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1. Bevezetés és célkitiizés

Az atmenetifémek, s kiilondsen a vas szerepének fontossdga vitathatatlan a biologiai
rendszerekben. Mar az evoltcio elején fontos szerep jutott a vas-kén fehérjéknek a kezdetleges
mikroorganizmusokban, s a vas az evolucioval parhuzamosan sokrétii szerepre tett. Nagyszamu
enzim ¢és komplex kozponti ionja, az oxidacios-redukcios folyamatok, az elektron-
transzportlanc és az oxigén homeosztazis (tarolas és szallitas), valamint szamos bioldgiai jelzo
rendszer kulcsszerepldj. Részt vesz a bioszintézisben, a DNS replikacioban, és a biologiai
nitrogén-fixalasban is.

A molekularis biologia, a DNS szekvenalé modszerek, és a bioinformatika fejlédésével
rontgen-diffrakcios és NMR vizsgalatoknak egyre tobb fehérje pontos térszerkezetét is
megismerjilk. Erdemes belegondolni azonban, hogy csak a cisztein-ligait hemcsoportot
tartalmazo6 citokrom P450 enzimek (CYP) csaladjaba mar 2018-ban tobb, mint 300 000 ismert
fehérje tartozott. Noha egyre jobban megismerjiik ezen biokatalizatorok miikodését, atomi
szinten viszonylag keveset tudunk roluk. Ez az a pont, ahol a szamitasos kémia komoly
segitséget tud nyujtani. Az elmult évtizedek elméleti, metodologiai és szamitastechnikai (pl.
grafikai processzor: GPU megjelenése) fejlodésének kdszonhetéen mara rendelkezésre allnak
azok a modszerek, amelyekkel rutinszeriien 100-200, de akar parezer atomos rendszerek
elektronszerkezetét vizsgalhatjuk, s megérthetjiik a reaktivitdsukat befolyasoljo faktorokat. A
GPU-gyorsitott molekuladinamikai kodok elterjedésének kovetkeztében a fehérjék
konformacids terének vizsgalata is egyre nagyobb rendszereken valik lehet6vé, és tobb szaz ns,
de akar ms hosszusagt klasszikus MD szimulaciok is belathat6 id6 alatt végrehajthatéak. Ezen
modszerek egyiittes alkalmazasa pedig (pl. kombinalt kvantumkémiai molekulamechanikai
modszerek (QM/MM) formajaban, de mas modokon is) lehet6séget teremt arra, hogy az
enzimkornyezetben vizsgaljuk a kémiai reakciokat.

A doktori értekezésemben négy témakorrel foglalkoztam részletesebben: (1) a citokrom
P450 enzimek reaktivitasaval, amelyek gyakorlatilag minden él61ényben megtalalhatoak, és az
emberi szervezetben a gyogyszerek lebontasanak 90%-aért felelések (2) a kétatomos gaz-
molekuldk és hemtartalm(i rendszerek kolcsonhatasaval, amely fontos szerepet jatszik a
bioldgiai jelatvitelben (3) az izopropil-malat dehidrogenaz enzim altal katalizalt reakcio
mechanizmusaval és (4) egy mesterséges nitrogén-fixalasra alkalmas katalizator miikddésével.

A disszertaciom célja kettés. Egyrészt szeretném bemutatni, hogyan segitheti a szamitasos
kémiai modszerek megfeleld megvalasztasa az enzimek ¢és biomimetikus rendszerek
reaktivitdsanak megértését, masrészt az eredményeink hogyan jarulhatnak hozz4 hosszatavon
pl. gyogyszermolekulak, vagy nitrogén-fixalasra alkalmas katalizatorok tervezéséhez.

2. Alkalmazott médszerek

A dolgozatban bemutatott tanulmanyokban a stiriségfunckcional-elméleten (DFT) alapuld
szamitasok kozponti szerepet jatszanak a vizsgalt fehérjék és a biomimetikus nitrogenaz
aktivitast katalizator modellezésekor is. Mivel a DFT funkcionalok megbizhatosaga eltérd
lehet kiilonb6z6 atmenetifém-tartalmi rendszerek esetén, ezért tobb esetben kanonikus illetve
lokalis CCSD(T) modszerek segitségével hatdroztuk meg ezen moddszerek pontossagat.
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Fehérjék szerkezetét molekuladinamikai szimulaciok segitségével, reaktivitasat pedig hibrid
kvantumkémiai / molekulamechanikai (QM/MM) moédszerek segitségével vizsgaltuk (1. abra).

Fehérje modellezésre hasznalt protokol

Kiindulasi szerkezet: PDB adatbankbdl

Fehérje szerkezet kritikus vizsgalata

Savas/bazikus oldalldncok protonaltsagi dllapotdanak meghatdrozédsa
Ligandum paraméterezése (sziikség esetén)

Ligandum dokkoldsa (szliksége esetén)

Rendszer szolvatacioja

Arendszer szerkezetének optimalizacidja MM modszerrek

MD szimulacio

9. Szerkezetek kivélasztdsa a trajektdriabol QM/MM szamitasokhoz
10. QM régio kivdlasztasa

\ 11. Reakcidkoordinata kivalasztasa

Valds rendszer 12. QM/MM energiaprofilok felvétele

0N R W

1. dabra OM/MM szamitasok lényegének sematikus dbrazolasa, valamint a QM/MM
szamitasokhoz hasznalt protokoll

3. Uj tudomanyos eredmények

3.1. Citokrém P450 enzimek

A citokrom P450 enzimek aktiv formaja egy vas(IV)-oxo porfiringyok-kation (Compound
I, Cpd 1), amelynek a reaktivitasat a harom egyszeresen betoltott molekulapalyaja hatarozza
meg (2. abra). Kidolgoztunk egy kozelit6 modszert a Cpd I-ban talalhato Fe-O kotés
entalpiajanak megbecslésére, és 6sszehasonlitottuk a human CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4 ¢s a
bakterialis P450cam izoformdak oxidalo képességét QM/MM szamitasok segitségével.
Megallapitottuk, hogy a bakterialis izoformaban a spinstiriség az axidlis kénatomon lényegesen
kisebb, mint az emberi valtozatokban, az oxigén novekvo spinstiriiségével pedig az Fe-O kotési
energia kozel linedrisan csokken. A szubsztrat jelenléte az aktiv helyen csokkenti az Fe-O kotési
energiat és destabilizalja avvCpd I-et, melynek a koérnyezet (polarizacid, hidrogén-hid)
valtozasaira érzékeny elektronszerkezete nagyon hasonldé a kiilonb6z6 izoformakban.
Osszeségében megallapitottuk, hogy a Cpd | tulajdonsigai kozel azonosak a vizsgalt
variansokban, igy ez a CYP enzimek szelektivitasat nem befolyasolja. [D1]

- 4 8 ¢
= e 4k

2. abra A Cpd | gdzfazisu modelljének (vas(IV)-porfin gyiiri axidlis tioldat és oxigén
ligandumokkal) egyszeresen betiltott molekulapadlydi. Sziirke: szén, fehér: hidrogen, sotétkék:
kézponti vasion, vilagosabb kék: nitrogén, sarga: kén, piros. oxigén.

A dextrometorfan példajan keresztiil els6ként vizsgaltuk egy gyogyszermolekula
metabolizmusat QM/MM szamitasok segitségével. A kis hemmodell segitségével végzett
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gazfazisu szamitasok és a molekuladinamikai szimulaciok is azt josoljak, hogy az étercsoport
demetilacidjaval az aromas gylri oxidacidja is versenyképes reakcio utvonal (3. abra). Az
fehérjekornyezet figyelembevételével végzett QM/MM szdmitasok egyértelmiien kizarjdk az
aromas szén oxidacidjanak lehetdségét, dsszhangban a kisérleti adatokkal, mivel a sztérikus
kolcsonhatasok miatt nem tud kialakulni az oxidacionak kedvezd atmeneti allapot. Az aktiv
hely térszerkezete kulcsszerepet jatszik a CYP2D6 enzim régidszelektivitasaban. A CYP
metabolitok dokkolassal torténd megjoslasa esetén célszerli lenne a lehetséges atmeneti
allapotok szerkezetét is felhasznalni a predikcios képesség javitasahoz. [D2]
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3. dbra (A) Dextrometorfan metabolizmusanak gazfazisu modellje (sziirke: szén, fehér:
hidrogén, piros: oxigén, kék: nitrogén, sarga: kék, sotétsziirke: vas.) (B) Az (A) dbrdn nyillal
jelolt O-H (a metilcsoport harom hidrogénjéhez) és O-C tavolsagok a 2ns hosszusagu MD
szimuldcio soran, jelezve, hogy mind a metilcsoport, mind az aromas gytirii a vas oxigénjének
kozelében marad a szimuldacio egésze alatt (C) dextrometorfdn elhelyezkedése a CYP2D6
iZoforma aktiv helyén. A szubsztrdat és az aktiv zsebet hatdrolo hidrofob oldallancok kézott
szamos sztérikus kocsonhatdasok Kialakul. Vilagoskék: szén, piros: oxigén, fehér: hidrogén,
zold: vas, kék: nitrogén.

Az Osztrogének létfontossagi néi nemi hormonok, ugyanakkor hosszitava kovetéses
vizsgalatok jelzik, hogy a hosszt id6n keresztiil fennalld6 magas hormonszint kifejezetten
megndveli a mellrak kialakuldsanak kockazatat. Ezért vizsgaltuk az 6sztrogének bioszintézisét
¢s lebomlasat is; mindkettét CYP enzimek katalizaljak.

Az Osztrogének lebomlasanek két fontosabb ttvonala a 2- és 4-hidroxilacio, mindketté a
szteranvaz A gytriijén megy végbe, melyek koziil a 4-hidroxilaciot kifejezetten karosabbnak
tartjak (4. abra). Az emberben az 1A1, 1A2, 1B1 és 3A4 CYP izoformak metabolizljak az
osztront. Megmutattuk, hogy az aktiv hely szerkezete és a kotddési poz jelentdsen befolyasolja
a képz6do termék anyagi mindségét az 1A1, 1A2 1B1 izoformakban, mig varhatéan a 3A4
izoformaban a szubsztrat kiilonb6z6 szénatomjainak eltérd reaktivitasa a legfontosabb tényezo.
A B gylrli novekvl telitetlensége az Osztron <equilin <equilenin sorrendben (4. dbra)
megndveli a Cs-es sz€natom nukleofilicitasat €s ez vezet ahhoz, hogy Cs-es sz€énatomon torténd
hidroxilacié ardnya a Cz-es szénatomon torténd hidroxilacidohoz képest drasztikusan megnd
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olyan izoformék esetén, amelyek aktiv zsebbe nagy és viszonylag apolaris (pl. CYP3A4),
amelybe az 6sztrogén molekula szinte tetszleges pozicidban be tud kotni. [D3]

L L Osztron equilin equilenin
Kisérleti termékarany:

2-0OH:4-OH 9:1 2.4:1 <0.3:1
AE*, —AE*, (kisérlet) -1,3 -0,8 >0.7

AE*, —AE*, (szamitott) -0,4 0,0 3,3

Fukui index (f-) (C,/C,)  0.096/0.045 0.082/0.040 0.006/0.154

4. dabra A Premarin  hormonpotlé  terdpids készitményében taldlhato  fontosabb
osztrogénszarmazeékok szerkezete, pavianok majabol izoldlt mikroszomdkkal eléallitott 2- és 4-
hidroxilalt termékek aranya 293 K-n és abbdl az Arhenius-egyenlet alapjan becsiilt aktivailasi
energiakiilonbségek, a 2- és 4-hidroxilacios utvonalak B3LYP/6-311+G*+ZPE szinten
szamitott aktivaldsi energidaiak kiilonbsége és a nukleofil tamaddsra vonatkozo Fukui index ()

Az 0sztrogének bioszintézisében résztvevd human aromataz enzim esetében egy Specidlis
protonatadasi utvonalat taldltunk, melynek sordn az enzim szubsztratjanak enolizacidja és a
ferro-szuperoxokomplex protonalodasa csatolt folyamatban valosul meg [D4]. Ezutan a Cpd |
forma konnyedén aromatizalja a szteran vaz A gytriijét az Gsztronszintézis utolsé 1épésében,
ami megfelel a legtijabb kisérleti megfigyeléseknek is, melyek az Cpd I fontossagat tamasztjak
ala szemben a peroxohemiacetal képzédésével. [D5]

3.2.Gazmolekulak kolcsonhatasa hemfehérjékkel

DFT és CCSD(T) szamitasok segitségével vizsgaltuk Fe(ll)- és Fe(Ill)-iont tartalmazo
hemmodellek (5. abra) spinallapotai kdzti energiakiilonbségeket és a nitrogén-monoxid kotési
energiajat. Megallapitottuk, hogy a hibrid funcionalok (B3LYP, B3PWO91) helyesen
visszaadjak a rendszerek spinallapotainak energiakiilonbségét magas szinti CCSD(T)
szamitasokhoz képest, viszont a tiszta GGA funkcional, a BP86 ttlstabilizalja a rendszerek
kisspinli forméjat. A nitrogén-monoxid kotési energiajat tekintve ellentétes a trend: a hibrid
funkcionalok jelentdsen alulbecslik a kisérleti értékekhez képest az NO kotési energidjat, mig
a BP86 valamivel pontosabb értéket ad. Eredményeink alapjan megbecsiiltiik az NO kotési
energiajat valé hemrendszerekben, amely 15 kcal/mol és 20 kcal/mol koriili értéknek adddott
Fe(l1)- és Fe(Ill)-porfirinekhez. [D6]

Olah Julianna — MTA Doktori Ertekezés tézisei 4
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Modell 3

2 Modell 2
Fe(lll) hem modellek Fe(ll) hem modellek

5. abra Hemrendszerek vizsgalt modelljai (sziirke: szén, fehér: hidrogén, piros: oxigén, kék:
nitrogén, sarga: kék, sotétsziirke: vas.)

Megmutattuk, hogy a Fusarium oxysporumban talalhatoé P450no enzimben a hidridtranszfer
mindenképpen a vashoz koordinal6dé nitrogén-monoxid nitrogénatomjara iranyul (6. abra),
ezért nincs lehet6ség a Harris-féle N-ferril intermedier kialakulasara. [D7]

NH.
" o 2 o\ ) /"_\ e ) HO\N/H
A N +H |
N® |
| u—{ oN—r = Felll— ==
— ! m— | [
| . - CysS CysS
CysS NADH / NAD
1 hidridtranszfer

0 .
\\\\\
N

— Fe"'—

| intermedier
CysS

6. dbra Kozvetlen hidridtranszfer és a Harris-féle (N-ferril) intermedier kialakuldsanak
lehetséges utvonala a P450nor-ban

Megalkottunk egy olyan modellt (7. abra), amely segitségével gazok fehérjébe torténd
sebességi egylitthatdjat hosszii molekuladinamikai szamitasok és egy 3 allapotot tartalmazé
Markov-modell segitségével hataroztuk meg. A spin-tiltott kémiai reakcié reakcidsebességi
egyiitthatojanak meghatarozasahoz azonositottuk a relevans spin-allapotok potencialis energia
hiperfeliileteinek metszéspontjat. Megmutattuk, hogy a nitrogén-monoxid kotddése a
mioglobinhoz diffuzié-kontrollalt folyamat, de a szén-monoxid esetében a diffuzio sebessége
¢és a kémiai kotés kialakulasanak sebessége a vascentrum ¢€s a szén-monoxid kozott hasonld
nagysagrendbe esik. [D8]

Olah Julianna — MTA Doktori Ertekezés tézisei 5
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7. abra Gazmolekulak és mioglobin (Mb) kézott lejatszodo reakcio felbontdsa két f& lépésre.
XO: NO vagy CO

crer

harom bakterialis (Nostoc sp. (Ns), Kordia algicida (Ks), Caldanaerobacter subterraneus (Cs)
fajok) H-NOX fehérjébe molekuladinamikai szamitasok segitségével. Megallapitottuk, hogy a
gazok diffuzids reakcidsebességi egyiitthatoja a O2>NO>CO sorrendben csokken mindegyik
fehérjében, és a Ns > Ks > Cs, ha egy adott gaz esetén. Az gazkeverékeken végeztt szimulaciok
azt mutatjak, hogy a gazok kozti versengés jelentésen befolyasolja a gazok tartézkodasi idejét
a disztalis zsebben. A fehérjék csatorna rendszerét a fehérjék harmadlagos szerkezete hatarozza
meg, de az oldallancok elzarhatnak bizonyos csatornakat, pl. sztérikus vagy kation-wt
kolcsonhatasok révén. A fehérjékben szamos gaztarolasra alkalmas zsebet azonositottunk. A
gazok viszonylag rovid tartdzkodasi ideje miatt gazszallitasra alkalmas fehérjék tervezése
esetén érdemes lehet tobb hemcsoportot beépiteni a fehérjébe, igy ndovelve a gazmolekula
kotédésének erdsségét, vagy tobb fehérjét egymashoz kapcsolni. [D9]

3.3. Az izopropil-malat dehidrogenaz enzim reaktivitasa

Az izopropil-malat dehidrogenaz enzim fontos szerepet jatszik a baktériumok aminosav-
metabolizmuséaban, és potencidlis antibakteridlis célpont. A katalizalt folyamat egy oxidacios
és egy dekarboxilacios 1épésre bonthatd. Megallapitottuk, hogy maga az oxidacios reakcio Is
kétlépcsos folyamat: elészor egy proton vandorol at a szubsztrat 3-helyzeti hidroxilcsoportjarol
a K185’-6s lizin oldallanca nyugalmi helyzetben semleges aminocsoportjara, majd ezt koveti a
hidridiontranszfer a Cz-es szénatomrol a NAD" kofaktorra, amely a reakcio
sebességmeghatarozé 1épése (8. abra) [D10]. A Mg?* vagy Mn* Kkationok egymast
helyettesithetik az enzimben és fontos szerepet jatszanak az izopropil-malat ligandum
megkotése mellett a protontranszfer reakcio katalizalasaban és a képz6dd hidroxilatcsoport
stabilizalasdban is. Az aktiv hely kozelében talalhaté kaliumion €és a nikotinamidgytri
amidcsoportja kozott 1étrejové  elektrosztatikus kolcsonhatas eredményeként megné az
amidcsoport elektronszivo képessége, tovabb polarizalédik a nikotinamid gytiri, megnd a
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hidridiont fogadd széatom pozitiv toltése, amely eldsegiti a katalizist és a hidridion
szubsztratrol NAD" kofaktorra torténd vandorlasat [D11]. A D241 és D217’-es aminosavak

szintén elektrosztatikus hatasuk révén segitik eld a katalitikus reakcid oxidacios lépését. A
javasolt reakciomechanizmust a 9. abra mutatja. [D12]

A %I B
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8. dbra (A) Az IPMDH enzim modellezése soran a QM régioban szereplo oldallancok. A QM
régiot a ténylegesen jelolt atomok alkottik, az IPM szubsztratot pirossal, a NAD™ kofaktort
kékkel jeloltem, valamint nyilak jelolik a proton- és hidridtranszfer reakciok iranydt. (B) A Mg?*
iont tartalmazo rendszer proton- és hidridtranszfer reakcioinak potencidlis energiafeliilete a
B3LYP/6-31G*//MM szinten

D241

o’eo
{ONH-x 185"

(TS1)

termék tavozik, egy
1 szubsztrat
bekotddik

Y135—0H
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9. dbra Javaslat az IPMDH enzim katalitikus ciklusdra. Az IP jelolés az izopropilcsoportot
jelenti.
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3.4. Biomimetikus nitrogénfixacio

Az ammonia a modern tarsadalom nélkiilzhetetlen mesterséges vegyiilete, de a Haber-
Bosch eljarassal torténd eldallitasa a globalis energiatermelés tobb mint 1%-at felemészti.
Egyik jelenleg intenziven kutatott teriilet az nitrogénfixalasra képes molekularis katalizatorok
mikddése, és a 10. abra jobb felsd sarkaban lathaté az altalunk vizsgalt EPsFe-N2™ (ahol E=B,
C, Si) tipusu katalizator szerkezete. A Kkatalizatorok hatékonysaganak noveléséhez fontos
megérteniink a lejatszodd folyamatok hatterét. Ehhez kvantumkémiai szamitasokkal
megvizsgaltuk a nitrogén redukcios reakcié (N2RR) mechanizmusat, feltérképeztiik a katalizalt
reakci6 szabadentalpia-profiljat [D13], a hidrogénfejlodési mellékreakcid6 (HER)
mechanizmusat [D14, D15] és mikrokinetikai modellezés segitségével javaslatot tettiink az
autokatalitikus HER reakciora [D15]. Az autokatalitikus HER (aHER) reakciét a
redukaloszerekbdl és savakbdl képzddd hidrogéngdz inditja be, amely az N, szubsztrattal
versengve a katalizdtor vascentrumahoz kot, majd két protonalddéasi 1épés soran 1 H»
molekulabol 2 Hz molekula képzoédik. Az aHER ciklus koztitermékei konnyen stabil
monohidridekké alakulnak, amely a katalizator deaktivacidjahoz vezet, vagyis a katalizator
deaktivacidja €s a kéros hidrogénfejlédési reakcio szoros Osszefiiggésben all.

Grol
(kcal/mol) | [rel-N,- katalizator
0 - 8 [Fe]-Ny ©
SN Lo Ny+6H* +6e — = 2NH; N
[Fe]-N=NH . [Fe]-NH=NH w
N [Fe]-N=NH, [Fe]-N; . | _P(iPr),
-50 {Fc]-N:N;l\..‘\\ - N, + 4 H*+4¢ > N,H, (nPr)ZP—Fe\'P\(i,,l,)2
[Fe]-NH=NH - X~ ,|3 ..... ¢ 3
-100 - [Fe]-NH=NH; [Fe]-NH=NH,
[Fel=N’ [Fe]-NH-NH,

A\ , [Fe]-N, =

[Fe]=N Fe]=NH -Ny”

-150 ) [ c], [Fe]-NH,-NH, BPsfeN;

[Fe]-NH,-NH, NN

[Fe]' %

N
+N,H, o +N,H,

-200 - [Fe]=NH\_

Ko6z0s lépések

+
—e— Disztalis at N
—e— Alternalé it | Kritikus lépések |
2501 o ,e Disztlis-alternalé dtmenet [Fe]-NH;

e-»o Alternalo-disztalis atmenet

-300 % Gatolt reakciok ) Ny
[Fe]-NH; (goy (Fel [Fol-N=NH'
[Fe]-N,
-350 - ” - -’
Redukcios szakasz Regeneracios szakasz
0 1 V238 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Elemi lépések szama

10. dabra A biomimetikus ammoniaszintézis szabadentalpia-profilja. Az elemi lépések proton-,
elektron-, vagy N felvételt jelentenek. Az egyes intermedierek jelolésében az [Fe] szimbolum
az abran lathato BP3 ligandum és kézponti vasatom egységét jeloli. A 10-13. lépésnél lathato a
profil , ellaposodasa”, azaz a termodinamikai hajtoero megsziinése. ,,Gatolt reakciok’:
kiserleti adatok alapjan kinetikailag gatolt folyamatok.
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Eredmények gyakorlati hasznosithatésaga

A disszertacioban bemutatott tanulmanyok szamos ponton kapcsolodnak
gyogyszerkutatasi/fejlesztési kérdésekhez, valamint 0j tipusi ammoniaszintézisre alkalmas
katalizatorok fejlesztéséhez.

A CYP enzimek felelések a gyogyszermolekulak 90%-nak lebontasaért, igy a
metabolizmus sebessége, a képz6dd metabolitok toxikus tulajdonsagai, valamint a CYP-
enzimhez kapcsolhato gyogyszerkolcsonhatasok ismerete kulcskérdés. Molekulak CYP-enzim
fliggd bioaktivacioja lehet karos és keriilendd (pl. 6ztrogének esetén), de akar ki is aknazhato,
pl. eléhatoanyag (prodrug) molekulak helyileg, adott szdvetben torténd aktivacidjaval, (pl.
rakkutatas terén). Az aromataz enzim gatlasa mellrakos betegek kezelése terén szintén fontos
teriilet. Ezen okok miatt a CYP-enzimek reaktivitdsdhoz kapcsolodd eredményeink
elosegithetik a potencialis metabolitok predikcigjat [D1, D2], aromataz inhibitorok tervezését
[D3,D4] vagy biztonsagosabb hormonpo6tlo terapias szerek tervezését [D5].

A rékos sejtek hipoxias kornyezetben funkcionalnak, ezekben az esetekben oxigén
szallitasa a tumor sejtek teriiletére eldsegithetd a sugarterapia/kemoterapia sikerét. Ezért gazok,
kiilondsen oxigén szallitdsara alkalmas rendszerek tervezése érdeklédésre tart szamot [S9].

Az ammonia napjainkban a vegyipar kulcsvegytilete, tobb mint évi 150 millié tonnat
gyartanak bel6le. El6allitasara az iparban ritka kivételektdl eltekintve kizarolag a Haber-Bosch
eljarast alkalmazzdk, amely jelentdsen hozzajarul a globalis energiafogyasztdshoz ¢és az
tiveghazhatasu gazok kibocsatasahoz. Ezért sokféle torekvés van alternativ ammoniaszintézisre
alkalmas moédszerek kifejlesztésére, s reményeink ehhez fognak hozzdjarulni az EPsFe-N2
katalizatorok miikodésérdl nyert ismereteink.

Tézispontok

1. A citokrom P450 enzimek oxidalé képességét a Fe-O kotési entalpia hatdrozza meg,
amely linearisan csokken az oxigénen szamitott spinsiiriiséggel A szubsztrat jelenléte
az aktiv helyen csokkenti az Fe-O kotési entalpiat, és destabilizalja a Cpd I format. A
Cpd I- elektronszerkezete nagyon hasonld a vizsgalt izoformakban (2C9, 2D6, 3A4 és
P450cam), igy a CYP enzimek reaktivitasat és szelektivitasat ez nem befolyasolja. [D1]

2. A CYP2D6 enzim régidszelektivitasat egyértelmlien meghatdrozza az aktiv hely
térszerkezete ¢és alakja, és nemcsak a szubsztratok funkcidscsoportjainak a
reakciokészsége. Igy a varhato CYP metabolitok megjoslasakor javasoljuk a lehetséges
atmeneti allapotok szerkezetét felhasznalni a dokkoléds sordn a predikcios képesség
javitasahoz. [D2]

3. Megmutattuk, hogy az dsztron eltérd kotddési pdzban kot be az CYPL1AL, CYP1AZ,
CYPIBI ¢és CYP3A4 citokrom izoformakba, s ennek kovetkezménye az oxidacios
reakci6 eltérd régidszelektivitasa. [D3]

4. Megmutattuk, hogy az 0sztrogén molekulak B gyliriijének novekvd telitetlensége az
Osztron <equilin <equilenin sorrendben megnoveli a Cs-es szénatom nukleofilicitasat,
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10.

11.

¢és ennek kovetkezménye, hogy a Cs-es hidroxilacio aranya a Cz-eS hidroxilaciohoz
képest drasztikusan megné olyan izoformak esetén, amelyek aktiv zsebe nagy és
viszonylag apolaris (pl. CYP3A4), amelybe az 0sztrogén molekula szinte tetszdleges
pozicioban be tud kétni. [D3]

A humén aromataz enzim kulcsszerepet jatszik az emberben az dsztrogén hormonok
bioszintézisében. EQy ujfajta, specidlisan a human aromatdz enzimre jellemz6
protonatadasi utvonalat taldltunk, melynek soran az enzim szubsztratjdnak enolizacioja
¢s az enzim katalitikus ciklusahoz sziikséges ferro-szuperoxokomplex protonalddasa
csatolt folyamatban valosul meg. Ezutan a Cpd I forma katalizalni tudja a C1o-C19 kotés
hasadasat az Osztronszintézis utolsd lépésében, ami megfelel a leglijabb kisérleti
megfigyeléseknek is, melyek az Cpd 1 fontossagat tamasztjdk ala szemben a
peroxohemiacetal képzoédésével. [D4-D5]

Megmutattuk, hogy a Fusarium oxysporumban talalhatd P450nr enzimben a
hidridtranszfer =~ mindenképpen a vashoz  koordinaléddé  nitrogén-monoxid
nitrogénatomjara iranyul, ezért nincs lehetéség a Harris-féle N-ferril intermedier
kialakulasara. [D6]

Fe(Il)- és Fe(Ill)-iont tartalmazdé hemrendszerek modelljeinek vizsgalataval
megallapitottuk, hogy a hibrid funcionalok (B3LYP, B3PW91) helyesen visszaadjak a
rendszerek spinallapotainak energiakiilonbségét magasszintlit CCSD(T) szamitdsokhoz
képest, viszont jelentdsen alulbecsiilik a kisérleti értékekhez képest az NO kotési
energiajat. Ezzel ellentétben a tiszta GGA funkcional, a BP86 erdsen tulstabilizalja a
rendszerek kisspinii formdjat, viszont pontosabb értéket ad az NO kotési energidjara.
[D7]

Megalkottunk egy olyan kétlépcsés modellt, amellyel gazok és hemfehérjék kozott
lejatsz6do reakcid mechanizmusa tanulmanyozhato. Megmutattuk, hogy a nitrogén-
monoxid kotédése a mioglobinhoz diffuzio-kontrollalt folyamat, mig szén-monoxid
esetében a diffuzio sebessége €s a kémiai kotés kialakuldsanak sebessége a vascentrum
¢s a szén-monoxid kozott hasonld nagysagrendbe esik. [D8]

Megallapitottuk, hogy az Ox>NO>CO sorrendben csokken a gazok diffuzios
reakcidsebességi egyiitthatdja mindegyik vizsgalt H-NOX fehérjékben, valamint Ns H-
NOX> Ks H-NOX> Cs H-NOX sorrendben egy adott gaz esetén. A vizsgalt fehérjék
szamos gaztarolasra alkalmas zsebet tartalmaznak, de a gazok viszonylag révid
tartozkodéasi ideje miatt gazszallitdsra alkalmas fehérjék tervezése esetén tobb
hemcsoportot kellene beépiteni a fehérjébe, igy novelve a gazmolekula kotédésének
erosségét. [DI]

Az izopropil-malat dehidrogenaz enzim altal katalizalt oxidacios reakcio elsé 1épése a
proton atvandorolasa a szubsztrat B-helyzetii hidroxilcsoportjarol a K185’-6s lizin
oldallanc aminocsoportjara, a masodik 1épés pedig hidridiontranszfer a C»-es
szénatomrol a NAD" kofaktorra, amely a reakcio sebességmeghatarozo 1épése. A Mg?*
vagy Mn?* kationok egymast helyettesithetik az enzimben és fontos szerepet jatszanak
a protontranszfer reakci6 katalizaldsdban ¢és a képz6dé hidroxilatcsoport
stabilizalasaban is. [D10]

Az izopropil-malat dehidrogenaz enzimben a kaliumion és a nikotinamid gylr(i amid
csoportja kozott kialakuld elektrosztatikus kolcsonhatas eredményeként megnd az
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12.

13.

14.

15.

amidcsoport elektronszivo képessége, tovabb polarizalodik a nikotinamid gytrd, és
megnd a hidridiont fogadd szénatom pozitiv toltése, amely eldsegiti a hidridion
atvandorlasat a szubsztratrol NAD" kofaktorra. A kéaliumion jelenléte kb. 2-3
kcal/mollal csokkenti a hidridtranszfer reakcid aktivalasi energiajat, dsszhangban a
katalitikus konstans kisérletileg megfigyelt 121-250-szeres csokkenésével. [D11]

Az izopropil-malat dehidrogenaz enzim K185°-6s lizin oldallanca semleges toltésii az
enzim nyugalmi helyzetében. A katalitikus reakcié kezdetén az izopropil-malat
szubsztrattal sav-bazis reakcioba 1ép, és deprotonalja a szubsztrat [-helyzeti
hidroxilcsoportjat. A D241 és D217’-es aminosavak elektrosztatikus hatasuk révén
elésegitik a reakcio oxidacios 1épését. [D12]

A biomimetikus ammoniaszintézis katalitikus ciklusanak elemi Iépései kozott
egyenldtlentil oszlik el a termodinamikai hajtéerd. A legtobb reakcid kedvezd
szabadentalpia-csokkenéssel jar, azonban az ammonia termék levalasa és a katalizator
regeneracidja egy kozel termoneutralis (AG = 0) 1épésekbdl allo, lasst folyamat. A
regeneracidos szakaszban keletkezé intermedierek szolgalnak a mellékreakciok
kiindulopontjaként. [D13]

Az EP3Fe—Ny (ahol E=B,C,Si) altal katalizalt nitrogén redukcids reakcidé (N2RR)
koztitermékei a biomimetikus ammoniaszintézis kisérleti koriilményei kozott nem
Iépnek egymassal olyan bimolekularis reakcioba, amely N-H kotéshasadasok révén
hidrogénfejlédést (HER-t) eredményez. A bimolekularis HER aktivalasi gatja minden
esetben jelentdsen meghaladja a konkurens N2RR 1épés (proton- illetve
elektrontranszfer) gatjat. [D14]

A SiPsFe—Ny katalizator esetén a katalizator deaktivacioja és a karos hidrogénfejlédési
reakcid szoros Osszefliggésben all. Az autokatalitikus aHER reakciot a
redukaloszerekbdl és savakbol képzddd hidrogéngaz inditja be, amely az N
szubsztrattal versengve a katalizator vascentrumahoz kot, majd két protonalddasi 1épés
soran 2 H> molekula képzédéséhez vezet. Az autokatalitikus aHER ciklus koztitermékei
konnyen stabil monohidridekké alakulnak, amely a katalizator deaktivacidjat okozza.
[D15]
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