Zarojelentés

Oxidativ katalizis metalloenzim modellekkel

c. OTKA témarol

Témavezeto:
Dr. Simandi Laszl6

OTKA szam: K60241

MTA Természettudomanyi Kutatékoézpont
2012



Bevezetés

Az €16 szervezetben lejatszodo oxidacids reakciok nagy részét valamilyen oxidoreduktaz
enzim katalizalja. A reakciok sordn melléktermékként keletkezd reaktiv oxigén
szarmazékokat (ROS: szuperoxid gyok-anion, hidroxil gyok, peroxid stb.), mely az adott
enzim hidnyos miikodésének vagy tultermelésének a kovetkezménye szamos betegség
(gyulladasos betegségek, rak, idegi alapt rendellenességek) kivaltdo okaként tartjadk szamon.
Ennek eredményeképpen az utobbi évtizedben jelentds érdeklddés iranyult mesterséges
vegylletek (bioutanzo enzimek) eldallitasara, szerkezeti és mitkodési modellek vizsgalatara.

A kutatasaink soran, uj és korabban eléallitott oxim tipust ligandumokkal alkotott vas-, és
mangan- fémkomplexek oxidoreduktaz enzimutdnzoé tulajdonsdgainak vizsgalatat tliztiik ki
célul. Ugyszintén fontosnak tartottuk a modellreakciok vizsgalatat nemcsak szerves, hanem
vizes kozegben is, kozelitve ez altal az €16 szervezetben lejatsz6do folyamatokhoz.

Az OTKA palyazat futamideje alatt sajnalatos események és szamos szervezeti valtozas
tortént. Az MTA Kozponti Kémiai Kutaté Intézetben miikodd és altalam vezetett
Biomimetikus Katalizis Osztaly megsziinése (2006 folyaman) és egészségi allapotom
megromlasa, a palyazat egyik résztvevdjének, Szigyartd Imolanak, atkeriilését eredményezte
a Felliletmodositas és Nanoszerkezetek Osztalyara; majd az ottani és a palyazatunk haladasat
tamogatd osztalyvezetonek, Dr. Kalman Erikanak, halala, tjabb osztalyatszervezést
eredményezett és a Bioldgiai Nanokémia Osztalyra keriilt 4t a résztvevd. A palyazat masik
résztvevoje (Simandi Laszloné) végleg nyugdijba vonult (2007).

A zérojelentésben az alabbi f6 témakrol szamolunk be:
Dioximatd-vas(Il)komplexek, mint funkcionalis oxidaz enzim modellek;
Fenoxazinon szintetaz modellek aktivitasanak vizsgalata;

Uj nikkel komplex el6allitasa, jellemzése és katalitikus vizsgalata;

A mangan(II) katalitikus tulajdonsaga szerves és vizes kdzegben;

Szuperoxid dizmutaz és katalaz modellkomplex vizsgalata.

agrONE

1. Dioximato-vas(Il)komplexek, mint funkcionalis oxiddz enzim modellek

Folyamatos érdeklddés tapasztalhatd a dioxigén aktivalasara, mely szorosan kapcsolodik
a természetes oxigénhordozok (hemoglobin ill. mioglobin) szerepének és miikddési mecha-
nizmusanak tanulmanyozasdhoz, valamint a hem-tipusit monooxigenazok (pl. citokrom P-
450) ill. a nem-hem-tipusu dioxigenazok vizsgalatahoz és modellezéséhez. Az eldallitott vas-
porfirin komplexek nagy része - bar mutatta a citokrom P-450 aktivitasat és szelektivitasat -, a
porfiringyiiric bomlésa a katalitikus tulajdonsagokat rontotta. Az egyik fontos nem-hem-
tipusit enzimcsaldd a pirokatechin oxiddz, mely az o0-difenol szarmazékok oxidacigjat
katalizalja a megfeleld 0-benzokinonné. A pirokatechin oxidédzok fontos szerepet toltenek be
az ¢ldvilagban. Fontos szerepiik van tovdbba a gyiimélcsok (pl. banan) levegd hatasara
bekovetkezd elszinez6désében, ill. az emberi bort szinezd melanin bioszintézisében.

1.1. A dioximaté-vas(ll) komplexek (1. abra.) a dioxigén aktivalasara alkalmasnak
bizonyultak ¢és Kkatalitikus hatast fejtettek ki a 3,5-di-terc-butil-pirokatechin (H,dtbc)
oxidaciojaban, metanol oldoszerben. A ligandumokat diacetil-monoxim (dm) és etilén-diamin
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1. é4bra. Az [Fe(Hdmed)]": [Fe(Hdmpd)]*; [Fe(H.dmdt)]** komplexek szerkezete

A katalitikus reakciok mechanizmusdnak megallapitdsara részletes kinetikai vizsgalatokat
végeztiink. A kinetikai méréseket allanddo nyomadson, gazvolumetridas modszerrel, az O,-
elnyelés kezdeti sebességének (Vi) mérésével végeztiik latszolagos elsérendii koriilmények
kozott.

A kezdeti Op-elnyelési sebesség (Vi) fliggése a katalizator kezdeti koncentraciojatol linearis
fliggést mutat. A katalizatorra vonatkoz6 részrend tehat mindharom katalizator-komplex
esetében egységnyinek adodik. Ugyszintén linearis fliggést tapasztalunk a dioxigén felvétel
kezdeti sebességére a kezdeti dioxigén koncentraciotol. A kezdeti O,-elnyelési sebesség
telitési gorbe szerint valtozik a szubsztratum kezdeti koncentracidjaval, ami az
enzimkinetikabdl jol ismert katalizator-szubsztratum komplex képzddésére utal (Michaelis-
Menten Kinetika).

A javasolt reakciomechanizmus dsszhangban van a sebességi egyenlettel, figyelembe véve a
ligandum szerkezetét: Hodmed és Hodmpd esetén négyfogi, mig Hodmdt esetén o6tfogu a
ligandumként funkcional. Erre a feltételezett kozbensd termékek felirasanal tekintettel kell
lenni, mivel két eset kiilonboztethetd meg:

1. eset: H,L = H,dmed vagy H.dmpd

[Fe"(HL)]* + H.dtbc [Fe'"(H,L)(Hdtbc)]* Ky
[Fe''(H,L)(Hdthbc)]" + O, [(HoL)Fe"'O,(Hdtbe)]* Ko
[(HoL)Fe"O,(Hdthe)]” ——  [(HL)Fe"O,H]* + dbsq™ + H* ks
[(HL)Fe"'O,H]* ——  [Fe"(HL)]" + Oy + H* (gyors)
dbsg® + O, — dthg +O7 (gyors)
20, —— 0 +0; (gyors)
0,% +2H* ——— 050, + H,0 (gyors)
2. eset: HoL = Hodmdt

[Fe''(H,L)]* + Hadtbhc =——=  [Fe'(HsL)(Hdtbc)]** K1
[Fe"(HsL)(Hdtbc)]** + O, [(HsL)Fe"' (Hdtbc)(0,)]** Ko
[(HsL)Fe"'(Hdtbc)(02)]** [(HoL)Fe"'O,H]?* + dbsq™ + H* ks
[(HzL)Fe"'OH]** —— [Fe"(H:L] + 07 + H (gyors)
dbsg” + 0.50,+H* —— —— dtbg + H,0 (gyors)



A brutto reakciok sztochiometridja szerint mindkét esetben a dioxigén mindkét oxigénatomja
vizzé redukalédik. A dbsq’ szemikinon gy6kanion diagnosztikus értékii koztitermék, amelyet
ESR spektroszkopids modszerrel sikeriilt kimutatnunk €s igy a reakcid gyokos jellegének
fontos bizonyitékahoz jutottunk. Az ESR mérések és a spektrumok kiértékelése az MTA KK
ESR Spektroszkodpiai Laboratériumaba késziiltek (Dr. Korecz Laszld és Dr. Rockenbauer
Antal).

A fenti reakcidmechanizmusoknak megfelel6 kinetikai egyenlet a kdvetkez6:

k3K2 Kl[Fe]o[sztbC]o[Oz]o
Vk =

1 + Kl[sztbC]o

1.2. Vas-aktivalt bazis katalizis

Trietil-amin bazis jelenlétében a 3,5-di-terc-butil-pirokatechin oxidacidja benzokinonna
haromszor-négyszer gyorsabb metanol oldoszerben, mint bazis nélkiil. Ezt szemlélteti a 2.
abra.
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2. abra. Dioxigén felvétel kezdeti sebessége TEA beinjektalas elott és utan

A kinetikai méréseket trietil-amin (TEA, pK, = 9,73) jelenlétében végeztiik. Erés lug (NaOH,
KOH) hasznalatat a komplex bomlasa miatt melldztiik. Gyenge bazisok esetén, mint a piridin
vagy az 1-metil-imidazol, a gyorsit6 hatas nem jelent0s.

A promotor-hatast feltételezéslink szerint a bazist katalizalt pirokatechin oxidacio
hidroperoxid jellegli koztiterméke (HdtbcOy) és a vas(Il) kozotti terner komplexképzddés
idézi el6. A reakcidmechanizmus megallapitdsara ebben az esetben is részletes kinetikai
méréseket végeztiink. Hasonldan a bazis nélkiili rendszerekhez itt is megallapitottuk a
reaktansok részrendjét. A dioxigénfelvétellel jellemzett oxidacio kezdeti sebessége elsérendil
fiiggést mutat a kezdeti katalizator- és dioxigén koncentracidtol, mig telitési gorbe szerint
Ezekben a modellrendszerekben a megfigyelt kinetikai viselkedés Osszhangban van a
kovetkezd reakciomechanizmussal:



1. eset: H,L = Hpdmed vagy H.dmpd

H.dtbc + TEA == Hdtbc + HTEA" K= Kc/Kt
Hdtbc + O, <+<—= HdthcO, Kg
HdtbcO, — dbsq” + HO, Ks
HO, + TEA = 0O, + HTEA' (gyors)
dbsqg™ + O, —— dthg + Oy (gyors)
[Fe'(HL)]" + HdtbcO, +— [Fe"(HL)(HdthcO,)] Ki'
[Fe"'(HL)(HdthcO,)] —  [Fe"'(HL)(OH)]" + dbsq™ Kee'
[Fe"'(HL)(O.H)]* —— [Fe"HL)]" + Oy + H* (gyors)
[Fe'(HL)]* + Hdtbc —— [Fe'(HL)(Hdthc)] Kbin
[Fe''(HL)(Hdthc)] + O +—= [Fe""(HL)(Hdtbc)(O,)] Keer
20, — 0" + O, (gyors)
0,% + 2H" —— 050, + H,0 (gyors)

2. eset: HoL = Hpodmdt

Ebben az esetben a reakcidémechanizmus kissé¢ mddosul: a Ky, egyensuly elhagyhatd, mert 7-
es koordinacioju terméket eredményezne.

A bazis altal katalizalt oxidacioban a Hadtbe eldszor deprotonélddik, majd a monoanion
O-t k6t meg a HdtbcO,™ hidroperoxid formajaban. A 6 és egyben leggyorsabb oxidacios
reakciout a hidroperoxid aktivaldsa a vaskomplex altal, ami az [Fe'(Hdmed)(HdtbcO,)],
[Fe'(Hdmpd)(HdtbcO,)] és az [Fe'(H,dmdt)(HdtbcO,)]"  hidroperoxo  koztitermék-
komplexeket eredményezi. E komplexek mindegyike dbsq” gydkaniont képes elimindlni,
amely gyors 1épésben tovabb oxidalodik kinonna. Elvileg a Hadtbe oxidacioja TEA részvétele
nélkiil, tehat egyediil a vas komplexek hatdsara is lejatszodhat, bar csak elhanyagolhat6
sebesseggel.
A ‘vas-aktivalt bazis katalizis’ a kovetkezd kinetikai egyenlettel irhato le:

(kg + kee' K1 '[Fe]o) Kg[H2dthc]o[O2]o
Vin =

1+ Kc[Hodthc]o/K-[TEA],

A feltételezett reakcidmechanizmus 6sszhangban van a megfigyelt kinetikai viselkedéssel.

Az éltalunk eldallitott és pirokatechin oxidéaz aktivitast mutatott vas(Il)komplexekrdl hazai
¢s nemzetkdzi forumon szamoltunk be. Eredményeink 2 publikacioban és egy doktori
disszertacioban keriiltek bemutatasra [1,2,3].



2. Fenoxazinon szintetaz modellek aktivitasanak vizsgalata

A fenoxazinon szintetaz enzim katalizalja egy amino-fenol szarmazék 0Osszekapcsolodast
aktinomicinsavva, mely az utolsé el6tti intermedier az aktinomicin D bioszintézisében, mely a
klinikai gyakorlatban is alkalmazott citosztatikum.

Kimutattuk, hogy a dioximato-mangan(II), valamint a dimetil-glioximato-vas(Il) funkcionalis
modelljei ezen enzimnek is és vizsgaltuk a 2-amino-fenol katalitikus oxidacidjat 2-amino-
fenoxazin-3-onna.

A funkcionalis modellek tarhazat kivantuk bdéviteni a 2-amino-fenol szarmazékokkal.
Szubsztratumként a 2-amino-4,6-di-terc-butil-fenolt (a), 2-anilino-4,6-di-terc-butil-fenolt (b),
2-(2-fluor-anilino)-4,6-di-terc-butil-fenolt (c), az N,N'-bis(2-hidroxi-3,5-di-terc-butil-fenil)-
etilén-diamint (d) és a glioxal-bis(2-hidroxi-3,5-di-terc-butil-fenil)-imint (e) allitottunk el6 (3.

abra.).
OH OH OH
F
(a) (b) (©
OH OH OH OH
X i NH—CH;CHzNH iﬁ >j i _N=CH—CH=N- i f<
(d) (e)

3. 4bra. A 2-amino-fenol szarmazékok, mint modell szubsztratumok

A ligandumokat elemanalizis, NMR-spektroszkopiaval és ESI-MS spektroszkopia
segitségével jellemeztiik.

Megallapitottuk, hogy metanolos oldatban a ferroximnak nevezett komplex [bisz(dimetil-
glioximato)-bisz(N-metil-imidazol)-vas(ll)] katalizalja ezen szubsztratumok oxidaciojat a
megfeleld o-benzokinon-monoimin szarmazékokka. A 2-amino-fenol katalitikus oxidacioja
soran  tapasztalt dimerizacio  (2-amino-fenoxazin-3-on  keletkezik), a modositott
szubsztratumok esetén elmarad. Ezt igazoljak a szabadgyok koztitermékek ESR-spektrumai
is: mig a benzokinon monoimin egy instabilis koztitermék és egy ujabb 2-amino-fenol
molekulaval gyors Iépéseket kovetéen fenoxazinonna alakul, addig az o-imino-
benzoszemikinonato szabadgyOkok stabilitasa sztérikus sajatsagukkal magyarazhatd és nincs
lehetdség a dimerizaciora.



Az N,N'-bis(2-hidroxi-3,5-di-terc-butil-fenil)-etilén-diamin oxidacioja ferroxim jelenlétében
az alabbi abran (4. abra.) feltiintetett szemikinonato szabadgyokon keresztiil jatszodik le:

” 1l
NH—CH; CH5;NH I ‘

Paraméterek: g =2.0034, ay = 4.45 G, 1
23-H = 4.79 G, ay = 4,28 G, 348000 30000 352000 354000 356000 358000
ay=1.83G, a4 =0.68G

Maanetic field (G)

4. abra. A szemikinonato szabadgyok ESR spektruma

Hasonloan a ferroximhoz, a dioximaté-mangan(Il)kompex is katalizalja a 2-anilino-4,6-di-
terc-butilfenol (3) oxidacidjat N-fenil-4,6-di-terc-butil-1,2-benzokinon monoiminné (5)
metanolban. Az 5. abran a reakcio soran keletkez6 szabadgyok mért (A) €s szimulalt (B)

ESR-spektruma lathato (paraméterek: g =2.0038, ay = 3.51 G, ay = 3.98 G, ay = 1.04 G (2H),
ap =0.41 G (18H).)
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5. abra. A szabadgyok koztitermék ESR spektruma

3. Uj nikkel komplex eldallitasa, jellemzése és katalitikus vizsgélata [4]

A dioximato-vas(Il)komplexek katalitikus tulajdonsagaibol kiindulva eléallitottunk
nikkel(I)komplex analégot. Korabban Brezina ¢és munkatarsai (Coll. Czech. Chem.
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Commun., 1986, 830-835) eldallitottak a Hodmdt és a Hodmed ligandumok perklorat- és
bromid-tartalma nikkel komplexeit, amelyek mas szerkezetet eredményeztek. Kutatasunk
NiBr, metanolos oldataval kevertettiik és refluxaltattuk. Majd jeges hiités utan az oldatbol
kivalt szilard anyagot etanolbol atkristalyositottuk. Az igy nyert egykristalyok rontgen
diffrakcios mérésre alkalmasnak bizonyultak, és a Ni(H.dmdt)Br(MeOH) szerkezetii
komplexet eredményezték (6. dbra.). A komplex rontgenszerkezetében valtozas mutatkozik,
egy metanol molekula kovalensen kotédik a ligandum N4°=C5’ kettds kotéséhez.

&

6. abra. A [Ni(H.dmdt)Br(MeOH)] komplex rontgendiffrakcios szerkezete

Megallapitottuk, hogy metanol oldoszerben a komplex nem reagdl a dioxigénnel és
onmagaban nem Kkatalizalja a 3,5-di-terc-butil-pirokatechin, a pirokatechin, a hidrokinon, a 4-
metil-pirokatechin, a tetrakloro-pirokatechin, mint modell szubsztratumok oxidacidjat a
megfeleld kinon szarmazékka (hasonldéan a mangan-dioximato komplexhez). Ha azonban a
nikkel-komplexet az adott szubsztratum és trietil-amin dioxigénnel reagalé elegyéhez adjuk,
akkor a bazis katalizalt oxidacié sebessége jelentés mértékben meggyorsul. A pirokatechin
oxidaz aktivitast mutatdé [Ni(H.dmdt)(MeOH)Br] hatasmechanizmusat, kinetikai viselkedését
UV-lathatd spektrofotometrids moddszerrel tanulmanyoztuk. Kovettik a megfeleld
termékképzddés kezdeti sebességének (Vk) valtozasat a kiilonb6z6
katalizator/szubsztratum/bazis kiindulasi koncentracido arany esetén. Az eredményeket az
alabbi tablazat (1. tablazat) tartalmazza:

Szubsztrat 10"v, /IMs™ 10" v, IMs™ Vi vy
3,5-di-terc-butil-pirokatechin 17,30 7,39 2,34
4-Me-pirokatechin 8,05 5,60 1,44
pirokatechin 2,17 0,27 8,04
tetrakloro-pirokatechin 0,14 0,04 3,08
hidrokinon 10,30 0,04 233

1. tablazat: A nikkel-promotor hatas a baziskatalizalt reakcid sebességére (vy)



4. A mangan(II) katalitikus tulajdonsaga szerves és vizes kozegben

4.1. Dioximato-mangan(Il) mint pirokatechin oxiddz modell: 3,5-di-terc-butil-
pirokatechin oxidacidja acetonitril olddszerben

A [an(Hdmdt)z](BPh4)2 komplexrc’il, ahol szmdt [HON:C(CHg)C(CHg):NCH2CHz]zNH)
ligandumot jeloli, megallapitottuk, hogy gyorsitja a di-terc-butil pirokatechin szarmazék
bazis-katalizalt oxidaciojat metanol oldoszerben.

A dimer szerkezetli mangan komplex acetonitriles oldatanak ESR spektruma nem mutatja a
monomerre jellemz6 6-vonalas szerkezetet, mint azt a metanolos oldatban tapasztaltuk.
Részletesen vizsgaltuk a 3,5-di-terc-butil-pirokatechin oxidacio kinetikajat spektrofotometrias
modszerrel. Kovettiik az 0-benzokinon képzddés kezdeti sebességének valtozasat a kiindulési
katalizator és szubsztratum koncentraciojatol.

egyenes fektethetd, melynek meredeksége (1,50+0,06)x10™ s*. Ez alapjan a katalizator
részrendje egynek tekintheto.

A kinon képzddés kezdeti sebességének fiiggése a szubsztraitum koncentraciojatol két részre
bonthatdé (7. abra.): i.) a kiindulasi szubsztratum koncentracidja a katalizator 30-Szoros
koncentraci6 feleslegig telitési gorbe szerint véltozik, ami az enzimkinetikabol jol ismert
,enzim-szubsztratum” vegyes komplex kialakulasara utal (A); ii.) 30-szoros szubsztratum
felesleg f616tt a kinon képzOodés sebessége linearisan csokken (B).
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7. abra. Az oxidacios reakcio sebessége a Hpdbcat kiinduldsi koncentracidjanak
fiiggvényében, [Mny]o = 4,20x10™ M; (A): telitése gorbe, [Hodbcat] = 0 — 1,2X10'2 M;
(B): linedris csokkenés, [Hodbcat] = 1,2x1072 — 4,2x102 M

A reakciot ESR-spektroszkopidval is kovettiik: az i.) részben megjelenik a szemikinonato-
gyokanion, valamint egy Mn(IV)-oxo komplex jelenlétét is sikeriilt azonositani (8. abra.); az
ii.) részben pedig mar a reakcio legelején megjelenik egy szabadgyodk, mely a reakcid
eldrehaladtaval a 15-ik perc utan teljesen eltlinik a spektrumbol. Ezzel egyiddben megjelenik
egy elnyuld, inkabb mangan dimerre jellemz6 spektrum (9-10. abra.).
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8. abra. [H,dbcat] = 5,24x10° M 9-10. 4bra. [Hodbcat] = 4,15x10 M, [Mn,] = 4,17x10™* M;
[Mn,] = 3,41x10™* M; g = 2.015, ay,=104.9 G 9. abra. 1-3: spektrumfelvétel 5 percenként
10. dbra. 1: reakcid kezdete, 2: 250 perc utan

Az elvégzett reakciokinetikai mérések és az ESR vizsgalatok alapjan az aldbbi reakcio-
mechanizmust javasoljuk: feltételezésiink szerint a vizsgalt reakcid két eléegyensulyi 1épéssel
kezdddik, az elsében kialakul a szubsztratum-katalizator vegyes komplex, majd a dioxigén
koordinalddasa torténik meg, melynek soran egy dioxigén-szubsztratum-katalizator addukt
keletkezik. E terner komplex a sebességmeghatirozd 1épésben hidroperoxo-mangan(III)
komplexre és szemikinon gydkanionra bomlik. A kovetkezd 1épésben a peroxo-mangan(III)
0O-0 kotése homolitikusan hasad és az igy keletkez6 reaktiv [(HL)Mn(IV)=0] komplex egy
pirokatechin jelenlétében tovabbi gyors 1épésekben visszaképzddik a katalizator, valamint
kinon ¢és viz keletkezik. Ha azonban a szubsztratum kiindulési koncentracidja a katalizator
koncentraciojahoz képest 30-szorosnal nagyobb feleslegben van, fellép a szubsztrat-inhibicio.

A dioximato-mangan(II)komplex pirokatechin oxiddz funkcionalis modellezését metanol és
acetonitril olddszerben részletesen vizsgéltuk. Az eredmények egy része mar publikacio
formajaban megjelent [5,6], masik résziik hazai és nemzetkdzi konferencidkon ismertetve
lettek [I, I1, 111, IV, V], valamint el6késziiletben van publikacio [7].

4.2. A dioximaté-mangan, mint tirozindz modell

A tirozinaz enzim is a polifenol-oxidazok egyik tagja és a tirozin valamint a dopamin
adrenalint alkalmaztunk, mely a kozponti idegrendszerben és a mellékvese allomanyban
termelddik.
Az adrenalin oxidacigja NaHCO-NaCO3; pH 10.2-es pufferben adrenokromot eredményez
(11. &bra.).
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11. 4abra. Adrenalin auto-oxidécioja

Vizsgaltuk a dioximato-mangan komplex hatasat ezen oxidaciora. Megallapitottuk a komplex
gyorsitd hatasat az oxidaciora. Részletes kinetikai vizsgalatokat végeztiink a reakciod
mechanizmusdnak megallapitdsara. A reakcid sordn spektrofotometridsan kovettik az
adrenokrom képzodés kezdeti sebességének valtozasat. A reaktansok részrendjének
megallapitasa soran, a szubsztratum esetén Michaelis-Menten-tipusu telitési gorbét kaptunk
(12. abra). Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az oxidacio elején egy atmeneti, komplex-
szubsztratum rendszer képzdodik.

v, (107 Ms™)

@
!
v, (10°M’s)

y = P1*x / (14P2*)
05 / P1(7,10 £ 0,60)10*
y P2 (1,02 £ 0,19)10°

y=A+B*
A (1,28 +0,21)*10°
B (1,53 + 0,07)*10°

N W A O N ®
P S S R

T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
o

" < T
[Adr] (10™ M) -1,0-05 00 05 10 1,5 20 25 3,0 35 40 45
1/[Adr] (10° M)

11. abra. Az oxidacios reakcio sebessége a 12. abra. Lineweaver-Burk diagram
szubsztratum kiindulasi koncentracigjatol

A Michaelis-allando (Kyy) és a maximalisan elérhetd sebesség (Vmax) értékeit a Lineweaver-
Burk diagram segitségével hataroztuk meg (12. abra). A reakciosebességi allandé reciprokat a
szubsztratum koncentracié reciprokdnak fliggvényében dabrazolva egyenest kapunk.
Meghataroztuk az allandokat Ky = 1,19 x 10° M, a Vinax = 7,81 x 107 Ms™, a katalitikus
aktivitas értéke ket = 0,31 X 10°® S'l, az idéegység alatt atalakitott szubsztratum mennyiségét,
azaz az enzim hatékonysaga keat / Ky = 0,26 M s értéknek adodik.

A katalizator részrendjének megallapitasara a reakciokat kiilonboz6 katalizator koncentraciok
mellett is nyomon kovettiikk, allandé értéken tartva a dioxigén-, valamint a kiindulasi
szubsztratum koncentraciokat. A kapott reakciosebességi adatokat dbrazolva a katalizator
koncentracidjanak fliggvényében masodfoku osszefiiggéshez jutottunk.

A kinetikai eredmények alapjan javaslatot tettiink a reakcidmechanizmusra:
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2 [Mn(HL)]" —  [Mny(HL) ] Ki (1)

[(HL)2Mn;]** + O, = [(HL)}Mn,"(0x)]*" Ke (2
[(HL):Mn,"(0)]" + H/A == [(HL):Mn,"(O2)(HsA)]** Ks (3
[(HL)2Mn,"'(O2) (HaA) ———  [(HL):Mn,"(HA)* + H,0;, Ks (4)

[(HL:Mna(HoA)* + 0, ———  [(HL):Mn,]*" + AC+ 0O, +H"  gyors  (5)

H,0, + Oy~ — 0, +OH +OH gyors  (6)
A fenti mechanizmusnak megfeleld kinetikai egyenlet a kdvetkezo:

ksK 1KoKz [MNn]o?[O2]o[HsAlo

1+ Ks [HsAL

A reakciot ESR spektroszkopiaval is kovettiik. A monomer mangan(II) 6-vonalas szerkezete a
NaHCO3/Na,CO3; pufferben nem jelenik meg. A reakcidoban keletkezé hidroxid-ion
kimutatasara 5,5’-dimetil-1-pirrolin-N-oxid (DMPO) gyokfogot hasznaltunk.

A mangan(Il)komplex a polifenol oxidaz funkciondlis modelljének tekinthetd. Eredményeink
hazai és nemzetkézi forumon is bemutatasra keriiltek [VI, VII, VIII, IX, X], valamint
publikacio is van elékésziiletben [8].

5.1. A dioximato-mangan(Il) nem funkcionalis modellje a szuperoxid dizmutaz enzimnek

A szuperoxid dizmutdzok (SOD) olyan metalloenzimek, amelyek a szervezetben lejatszodo
oxidacios reakciok melléktermékeként keletkezd szuperoxid gydk-aniont alakitjdk vizzé és
hidrogén-peroxidda. Szamos kozvetlen és kozvetett modszer fejlodott ki az évtizedek
folyaman az enzim aktivitasanak mérésére.

Szuperoxid gyok-anion forrasként az adrenalin-adrenokrom reakciot valasztottuk, az
oxidacioban keletkezd szuperoxid-ion jelenlétét az enzim csokkenti, ezaltal az adrenokrom
képzddés sebessége lecsokken. Ezzel szemben a dioximato-mangan(Il)komplex az oxidaciot
nem gatolja, hanem gyorsitja, igy a komplex nem tekintheté a SOD funkcionalis modelljének.

12



5.2. A mangan(Il) mint kataldz modell

A szuperoxid-dizmutaz mellett a katalaz a masik oxidativ stresszt csokkentd enzim, mely a
hidrogén peroxid bomlasat katalizalja oxigénné és vizzé. Tehat nem meglepd, hogy ezen
enzim modellezése is a figyelem kozéppontjaba all.

A reakcio soran a hidrogén-peroxid bomlasat kovettiik spektrofotometridsan. Kisérleteinket
szobahomérsékleten, pH = 7.0 foszfat pufferben végeztik. A peroxid bomlas kezdeti
sebességének (Vi) fiiggése a katalizator kezdeti koncentraciojatol linearis fliggést mutat. A
katalizatorra vonatkozo részrend tehat egységnyinek adodik. A peroxid bomlas kezdeti
sebesség telitési gorbe szerint valtozik a szubsztratum kezdeti koncentracidjatol, ami az
enzimkinetikabol jol ismert katalizator-szubsztratum komplex képzddésére utal (Michaelis-
Menten Kinetika). E vizsgalatok f6 eredménye a reakcidmechanizmus tisztazasa. A Kinetikali
eredményekbdl meghataroztuk a katalizis sebességét (kcar), @ Michaelis-allandot (Ky) és az
enzimmodell hatékonysagat (kca/Kwm). Feltételezésiink szerint a reakcid elsé 1épésében egy
mangéan(Ill)komplex alakul ki, mely egy maésodik hidrogén-peroxid molekuldval reagéalva
mangan-hidrogén-peroxid adduktott eredményez. A sebességmeghataroz6 1épésben az addukt
bomlik, visszaképzddik a mangan(Ill) és viz valamint oxigén keletkezik.

Osszefoglalasként megallapitottuk, hogy a dioximato-mangin(Il)komplex katalizalja a
hidrogén-peroxid bomlasat vizzé és oxigénné, tehat a katalaz enzim funkcionalis modellének
tekinthetd.
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