvastuk le
megfeleld id6kozonként. A megfigyelt kezdeti reakcidsebességeket Ms™? mértékegységben
adtuk meg. Meghatarozasukhoz a képzddé dioxigén térfogatabol szamithaté hidrogén-peroxid
pillanatnyi koncentraciot az id6 fiiggvényében abrazoltuk és a kezdeti pontokra egyenest
fektettiink (~15 %-os konverzidig). Az igy kapott kezdeti sebességeket a 6. tablazat

tartalmazza.
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Gazbiiretta (dioxigén)

15. abra A katalaz aktivitas méréséhez hasznalt gazbiiretta

6.4. Morin oxidacidja

A Kkatalitikus kisérleteket 3 cm®-es kvarckiivettaban végeztik 10-es pH-ra Aallitott
karbonat-pufferben. A morint frissen készitett dimetil-szulfoxidos oldatban adtuk hozza a
reakcioelegyhez igy, hogy a végs6 koncentracigja 0,16 M legyen. A katalizatort a kivant
mennyiségben ehhez adagoltuk vizes puffer oldatban, majd a reakcio elinditasahoz a
hidrogén-peroxidot injektaltuk az oldatba. A hdémérsékletet termosztalhatd kiivettatartd
segitségével 201 °C-on tartottuk a reakciok soran. A morin oxidacidjat egységesen 10 percig
kovettiik UV-VIS spektrofotometrias modszerrel, a 410 nm-en megjelend elnyelési sav

ey

1d6kozonként felvéve a spektrumot.
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